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Resumen: La inhalacion de aerosoles contaminados con Legionella pneumophila, producto de la colo-
nizacion de redes hidraulicas y sistemas que utilizan agua, representa un peligro para la salud de los
individuos expuestos y suelen tener un impacto negativo econémico social, para las instalaciones invo-
lucradas. El principal objetivo fue determinar la presencia de Legionella en posibles reservorios am-
bientales y demostrar la existencia de factores de riesgo para su multiplicacion en ecosistemas acuaticos
construidos por el hombre. Para ello se estudiaron 73 muestras de sitios de riesgo en 5 instalaciones en
el periodo 2019 -2020, las mismas fueron tomadas del agua caliente de redes de distribucion e hisopa-
das de grifos y duchas. Los especimenes fueron procesados por cultivos microbioldgicos, observados
durante 14 dias y las colonias sugestivas se identificaron por aglutinacion en latex. De esta forma se
demostrd presencia de la bacteria en el 16,4 % de las muestras, con predominio de la especie L. pneu-
mophila. En 3 de las muestras estudiadas se identificaron otras especies de Legionella diferentes a L.
pneumophila. Los grifos y duchas predominaron entre los reservorios de riesgo, precedidos de los de-
positos de agua caliente. En los cultivos se contabilizaron concentraciones microbianas desde 102 hasta
105 UFC/L. Se identificaron como factores de riesgo predisponentes a la contaminacion, elementos
fisico quimicos como la temperatura y bajas concentraciones de cloro en el agua, asi como factores nu-
tricionales caracterizados por la presencia de biopeliculas. El estudio microbioldgico de las muestras
ambientales y la identificacion oportuna de potenciales reservorios en las instalaciones posibilité la de-
teccion oportuna de la bacteria, la aplicacion de medidas para el control de la contaminacién y la pre-
vencion de brotes de la Enfermedad de los Legionarios.
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I. INTRODUCCION

En 1977 se produjo el aislamiento de una bacteria no descrita ni relacionada genéti-
camente con ningun otro patégeno conocido hasta el momento, asociada al grave y ex-
plosivo brote de enfermedad respiratoria aguda, sobrevenido en 1976 durante la cele-
bracién de la Convencion por el 58 Aniversario de la Legion Americana en
Philadelphial®. La bacteria que provoco el brote se denominé Legionella pneumophila y
se llamo6 “Enfermedad de los Legionarios” (EL) a la entidad nosologica @) Este hecho
constituyo un indicio, de que aun hoy a pesar de los indiscutibles avances cientificos y
del conocimiento acumulado, en la lucha contra las enfermedades infecciosas, la huma-
nidad se expone a nuevos peligros que provienen del invisible ejército de los microor-
ganismos.

Legionella pneumophila actualmente se ubica entre los principales responsables de
neumonias nosocomiales y entre los tres primeros agentes que causan neumonia adqui-
rida en la comunidad ©**

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) informd que en 1998 hubo 1 442 casos
de infeccion por Legionella en residentes europeos ©. Estudios realizados sobre la inci-
dencia del patdgeno en Europa y América del Norte sugieren que es responsable del 2 al
15 % de las hospitalizaciones por neumonias adquiridas en la comunidad. © . En
EE.UU se estima que el nimero de casos de legionelosis al afio oscila entre 25 000 y 50
000, con mas de 50 brotes independientes ©.

La incidencia de la enfermedad en los paises de América Latina y el Caribe es impre-
cisa y los pocos casos de infeccion por Legionella registrados se deben a turistas o natu-
rales diagnosticados en Europa © | a pesar de ser una bacteria muy ubicua que tiene
como reservorio natural predominante al agua y como reservorio desde el punto de vista
epidemioldgico los sistemas de agua caliente ©®, lo cual evidencia un subregistro de la
incidencia de legionelosis en estos paises.

