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Resumen

La Legionella es la bacteria causante de la legionelosis y constituye un notable problema de salud publica. El objetivo de este
estudio es establecer la distribucién y frecuencia de las diferentes especies y serogrupos de Legionella obtenidos de las muestras
analizadas en el Laboratorio de Salud Publica de L'Hospitalet durante el periodo 2002-2019. Se analizaron 3 935 muestras de agua
procedentes de instalaciones con probabilidad de proliferacion y dispersion de Legionella mediante el método 1SO 11731:1998. Se
determinaron nimeroy porcentaje de Legionella spp., L. pneumophila serogrupo Sg 1y L. pneumophila Sg 2-14 por tipo de instalacion
y por aio. Los resultados indican que las instalaciones con mayor presencia de Legionella son las que incluyen sistemas de agua
caliente sanitaria (ACS), (36,4 %). Los sistemas de agua fria sanitaria (AFS) también han de ser considerados lugares propicios para
el crecimiento de Legionella (17 %), junto con los sistemas de riego por aspersion (13,5 %). De la totalidad de las muestras positivas
halladas en las instalaciones (21,5 %), L. pneumophila es la mas aislada en cultivos (70,5 %) y el serogrupo mas frecuentemente
encontrado es el 2-14 (34,2 %), seguido del Sg 1 (26,4 %). Esto es contrario a lo encontrado en la mayoria de estudios publicados, ya
que citan al Sg 1 como el mas frecuente en muestras ambientales. Estos aspectos avalarian la necesidad de ampliar el espectro de
diagndstico de la enfermedad en pacientes ya que la mayoria de hospitales utilizan antigeno en orina, cuya principal limitacion es
que solo detecta L. pneumophila Sg 1.

Palabras clave: Legionella; L. pneumophila; serogrupos; cultivo bacterioldgico; agua sanitaria.
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Resumo

A Legionella é abactéria causadora da legionelose e constitui um importante problema de satide publica. O objetivo deste estudo
é estabelecer a distribuicdo e frequéncia das diferentes espécies e sorogrupos de Legionella obtidos das amostras analisadas no
Laboratério de Saude Publica de L'Hospitalet durante o periodo 2002-2019. Foram analisadas 3 935 amostras de 4gua de instalagcdes
com probabilidade de proliferagao e dispersao de Legionella, segundo o método I1SO 11731:1998. O nimero e a porcentagem de
Legionella spp., L. pneumophila sorogrupo Sg 1 e L. pneumophila Sg 2-14 foram determinados por tipo de instalagao e por ano. Os
resultados indicam que as instalacdes com maior presenca de Legionella séo as que integram sistemas de dgua quente sanitdria
(AQS, 36.4 %). Os sistemas de dgua sanitaria fria (SAF) também devem ser considerados locais propicios ao crescimento da Legionella
(17 %), juntamente com os sistemas de irrigacdo por aspersao (13.5%). De todas as amostras positivas encontradas nas unidades
(21.5 %), a L. pneumophila é a mais isolada nas culturas (70.5 %) e o sorogrupo mais encontrado é o 2-14 (34.2 %), seguido do Sg 1
(26.4 %). Isso é contrario ao encontrado na maioria dos estudos publicados, pois citam 0 Sg 1 como o mais frequente em amostras
ambientais. Esses aspectos sustentariam a necessidade de ampliar o espectro diagnéstico da doenca nos pacientes, uma vez que a
maioria dos hospitais utiliza antigeno na urina, cuja principal limitacao é detectar apenas L. pneumophila Sg 1.

Palavras-chave: Legionella; L. pneumophila; sorogrupos; cultura bacterioldgica; 4gua sanitaria.

Abstract

Legionella is the bacterium that causes legionellosis and constitutes a notable public health problem. The objective of this study is
to establish the distribution and frequency of the different species and serogroups of Legionella obtained from the samples analyzed
at the L'Hospitalet Public Health Laboratory during the period 2002-2019. 3 935 water samples from facilities with a probability of
proliferation and spread of Legionella were analyzed using the I1SO 11731:1998 method. Number and percentage of Legionella spp.,
L. pneumophila serogroup Sg 1 and L. pneumophila Sg 2-14 were determined by facility type and year. The results indicate that the
facilities with the highest presence of Legionella are those that include sanitary hot water systems (ACS, 36.4 %). Sanitary cold-water
systems (AFS) must also be considered favorable places for the growth of Legionella (17 %), along with sprinkler irrigation systems
(13.5 %). Of all the positive samples found in the facilities (21.5 %), L. pneumophila is the most isolated in cultures (70.5 %) and the
most frequently found serogroup is 2-14 (34.2 %), followed by Sg 1 (26.4 %). This is innovative, since most published studies cite Sg
1 as the most frequent in environmental samples. These aspects would support the need to broaden the diagnostic spectrum of the
disease in patients, since most hospitals use urine antigen, whose main limitation is that it only detects L. pneumophila Sg 1.

