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RESUMEN

¿Por qué necesitamos una determinación rápida 
de Legionella? Es conocido que los métodos basados 
en su cultivo tienen una baja recuperación. Entre otros 
factores, el lento crecimiento en una placa, el crecimiento 
interferente de otros microorganismos acompañantes 
y la variabilidad del estado fisiológico de Legionella 
en las muestras ambientales. Además, el tiempo de 
obtención de un resultado (10-12 días) hace difícil una 
monitorización fiable y oportuna del riesgo.

Entre los métodos independientes del cultivo, 
aquellos que utilizan inmuno-partículas magnéticas 
proporcionan la separación de la célula diana completa 
del resto de la muestra. Esta unión partícula-bacteria 
se debe a un ligando (por ejemplo, anticuerpos) 
inmovilizado en la superficie de la partícula que se une 
a antígenos expresados en la superficie de las células 
de Legionella. Por ello esta interacción depende de la 
integridad de dicha envoltura y es independiente de la 
capacidad de crecimiento de la célula, a menudo limitada 
en la Legionella salvaje.

Las células capturadas pueden dirigirse utilizando 
un imán, permitiendo su marcado con un anticuerpo 
conjugado a una enzima y el lavado de los complejos 
marcados. Así cada pellet puede llevarse a un medio de 
composición constante para desarrollar una reacción 
colorimétrica que depende de la cantidad de Legionella 
inmovilizada y marcada.

La tecnología de separación inmunomagnética (SIM) 
permite cuantificar Legionella sp en muestras de agua. 
Este trabajo resume los principios de su funcionamiento, 
los resultados de su aplicación en situación de rutina y de 
brote, y su futuro en el desarrollo de un biosensor in situ 
completamente automatizado.
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INTRODUCCIÓN

La detección y la desinfección de Legionella son 
sensibles a las estrategias con que esta responde a las 
fluctuaciones ambientales, y que configuran su estilo 

de vida. Puede sobrevivir en el agua en un amplio 
rango de condiciones ambientales1. Desde el agua 
alcanza los pulmones por inhalación de aerosoles, 
invade los macrófagos alveolares para multiplicarse 
intracelularmente, y del mismo modo invade y se replica 
en amebas en el medio acuático2-5. La enfermedad 
puede evolucionar hacia una neumonía fatal6. Ante 
condiciones fluctuantes, Legionella transita entre 
una forma replicativa intracelular y una transmisiva 
libre, de baja actividad metabólica y mayor grosor de 
envoltura externa, donde expresa factores de virulencia 
relacionados con la supervivencia, persistencia y 
diseminación ambiental7-12, más expresados en la cepa 
salvaje que en la de laboratorio13-19.

Tras desinfección, y en ausencia de tratamiento 
también, se ha detectado un estado fisiológico incapaz 
de formar una colonia en un medio estándar, pero 
con características de células viables: integridad de 
membrana, actividad metabólica y virulencia. Este estado 
viable pero no cultivable (viable but non culturable, 
VBNC), recupera cultivabilidad en contacto con amebas, 
incluso después de 30-60 min a 70 ºC20. Las biofilms 
pueden soltar formas VBNC, protegidas del desinfectante 
por material en suspensión, e indetectables por cultivo21. 
La cultivabilidad en general también mejora al añadir 
piruvato y glutamato al medio estándar (BCYE)22. Esta 
fase libre viva, cultivable o no, debe ser objeto de la 
detección.

Profundizar en la ecología microbiana de Legionella 
arroja cuestiones sobre cómo interpretar los resultados 
de cultivo, y también de qPCR, dado que detecta 
células muertas y vivas. Los resultados con propidio 
de monoazida o reactivos similares para identificar 
las membranas celulares dañadas no siempre son 
concluyentes23-24 ni resultan apropiados para discriminar 
células muertas de vivas25. Una aproximación distinta es 
la separación inmunomagnética (SIM), con aplicaciones 
descritas en la literatura26-29. Partículas paramagnéticas 
tapizadas con anticuerpos se unen a los antígenos de 
superficie de la célula diana. Este trabajo presenta casos 
reales de aplicación de un método SIM30 certificado 
por AOAC para la determinación de Legionella sp, que 
cumple con los requisitos de la versión actualizada de la  
norma UNE-EN 100030.
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MATERIAL Y MÉTODOS 

La muestra original de agua se concentra por filtración. 
El concentrado se eluye y dispensa en una cubeta para 
análisis, donde se añade una suspensión de partículas 
magnéticas, que se unen a Legionella, para formar 
complejos bacteria/partícula. Estos complejos pueden 

separarse por un imán, y son lavados, resuspendidos e 
incubados con un anticuerpo anti-Legionella conjugado 
con una enzima, para formar complejos marcados. 
Estos se miden por colorimetría, añadiendo substratos 
enzimáticos. Los resultados se expresan en unidades 
formadoras de colonia equivalentes (UFCeq) (figura 1).