Keywords: Legionella; L. pneumophila; serogroups; bacteriological culture; sanitary water.
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INTRODUCCION tiene una mayor incidencia en los paises desarrollados y

se convierte en un notable problema de salud publica™®,
1. LEGIONELLA PNEUMOPHILA Y LA LEGIONELOSIS La incidencia identificada de la legionelosis varia

ampliamente segun el nivel de vigilancia y notificacion.
Asi, en EE.UU., Europa y Australia la incidencia notificada
estd situada entre 10-15 casos por millon de habitantes
por afno™-2',

El género Legionella comprende mds de 70 especies
diferentes’® y se han reportado hasta 31 especies
patégenas en humanos (tabla 1). Entre estas especies
patdgenas destaca L. pneumophila serogrupo (Sg) 17-° ya
que es la bacteria responsable de entre el 90-96 % de los
casos de legionelosis reportados, tanto en la enfermedad
grave de neumonia o enfermedad del legionario como
en la manifestacion aguda autolimitada denominada
fiebre de Pontiac'®. Otros serogrupos de L. pneumophila
y otras especies como L. longbeachae, L. bozemanii, L.
micdadei o L. dumoffii''-'*, producen los casos restantes
de legionelosis.

Durante 2017, cuatro paises de la UE (Francia,
Alemania, Italia y Espafia) concentraron el 70,3 % de
todos los casos notificados. Italia y Francia presentaron
la primera y segunda tasa de prevalencia mas alta de
Europa con 22,3y 21,2 %, respectivamente, seguidos de
Espafa con un 14,5 % de casos positivos'. El serogrupo
(Sg) 1 de L. pneumophila fue el patégeno identificado con
mayor frecuencia, con 801 de 1014 casos confirmados
por cultivo (79 %)™ Las infecciones por Legionella
en Espafa se han descrito en practicamente toda la
geografia peninsular e insular, pero la distribucién entre
comunidades auténomas y provincias es heterogénea.

La legionelosis es una enfermedad de distribucién
mundial con casos descritos en Africa, Asia, Australia,
Europa, Norteamérica y Sudamérica. Esta enfermedad
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De esta forma, la notificacion de los casos de legionelosis
a las autoridades sanitarias es obligatoria en Catalufa
desde 1987 y en el resto de Espaia desde 1995%, siendo
Catalufa la region espaiola con mayor nimero de casos
reportados con una tasa de incidencia media de 3,7 por
100 000 habitantes durante el periodo 2008-2016%.

Tabla 1. Detalle de las 31 especies de Legionella que
pueden causar enfermedad en los seres humanos

L. anisa

L. birminghamensis

L. bozemanii

L. cardiaca

L. cherrii

L. cincinnatiensis

L. clemsonensis
L. dumoffii
L. erythra

L. feelei

L.gormanii

L. hackeliae

L. indianapolisensis

L. jordanis

L. lansingensis

L. londiniensis

L. rubrilucens

L. longbeachae

oo N le Gliln LI I2S oo~ o eI =

L. lytica

20 L. maceachernii
21 L. micdadei
22 L. monrovica
23 L. nagasakiensis
24 L. oakridgensis
25 L. parisiensis
26 L. pneumophila
27 L. sainthelensi
28 L. steelei

29 L. tucsonensis
30 L. wadsworthii
31 L. waltersii

Elaboracion propia a partir de diversas informaciones de
caracter cientifico detalladas en la bibliografia'>-"’.
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2. NORMATIVA Y ACTUACIONES EN L’HOSPITALET DE LLOBREGAT

(BARCELONA)

En Espafia, el marco legislativo de actuaciones de
control de las instalaciones de riesgo por legionelosis
viene dado por el Real Decreto (RD) 487/2022.
Anteriormente, otras normativas y especificaciones
técnicas se han empleado para controlar este tipo
de instalaciones como el RD 865/2003%, plenamente
vigente hasta el 02-01-2023, la Guia Técnica del Ministerio
de Sanidad® y la Norma UNE 100030:20172. En Cataluia
se aplica también el Decreto (D) 352/2004%’, que amplia
algunas actuaciones de control sobre estas instalaciones.
En todas estas normativas encontramos los limites
paramétricos de Legionella para los diferentes tipos de
instalaciones.

La Seccién de Salud Ambiental y Laboratorio de
L'Hospitalet de Llobregat inspecciona, toma muestras de
agua y analiza Legionella en las instalaciones de riesgo
contempladas por este marco legislativo*** de esta
ciudad desde 2002%. El Laboratorio de Salud Publica de
L'Hospitalet utiliza los protocolos que se incluyen en las
normas I1SO 11731:1998 e ISO 11731:2017 para detectar
las diferentes especies de Legionella, entre las que se
encuentra L. pneumophila y sus diferentes serogrupos
(Sg 1-14).

3. OBJETIVOS

El objetivo de este estudio es establecer la distribucién
y frecuencia de las diferentes especies y serogrupos de
Legionella obtenidos a partir de las muestras analizadas
en el Laboratorio de Salud Publica de LHospitalet
durante el periodo 2002-2019. Con este estudio podemos
establecer la variabilidad de positivos por Legionella en
funcién de las instalaciones de riesgo y plantear aspectos
colaterales en la investigacion de brotes y casos de
legionelosis segun los resultados obtenidos.

MATERIAL Y METODOS

1. TIPOLOGIA DE MUESTRAS ANALIZADAS

El Laboratorio de Salud Publica de L'Hospitalet de
Llobregat analiz6 un total de 3 935 muestras de agua
de instalaciones de riesgo por legionelosis entre 2002 y
2019 (tabla 2).

Las instalaciones con toma de muestras relacionadas
con agua caliente sanitaria (ACS) y agua fria sanitaria
(AFS) comprendian una gran variedad de edificios
e instalaciones: polideportivos, campos de futbol,
piscinas, oficinas, teatros, centros culturales, escuelas,
mercados, etc. Las muestras de ACS se obtuvieron de 83
instalaciones con acumulador de agua y, de estas, el 60 %
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Tabla 2. NiUmero de muestras durante el periodo de estudio (2002-2019) segun su
procedencia

ACS TR CE RA J VLV AFS FO SA NA LV Total
1940 | 681 | 112 | 346 | 547 89 45 107 | 11 17 | 40 | 3935

ACS: Agua caliente sanitaria; TR: Torre de refrigeracion; CE: Condensador evaporativo; RA: Riego
por aspersion; J: Jacuzzi; VLV: Vehiculos de limpieza viaria; AFS: Agua fria sanitaria; FO: Fuente

19

ornamental; SA: Sistema antiincendios; NA: Nebulizador alimentario; LV: Lavado de vehiculos.

también presentaban sistema de retorno. Las muestras se
tomaban de las duchas al ser puntos terminales de ACS y
en contacto con los usuarios, pero también directamente
del acumulador e incluso del sistema de retorno.

Las muestras de agua de torres de refrigeracion
(TR) y condensadores evaporativos (CE) se tomaron
directamente de la balsa de acumulacién de agua de
estas instalaciones y de un punto alejado del aporte de
agua. En el caso de los jacuzzis, la legislacion de referencia
para las piscinas (RD 742/2013)* establece analiticas
mensuales de Legionella ssp. para estas instalaciones y
justificaria el numero elevado de muestras analizadas
en el laboratorio municipal (10 %). La toma de muestras
se realiza directamente sobre el vaso o sobre el sistema
de impulsion en el caso de cuellos de cisne y otros
dispositivos andlogos. El riego por aspersion comprende
tanto las zonas verdes urbanas (parques y jardines)
como las instalaciones deportivas con césped (campos
de futbol, rugby y atletismo). Las muestras se han
tomado directamente de las boquillas de los difusores
y aspersores. Para los vehiculos de limpieza publica, se
tomaron muestras de las pistolas de presidon de agua,
de los depdsitos de los vehiculos y, excepcionalmente,
de los puntos de suministro de agua para llenar los
depdsitos de este tipo de vehiculos. En los sistemas de
limpieza de vehiculos se incluyen puentes, tuneles y
boxes de lavado, y aqui se ha optado por una toma de
muestras directamente de los rodillos de cepillos y las
boquillas de agua a presion con la ayuda de un sistema
telescopico de toma de muestras. El agua a analizar
de las fuentes ornamentales se tomaba directamente
del sistema de impulsién y, por tanto, muy cerca de la
boquilla que conecta con el sistema de recirculacién
0 bombeo. La toma de muestras de los sistemas
antincendios se harealizado en el punto donde se genera
elalmacenamiento de agua, es decir, en los depdsitos que
alimentaran rociadores, bocas de incendio equipadas u
otros elementos finales del sistema. Finalmente, en los
nebulizadores para el mantenimiento de la humedad
de productos frescos, utilizados tanto en pescaderias
como en fruterias y verdulerias, las tomas de muestras
se han realizado en puntos de purga de las boquillas
pulverizadoras del sistema.

La toma de muestras ha seguido las especificaciones
del Anexo 6 del RD 865/2003. En el caso de torres de

refrigeracién, condensadores evaporativos y en la red
de ACS se ha utilizado una torunda estéril durante la
recogida de muestras para la posterior investigaciéon y
aislamiento de Legionella.