Figura 2. Principales Fuentes (1-17) analizadas durante el brote de legionelosis en Manzanares, Ciudad Real, entre 
Diciembre de 2015 y Febrero de 2016, por cultivo (línea verde), SIM (línea zul) y SBT (línea naranja). Las fuentes más 
probables se indican en amarillo. 

Figura 1. Principio de la tecnología de separación inmunomagnética (SIM): partículas magnéticas con anticuerpos en 
superficie se unen a las células de Legionella, y los complejos se marcan con un segundo anticuerpo conjugado con 
una enzima para su lectura final.

RESULTADOS

cASoS En SituAción DE bRotE: MAnzAnARES

El brote con mayor tasa de ataque en la historia de 
la legionelosis (14,9/1000 habitantes) fue declarado el 
11 de diciembre de 2015 en el municipio de Manzanares 
en Ciudad Real (Castilla La Mancha). Sin embargo, la 
tasa de letalidad se mantuvo baja (1,4 %), y en parte 
podría atribuirse a la detección rápida de fuentes de 
riesgo potencial mediante una técnica SIM, por parte del 
Laboratorio Regional de Salud Pública de Talavera de la 
Reina (Toledo).

Parte de la estrategia consistió en identificar las 
instalaciones sospechosas, clausuradas hasta obtener 

resultados analíticos, a partir de muestras por duplicado 
que se analizaron tanto por el método ISO11731 de 
cultivo como por el método SIM (figura 2). Se descartaron 
instalaciones con resultados negativos por SIM, en 
menos de 24 horas, centrando la atención en aquellas 
que resultaron positivas. Esto permitió profundizar en la 
búsqueda de cepas relacionadas con el brote, en muestras 
positivas por SIM cuyo resultado inicial por cultivo fue 
no concluyente, aunque finalmente fue posible aislar 
una colonia coincidente con la cepa aislada en casos 
declarados. Los resultados fueron consistentes con la 
hipótesis epidemiológica que apuntó a una torre de 
refrigeración (OR=3,9; p: 0,003) y una fuente decorativa 
(OR=5,7; p=0,03) como las causas más probables del 
brote.
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Casos en situación de rutina

Las técnicas independientes del cultivo agilizan 
la decisión en entornos de riesgo (hospitales, hoteles, 
piscinas, playas, etc). La técnica SIM sustenta operativas 
para procurar espacios saludables.

Por ejemplo, un estudio de 2017 aplicó SIM a la 
monitorización de 29 puntos de la red de distribución 
de agua en un Hospital de Valencia. Cada muestra se 
ensayó por cultivo ISO 11731 y SIM, por tres laboratorios 
acreditados ISO17025. Hasta en un 38 % de los 
ensayos por cultivo el resultado no fue concluyente 
por la interferencia de microbiota. SIM redujo la tasa 
de resultados no concluyentes a cero y presentó una 
sensibilidad (67 %) superior a la del cultivo (45 %). En 
particular, en una muestra de una ducha en un vestuario 
de un quirófano, hongos interferentes impidieron la 
detección por cultivo de Legionella, siendo positiva por 
SIM e inicialmente negativa por qPCR (días después se 
detectó ADN) (figura 3).

Figura 3. Quirófano en un hospital: muestra de agua/
ducha de un vestuario. Hongos interferentes dificultaron 
la interpretación de los resultados positivos de cultivo 
en una placa (10-12 días). La misma muestra fue positiva 
y cuantificable por SIM en solo 1 hora, días más tarde 
confirmada también por PCR (inicialmente negativa, el 
ADN se detectó solo tras tratamientos de la muestra). 

Otro ejemplo son las playas, que reúnen turismo 
senior creciente con instalaciones (duchas, lavapiés, 
nebulizadores, etc) de riesgo potencial. En 2014 se aplicó 
una estrategia de mantenimiento y desinfección con 
un método SIM en las playas del municipio de Oropesa 
del Mar (Castellón) (figura 4). Tras la desinfección (RD 
865/2003 y D 173/2000) al inicio de la campaña, el 2 
de Junio se analizaron 70 muestras por un laboratorio 
ISO17025 mediante SIM, que pudo reportar resultados 
en 24 horas. Se obtuvieron tres positivos, lo que permitió 
focalizar medidas correctoras puntuales en dos días – 4 