2. METODO ESTANDAR PARA LA DETECCION Y RECUENTO DE
LeGioneLLA MEDIANTE ISO11731:1998

Los ensayos basados en cultivo para detectar y
cuantificar Legionella en placas de agar se realizaron
de acuerdo con el método estandar®® en nuestro
laboratorio con certificacion ISO 9001:2015 (num. cert.:
34/5200/18/1360) (figura 1). Las muestras llegaron con
tiosulfato 3 % anadido previamente por el laboratorio
para neutralizar el desinfectante. La concentracién de
la muestra de agua a través del filtro de membrana se
realizd mediante una bomba peristaltica. De acuerdo
con el RD 865/2003 y la norma ISO 11731:1998, se filtré
1 litro de agua, aunque en algunas ocasiones se filtraron
porciones de ensayo y el resultado final se extrapold
a 1 litro. Posteriormente, los filtros se manipularon
con pinzas y tijeras estériles, se cortaron para evitar la
retencidon de material y se colocaron en un tubo estéril
con 10 ml de diluyente estéril, solucion de Ringer diluida
1:40 (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido). El tubo se colocé
individualmente en un bano ultrasénico durante 7,5
minutos. Los filtros sumergidos en los diluyentes se
agitaron vigorosamente con un agitador vértex durante
dos minutos para facilitar la eluciéon. De esta muestra
concentrada se sembré una alicuota de 0,1 ml en una
placa GVPC (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido). Para el
tratamiento térmico, 1T ml de la muestra concentrada
se calenté en un bafo de agua a 50 + 1 °C durante 30
+ 2 minutos e inmediatamente se sembré 0,1 ml en
GVPC. Para el tratamiento con acido, 1 ml de la muestra
concentrada y un Tml de la parte de la solucién acida
se mezclaron en un tubo estéril y se incubaron durante
5 £+ 0,5 minutos. De este tubo, se extendieron 0,2 ml
en una placa GVPC. Para la muestra directa, se sembré
una alicuota de 0,2 ml de la muestra de agua original
directamente sobre una placa de medio GVPC. Las placas
se incubaron en posicién invertida a 36 + 1 °C durante
un minimo de 10 dias en atmdsfera humeda. Durante la
incubacién, las placas se examinaron al menos tres veces
aintervalos de 2-3 dias. Las colonias de Legionella en agar
GVPC son grises y brillantes.
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Figura 1. Representacién esquematica de la metodologia
utilizada en este estudio (Método estandar basado en
la norma I1SO 11731:1998). Se concentra la muestra
mediante filtracion y posteriormente se eluye este filtro.
También se lleva a cabo la siembra directa de la muestra
sin tratamiento. Las confirmaciones se realizan a través de
placas de BCYE cony sin cisteina. Adicionalmente, el test de
aglutinacion de Oxoid (Legionella Latex Test Kit) se utilizd
para distinguir las tipologias de la Legionella: Legionella
spp., L. pneumophila Sg 1 o L. pneumophila Sg 2-14.
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De las placas que mostraban crecimiento de
Legionella, se tomaron al menos 3 colonias de la placa que
contenia el nimero maximo de colonias por volumen de
muestra. Para cada colonia a confirmar, en aislamiento,
se inocularon una placa BCYE-cisteina (BCYE-cys) y una
placa BCYE+cisteina (BCYE+cys, Oxoid, Basingstoke,
Reino Unido) en ese orden. Las placas se incubaron a 36
+ 1 °Cdurante al menos 48 horas. Si habia crecimiento en
BCYE+cys pero no en BCYE-cys, el resultado se considerd
positivo para Legionella spp. independientemente de
los resultados de confirmacion de latex. El serogrupo
de cada colonia de Legionella confirmada se determind
utilizando el kit Oxoid Legionella Latex Test. Se eligieron al
menos 5 colonias para determinacion serolégica a partir
de una Unica muestra de agua, tres de ellas seleccionadas
de la placa BCYE+cys y las otras dos directamente de las
placas GVPC originales. El resultado se considero positivo
si habia aglutinacién. Para las placas con crecimiento
de Legionella, se consideré en primer lugar la placa
inoculada con la muestra directa si el nimero de colonias
confirmadas como Legionella era superior a cuatro en
dicha placa. En este caso se dividié el nimero de colonias
contadas y confirmadas por el volumen de muestra
inoculado en la placa para determinar la concentracién.
Si el nUmero era inferior a cuatro, se seleccionaba la placa
que daba el mayor nimero de colonias confirmadas de
las placas inoculadas con la muestra concentrada y sus
tratamientos. En consecuencia, y teniendo en cuenta el
volumen inoculado en cada tipo de placa, se calculé el
numero de unidades formadoras de colonias (UFC) por
litro de muestra. Los resultados se informaron de acuerdo
con los serogrupos de Legionella identificados.

Respecto al andlisis de porciones del concentrado
de muestra sin estar sometidas a ningun tratamiento,
tratadas con calor y tratadas con &cido, el recuento de
colonias resultante se multiplicé por 100. Por otro lado,
para el andlisis directo de muestras de agua sin concentrar
se multiplic6 por 5 000. Las férmulas utilizadas para
expresar los resultados en UFC por litro se muestran en
la tabla 3.

3. EL PORCENTAJE DE LAS DIFERENTES ESPECIES DE LEGIONELLA

Del total de muestras analizadas se calculd el
porcentaje de las tres tipologias referidas de Legionella
(Legionella spp, L. pneumophila Sg 1y L. pneumophila Sg
2-14) por afio y por tipo de instalacion. Adicionalmente,
para las muestras que eran Legionella spp. (con
crecimiento en BCYE+cys pero no en BCYE-cys) se ha
calculado el porcentaje de las que aglutinaban con
la serologia mediante latex, pero incluyendo solo las
muestras de 2016 a 2019.
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Tabla 3. Férmulas para calcular el nimero de colonias segun el método empleado

a
Placa directa Co=—xV
Viot
- : - axV
Concentracion y posterior elucion del filtro s =
V x Vit

C, es el nimero de Legionella en UFC/L; es el nimero calculado de las colonias confirmadas de Legionella:

fraccién positiva confirmada

x recuento total

fraccion total confirmada

V_ es el volumen de la muestra concentrada en mililitros (mL); V es el volumen de muestra inoculada por
placa o conjunto de placas (del mismo medio de cultivo) en mililitros (mL); V__es el volumen total de

tot

muestra analizada en mililitros (mL); V_ es el volumen de referencia elegido para expresar la concentracion
de los microorganismos en la muestra (normalmente 1000 mL).

RESULTADOS

1. MUESTRAS POSITIVAS POR LEGIONELLA

Las muestras de agua de las instalaciones con
probabilidad de proliferacion y dispersion de Legionella
llegadas al Laboratorio de Salud Publica de L'Hospitalet de
Llobregat han presentado un porcentaje de positividad
en Legionella del 21,5 % (n=846/3 935). Entre las muestras
positivas por Legionella se consideran: las especies de
Legionella (L. spp), L. pneumophila Sg 1y L. pneumophila
Sg 2-14. Los resultados obtenidos se muestran en la
figura 2A-D.

L. pneumophila Sg 2-14 es la bacteria dominante en
los célculos porcentuales de los afios 2002, 2003, 2005,
2010, 2012, 2014, 2018 y 2019 con una media de 34,2 %
(n=289/846) frente a los valores de L. pneumophila Sg 1,
que presentan una media de 26,4 % (n=223/846). El
porcentaje de L. pneumophila Sg 2-14 es también superior
al porcentaje de muestras positivas por Legionella ssp.
(26,4 %, n=223/846). Por tanto, uno de los resultados
mas significativos del estudio es un mayor porcentaje de
muestras positivas de L. pneumophila pertenecientes al
serogrupo 2-14 frente a L. pneumophila Sg 1.

El estudio comparativo entre las proporciones de
Legionella spp. y L. pneumophila durante 18 afios (2002-
2019, ver figura 2), muestra que en 2015 se presento el
mayor porcentaje de Legionella spp. (50 %; n=15/30). En
2010 fue cuando se registré el menor porcentaje de L.
spp. 9,1 % (n=3/33).

2. DISTRIBUCION DE LAS MUESTRAS CON PRESENCIA DE
LEGIONELLA EN LAS DIFERENTES INSTALACIONES

Las instalaciones con mayor nimero de muestras
analizadas son las instalaciones de ACS. Casi la mitad de

las muestras (49,3 %, n=1940/3 935) proceden de estas
instalaciones, seguido de las torres de refrigeracién
y condensadores evaporativos (20 %, n=793/3 935),
jacuzzis (14 %, n=547/3 935) y riego por aspersion (9 %,
n=346/3 935).

L. pneumophila Sg 1 alcanza porcentajes a considerar
en jacuzzis (37,5 %, n=9/24) y en el riego por aspersion
(32,4 %, n=12/37). Esta es la Unica especie observada en
los nebulizadores para el mantenimiento de la humedad
de productos frescos. L. pneumophila Sg 2-14 es la especie
dominante en torres de refrigeracion (51,2 %, n=20/39)
y en jacuzzis el (50 %, n=12/24) y presenta porcentajes
altos en los sistemas de ACS (33,7 %, n=238/706) y mas
bajos en riego por aspersion (10,8 %, n=4/37).

En algunas instalaciones como en los vehiculos
de limpieza viaria o en los nebulizadores alimentarios
Legionella spp. no fue detectada. Por otra parte, las
muestras analizadas de los sistemas antincendios fueron
todas negativas para Legionella (figura 3).

En diversas instalaciones de ACS con acumulador y
sistema de retorno se ha constatado la persistencia de
las mismas especies y serogrupos de Legionella incluso
después de efectuados los tratamientos basados en una
desinfeccién térmica o quimica, tal y como observamos
en la tabla 4.