y 6 de junio- y repetir solo las muestras inicialmente 
positivas el día 9 de junio, comprobando que tras la 
desinfección fuesen negativas por SIM. Se hizo un 
segundo muestreo durante los meses de junio, julio y 
agosto, con una cadencia de 7-8 muestras semanales 
hasta completar la totalidad de 140 puntos terminales. 
Otro entorno con demanda de actividades acuáticas 
son las piscinas. El Ministerio de Sanidad, Servicios 
Sociales e Igualdad reconoció en su escrito oficial de 
fecha 26 de octubre de 2015, la utilización de un método 
SIM30 para la determinación de Legionella spp en el 
ámbito del RD 742/2013, de 27 de septiembre, por el 
que se establecen los criterios técnico sanitarios de las 
piscinas. El método fue aplicado en los vasos, grande y 
pequeño, en los circuitos de retorno y en una balsa de 
riego, en un complejo deportivo de la Universidad Jaime 
I. Las muestras (100 mL) se ensayaron por PCR, cultivo 
y SIM, por un laboratorio ISO17025. Tres de las cinco 
muestras fueron no concluyentes por cultivo. SIM y PCR 
coincidieron en 4 de las 5 muestras, en términos de 
presencia/ausencia.

Figura 4. En una semana de trabajo se desarrolló un 
primer muestreo rápido con SIM, las acciones sobre los 
puntos positivos y la comprobación de dichas acciones, 
en playas.

En un futuro inmediato la tecnología SIM podrá 
automatizarse para disponer de sensores para la 
determinación in situ de Legionella sp, que a su vez se 
integrarán en redes de información para dar lugar a 
un esquema avanzado de vigilancia y control de este 
problema de salud pública.
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DISCUSIÓN

Las técnicas rápidas basadas en la detección de 
células enteras pueden ayudar a mejorar el manejo de la 
legionelosis. Se ha demostrado su utilidad en el escenario 
del brote, donde se necesitan tiempos de respuesta 
más rápidos y es crucial identificar en 24-48 h posibles 
fuentes de infección. Un período de análisis de diez 
días es demasiado largo y los métodos independientes 
del cultivo deben aplicarse de inmediato. Las fuentes 
positivas deben ser verificadas en paralelo con el cultivo 
estándar con el fin de aislar la cepa causante, pero, 
además, SIM anticipa las instalaciones potencialmente 
implicadas, dirigiendo los esfuerzos al aislamiento en 
las muestras positivas, más arduos si el contenido de 
aerobios es alto. Las técnicas SBT pueden ayudar a dirigir 
los esfuerzos de identificación de la fuente. 

Para un análisis estándar de control de rutina, SIM 
puede utilizarse para anticipar una concentración 
sostenida de Legionella en las instalaciones. Los puntos 
críticos pueden ser mapeados rápidamente. Únicamente 
en los casos en que se encuentren manchas calientes de 
Legionella, el cultivo deberá utilizarse para confirmación 
o tipificación.

La variabilidad observada en los cultivos y la mayor 
sensibilidad del método SIM sugiere la necesidad 
de revisar los procedimientos diagnósticos actuales 
de la Legionella en hospitales. En el caso de playas, 
temperaturas mayores durante más tiempo alarga la 
temporada turística. La concentración de personas 
sensibles a Legionella, sugiere extender igualmente la 
monitorización de las instalaciones y los tratamientos de 
agua, desde la primavera (marzo-abril) a otoño (octubre-
noviembre), adaptándose a este comportamiento 
sociodemográfico. Una estrategia basada en la 
asignación de puntos críticos para controlar Legionella 
por prueba rápida en las campañas anuales, habilita 
acciones correctoras oportunas y una vigilancia regular. 
Lo mismo en las piscinas, activas todo el año.

Figura 5. Unidad prototipo funcional de un biosensor 
para la determinación automatizada de Legionella sp en 
aguas (Proyecto ULISENS, SME Instrument Phase II).

En conclusión, SIM ayuda a la vigilancia/control de 
rutina de las instalaciones por titulares y administración 
en un breve espacio de tiempo, lo que permite actuar de 
forma rápida y prevenir situaciones de riesgo, ayuda a 
la actuación y decisión en caso de brotes, permitiendo 
detectar las instalaciones sospechosas en un tiempo 
breve. También permite detectar niveles bajos/medios 
de Legionella lo que facilita la toma de medidas antes 
de que los recuentos sean muy elevados, previniendo 
los tratamientos de choque que habría que realizar; 
esto es importante también para la conservación de las 
instalaciones.

En su ciclo evolutivo, la tecnología SIM proporcionará 
equipos robustos completamente automatizados 
capaces de funcionar de forma desatendida in situ. Este 
es el objetivo del proyecto europeo ULISENS (Ultra 
Legionella Immunoanalysis of Legionella for Early 
Sensing, SME Instrument Phase II).

Este es un futuro posible para nuestra salud ambiental. 
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