3. AGLUTINACION DE ESPECIES DE LEGIONELLA

Finalmente, se ha realizado un estudio sobre la
aglutinacion de Legionella spp. El estudio incluye
muestrasde 2016 a2019, yladistribucion es la presentada
en la tabla 4. En este caso, aproximadamente un 26,6 %
(n=69/259) son positivos para Legionella spp. Pero de
este 26,6 %, y segun los resultados que se muestran en la
tabla 5 hasta el 12 % (n=10/83) de las muestras durante
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Figura 2. Porcentajes de muestras positivas detectadas para Legionella entre 2002-2005
(A), 2006-2009 (B), 2010-2014 (C) y 2015-2019 (D) y 2011-2019: Legionella spp (L. spp), L.
pneumophila Sg 1 (L. pn.1), L. pneumophila Sg 2-14 (L.pn.2-14), porcentaje de muestras
positivas sobre el total de muestras [% (+)]. En las graficas estd representado el porcentaje
también en forma numérica en el caso de la Legionella pneumophila
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Figura 2 (continuacion). Porcentajes de muestras positivas detectadas para Legionella entre 2002-2005 (A), 2006-2009
(B),2010-2014 (C) y 2015-2019 (D) y 2011-2019: Legionella spp (L. spp), L. pneumophila Sg 1 (L. pn.1), L. pneumophila Sg
2-14 (L.pn.2-14), porcentaje de muestras positivas sobre el total de muestras [% (+)]. En las graficas esta representado
el porcentaje también en forma numérica en el caso de la Legionella pneumophila
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Figura 3. Detalle del nimero de muestras positivas de Legionella por cada instalacién. Entre paréntesis,
el nimero de muestras positivas de cada instalacién, y su porcentaje con respecto al total. ACS: Agua
caliente sanitaria; TR: Torre de refrigeracién; CE: Condensador evaporativo; VLV: Vehiculos de limpieza
viaria; NA: Nebulizador alimentario; AFS: Agua fria sanitaria; RA: Riego por aspersion; FO: Fuente
ornamental; J: Jacuzzi; LV: Lavado de vehiculos
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Tabla 4. Persistencia de las mismas especies y serogrupos de muestras positivas para Legionella
entre 2002-2019 en cuatro instalaciones de ACS con acumulador y sistema de retorno. Legionella
spp. (L. spp), L. pneumophila Sg 1 (L.pn.1) y L. pneumophila Sg 2-14 (L.pn.2-14)

2002 - - - -

2003 - L.pn.1 L.pn.2-14 L.pn.1

2004 L.spp L.pn.1 L.pn.2-14 L.pn.1, L.pn.2-14 + L.spp
2005 L.spp L.pn.1 L.pn.2-14 L.pn.1 + L.pn.2-14
2006 L.spp - - L.pn.1, L.pn.2-14 +L.spp
2007 L.spp - L.pn.2-14 L.pn.1, L.pn.2-14 +L.spp
2008 L.spp L.pn.1 + L.spp L.pn.2-14 L.pn.1, L.pn.2-14 +L.spp
2009 L.spp L.pn.1 L.pn.2-14 L.pn.1, L.pn.2-14 +L.spp
2010 L.spp L.pn.1 L.pn.2-14 + L.spp L.pn.2-14 + L. spp
2011 - L.pn.1 + L.spp L.pn.2-14 + L.spp L.pn.1, L.pn.2-14 + L.spp
2012 - - L.pn.2-14 L.pn.1 + L.spp
2013 L.spp L.pn.1 L.pn.2-14 L.pn.1, L.pn.2-14 + L.spp
2014 L.spp - L.pn.2-14 L.pn.1 +L.pn.2-14
2015 L.spp L.pn.1 L.pn.2-14 -

2016 - - - L.pn.1, L.pn.2-14 + L.spp
2017 L.spp - L.pn.2-14 L.pn.2-14 + L. spp
2018 - - L.pn.1 L.on.1,L.pn.2-14 + L. spp
2019 - - L.pn.2-14 L.pn.1, L.pn.2-14 + L.spp

Tabla 5. Porcentaje de muestras que dan una aglutinacién negativa para Legionella spp.

| ARs 2016 2017 2018 2019 20162019
Legionella negativa 0 1 4 5 10
Total 17 25 15 15 83 12 |

el periodo 2016-2019 dieron negativas en la prueba
de aglutinacion para Legionella spp. y L. pneumophila
Sg 2-14, siendo 2019 el aflo con mayor porcentaje de
Legionella'y 2016 el afio con el porcentaje mas bajo.

DISCUSION

En el estudio realizado en la Seccién de Salud
Ambiental y Laboratorio del Ayuntamiento de L'Hospitalet
de Llobregat se observa que las muestras de agua de
las instalaciones con probabilidad de proliferacién y
dispersion de Legionella analizadas han presentado un
porcentaje de positividad en Legionella del 21,5 % y que
mas de 2/3 de las muestras analizadas que son positivas
para Legionella pertenecen a la especie L. pneumophila
(70,5 %).

Este alto porcentaje de L. pneumophila se mantiene
a través de los afos. En algunos estudios realizados en
torres de refrigeracién, se ha observado que la abundancia
relativa de la familia Legionellaceae est4 positivamente
correlacionada con la diversidad de especies® lo que
sugiere que las interacciones microbianas son esenciales
para el crecimiento de L. pneumophila. Por otra parte,
algunas publicaciones refuerzan la importancia de las
torres de refrigeracion como reservorio ambiental de L.
pneumophila®'22. La mayoria de las torres de refrigeracién
parecen contener un nucleo comunitario de Legionella
spp. pero L. pneumophila podria ser capaz de proliferar en
detrimento de otras especies de Legionella. Estos aspectos
pueden explicar la mayor presencia de L. pneumophila
frente a las demas especies en nuestro analisis para
las torres de refrigeracion y que fuera la mas frecuente
(89,7 %) para este tipo de instalaciones, de las cuales el
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30,8 % pertenecia al Sg1y el 51,2 % al Sg 2-14. Por otra
parte, de acuerdo con Paranjape y colsl*?, la desinfeccién
quimica con hipoclorito sédico genera un cambio en la
comunidad de Legionella, pero L. pneumophila puede
recuperarse mas rapido después del tratamiento y puede
dominar la comunidad de Legionella®>.

L. pneumophila Sg 2-14 es mas frecuente que L.
pneumophila Sg 1 en algunas de las instalaciones con
resultado positivo (ACS, TR, VLV y J). Ademas, 2-14 es el
serogrupo mas frecuentemente encontrado (34,2 %) en
el total de muestras analizadas con resultado positivo.

En nuestro estudio, si nos centramos en los circuitos
de ACS, los resultados muestran que el 33,7 % pertenece
a L. pneumophila Sg 2-14 y es mas abundante que L.
pneumophilaSg 1(24,6%).El porcentajede L. pneumophila
Sg 2-14 es ain mayor si se afaden cultivos mixtos: 9,5 %
pertenece a L. pneumophila Sg 1 + L. pneumophila Sg
2-14, y el 2,5 % pertenece a L. pneumophila Sg 2-14 +
Legionella spp. Esta alta frecuencia del Sg 2-14 también
se ha observado en otros estudios, especialmente en
circuitos de ACS en hoteles y hospitales*?*, asi como en
otros estudios en polideportivos3s-38,

En las diferentes estructuras del circuito hidraulico
del ACS (duchas, conductos de agua, acumuladores,
etc.) se puede formar un nicho biolégico adecuado para
el crecimiento de Legionella'y en muchas ocasiones se
forman biopeliculas o biofilms®, aspecto que favorece la
persistencia de Legionella en el circuito. La temperatura es
otro factor a considerar ya que la mayoria de las muestras
positivas para L. pneumophila generalmente estan
relacionadas con aguas con temperaturas superiores
a los 30 °C*4 Ademads, la presencia de Legionella es
significativamente mayor en los puntos que no se utilizan
a diario. En consecuencia, algunos centros presentan una
colonizacién persistente por Legionella a pesar de los
diferentes tratamientos basados en la normativa vigente
ydealgunas medidas correctoras estructurales realizadas.
En la tabla 4, se observan algunas instalaciones de ACS
colonizadas con las mismas especies de Legionella afio
tras afo a pesar de los tratamientos efectuados. Se trata
de instalaciones con circuitos hidraulicos complejos
que requieren una profunda modificacion estructural,
bien sea por la presencia de puntos con estancamiento
de agua o por la existencia de zonas en las que es
dificil realizar una purga o en las que el tratamiento de
desinfeccién es menos efectivo®. Diferentes estudios de
simulacién muestran que Legionella prolifera facilmente
en aguas estancadas porque se favorece el crecimiento
de biopeliculas***. Una soluciéon propuesta por Patrizia
De Filippis y cols® y que ha resultado eficaz segun su
experiencia para este tipo de instalaciones consiste
en utilizar de forma combinada dos tratamientos de
desinfeccién: hipercloracion e hipertermia a 60 °C.
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Respecto a las instalaciones analizadas, destaca
la mayor frecuencia de Legionella en los sistemas de
ACS (36,4 %), muy por encima del binomio torres de
refrigeracién-condensadores  evaporativos  (TR-CE:
57 % y 4,5 %, respectivamente). Las TR y los CE se
han identificado con un buen nimero de brotes y en
L'Hospitalet de Llobregat fue la causa de uno de los brotes
comunitarios declarado en el afio 20022, En L'Hospitalet
de Llobregat, la reduccién de TR y CE ha sido constante
y ha implicado un menor ndmero de instalaciones a
considerar para la proliferacién de Legionella. Por otra
parte, los controles y las inspecciones realizadas con
toma de muestras han ejercido una cierta presion en este
tipo de instalaciones que ha podido influir en el menor
porcentaje de positividad encontrado para TRy CE.

En funcion de los resultados obtenidos, los sistemas
de AFS también han de ser considerados como lugares
propicios para el crecimiento de Legionella (17,8 %) al
igual que los sistemas de riego por aspersion (13,6 %)
donde existen estudios limitados de Legionella en
entornos urbanos o naturales y la informacién sobre su
presencia en las aguas subterraneas es escasa. El resto de
instalaciones como vehiculos de limpieza viaria, lavado
de vehiculos, fuentes ornamentales, nebulizadores para
el mantenimiento de la humedad de productos frescosy
jacuzzis dan resultados que oscilan entre el 9 % y el 4 %
de positividad de Legionella para las muestras analizadas.
No obstante, todas las instalaciones estudiadas son
susceptibles de generar brotes de Legionella como
demuestra la gran cantidad de articulos cientificos
publicados que analizan los resultados obtenidos de las
investigaciones ambientales y epidemioldgicas de estos
brotes*.

El andlisis de aglutinacion de Legionella spp. muestra
que un bajo porcentaje de estas especies podrian ser
patégenas, ya que la prueba de aglutinacién no las
detecta. El test de aglutinacién incluye antigenos para
las especies de Legionella que no son L. pneumophila
potencialmente mds patdgenas. Por tanto, si no aglutinan
con este test significaque no pertenecen adichas especies
patdgenas de Legionella. Esto no significa que el método
ISO 17731 genere falsos positivos, sino que la prueba de
aglutinacion no detecta todas las especies de Legionella.
El porcentaje de Legionella que no es detectada por el kit
de aglutinacién durante los aflos 2016-2019 es del 12 %.
Los métodos de confirmacién cominmente utilizados
en los laboratorios tampoco detectan todas las especies
patdgenas de Legionella. Sin embargo, el método Oxoid,
que consiste en aglutinacion en latex, es capaz de
identificarlas siguientes especies patdégenas de Legionella:
L. pneumophila Sg 1-15, L. longbeachae Sg 1y Sg 2, L.
jordanis, L. bozemaniiSg 1y Sg 2, L. micdadei, L. dumoffii, L.
gormaniiy L. anisa. Asi pues, este método puede detectar
8 de las 31 especies patdgenas para seres humanos.
Otras especies del género Legionella también aisladas
de pacientes diagnosticados de legionelosis entre 2011
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a 2015 en Europa son L. longbeachae (1 %), L. micdadei
(0,3 %), L. bozemanii (0,4 %), L. macaechernii (<1 %),
L. sainthelensi (<1 %), otras especies de Legionella (<1 %)
y especies no identificadas de Legionella (1 %)°'. La
mayoria de las infecciones confirmadas que involucran
especies diferentes de L. pneumophila, como L. micdadei,
L. bozemanii, L. dumoffii y L. longbeachae, ocurren en
personas gravemente inmunodeprimidas?2.

La segunda especie de Legionella mas abundante
epidemiolégicamente es L. longbeachae. Aunque
representa aproximadamente el 1 % de los casos en todo
el mundo, se han notificado hasta el 50-60 % de los casos
en Australia y Nueva Zelanda®. No obstante, durante los
ultimos 10 afnos, los casos causados por la infeccion por
L. longbeachae también se han notificado cada vez mas en
Europa®. Pero es importante destacar que L. longbeachae
se encuentra en tierra himeda y mezclas para macetas y,
por tanto, las infecciones con L. longbeachae se asocian
comunmente con la exposicidon a compost contaminado
0 abonos para macetas, suelos y jardineria siendo estos
los Unicos factores de riesgo®~°.

Aunque se ha de tener en cuenta que la deteccién
en el laboratorio de Legionella spp. tiene sobre todo
un caracter indicador del peligro microbiolégico, los
resultados obtenidos en este estudio proporcionan datos
significativos de la mayor frecuencia de L. pneumophila
dentro de las especies positivas para Legionella y pueden
facilitar el desarrollo de nuevos métodos que se centren
en detectar y cuantificar L. pneumophila, o reforzar los
que ya existen.

Algunas debilidades observadas en la ISO 11731 para
el ensayo de Legionella spp., como la posible aparicion de
falsos negativos y los elevados tiempos de espera para
obtener resultados, refuerzan la implementacién de estos
métodos alternativos, como pueden ser el método de
cultivo liquido basado en el nimero mas probable para la
deteccion de L. pneumophila (Legiolert®)® o la separacion
inmunomagnética y cuantificacién por colorimetria de
Legionella spp.( Legipid®)*’.

Por otra parte, las concentraciones de Legionella
que desencadenan las acciones legalmente requeridas
varian ampliamente en Europa y el mundo®. A nivel
europeo, EWGLI (European Working Group for Legionella
Infections) establece niveles de actuacion a partir de
1 x 103 UFC/L para L. pneumophila. La Directiva (UE)
2020/2184%, relativa a la calidad de aguas destinadas al
consumo humano se refiere a Legionella spp. en lugar de
L. pneumophila pero también indica un valor paramétrico
de actuacién a partir de 1 x 103 UFC/L. Mientras que la
mayoria de los paises se refieren a Legionella en general,
entre ellos Espana, otros como Francia consideran en
su contenido legal citar tanto Legionella spp. como L.
pneumophila. Asipues, seriamuy productiva la unificacion

normativa en materia Legionella y el establecimiento de
guias técnicas que ayuden a dar una correcta lectura del
RD 487/2022.

Es importe destacar que la recuperacion en GVPC para
L. pneumophila es mayor que para el resto de especies
de Legionella y que la mayoria de los diagndsticos
hospitalarios de pacientes con un cuadro clinico
compatible con la legionelosis se realizan con pruebas
antigénicas que identifican solo L. pneumophila Sg 1.
Este hecho avalaria la necesidad de ampliar el espectro
de diagnostico de la enfermedad en pacientes, ya que
la mayoria de hospitales utilizan antigeno en orina, cuya
principal limitacion es que solo detecta L. pneumophila
Sg 1%,
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