En la actualidad la aplicacion de estudios de microbiologia clinica y ambiental, com-
binados con aspectos de la ingenieria sanitaria permiten conocer con mayor claridad la
interrelacion que existe entre los factores ambientales y patogénicos de la enfermedad,
asi como reconocer las causas principales de la proliferacién y diseminacién de la bacte-
ria, que intervienen en la cadena de transmisidn y sobre los que el hombre puede actuar
para prevenir la enfermedad o controlar su incidencia.

Il. METODO

Se realiz6 un estudio prospectivo longitudinal en 5 instalaciones de uso recreativo,
inspeccionadas por el Grupo de Trabajo de Legionella de DAVIHLAB en el 2019 y
2020. Para determinar la presencia de microorganismos del género Legionella se toma-
ron 73 muestras de diferentes sitios previamente identificados como reservorios poten-
ciales para este patdgeno, segun lo planteado por la OMS y lo estipulado por el Ministe-
rio de Salud Publica de Cuba, para la prevencién de Legionella en instalaciones. Se
tuvieron en cuenta los siguientes aspectos para cada muestra:

e Sitio de origen (por ejemplo: grifos, duchas, depositos de agua caliente, etc.)

eTipo de muestra, clasificadas como agua caliente (AC), agua a temperatura am-
biente (ATA) e hisopado (H)

eParametros fisico-quimicos del agua (temperatura, pH, cloro libre, presencia de
lodos o residuos de 6xido, etc.)

Los elementos antes descritos se correlacionaron posteriormente con los resultados de
los hallazgos microbioldgicos de especies y serogrupos identificados de Legionella



pneumophila (serogrupo 1 o serogrupos 2-14) y Legionella spp., asi como con la con-
centracion del microorganismo.

Las muestras fueron procesadas segtn lo establecido en la I1SO 11731:2017 ©. Se se-
leccionaron como potenciales sitios de riesgo para el estudio: grifos y duchas terminales
de redes hidréaulicas 44, depositos de agua caliente 25, fuentes ornamentales 1, piscinas
1, jacuzzis 2. El procesamiento de las muestras se realizd por tres métodos diferentes
(siembra directa, muestra concentrada con tratamiento acido y muestra concentrada sin
tratamiento). Los cultivos se incubaron a 37 °C en atmésfera himeda y se observaron
durante 14 dias. Finalmente se contaron las colonias sugestivas y se identificaron.

1.1. Recoleccion de las muestras.

Las muestras fueron recolectadas en frascos estériles, secos, con cierre hermético y
embalajes adecuados para evitar rotura en el traslado. EI mismo se efectud a temperatu-
ra ambiente. El procesamiento se realizé entre 24 - 48 h de tomadas las muestras. Se
garantizo el almacenamiento entre 6 y 8 °C.

1.1.1. Concentracion Por Filtracion.

Las muestras de agua se concentraron por filtracion (filtros de 0,45 um de acetato de
celulosa, NALGENE). Las membranas de filtracion se extrajeron de los portafiltros, se
seccionaron en condiciones asépticas y se resuspendieron en un volumen de 10 mL de
agua de la misma muestra en estudio. Se agitaron a 2500 rpm durante 1 minuto ©.

1.1.2. Tratamiento Acido.

Se realiz6 una mezcla de 1 mL del concentrado de la muestra (descrito en el acapite
3.4.1) con 1 mL de una solucién previamente preparada a 10X de HCI (Merck)/ KCI
(Merck) pH 2,2 durante 5 minutos ©.

4.2 .3 Inoculacion de medios de cultivo.

Se realizé la siembra de medios BCYE suplementado con GVPC mediante la inocu-
lacion de 0,1 mL de la muestra de forma directa, del concentrado tratado (C/Tto) y sin
tratar (CSTto), por triplicado. La siembra se realizé6 mediante espatula de Drigalsky © .
Las placas inoculadas se incubaron a 37 °C en atmésfera himeda durante 14 dias. Se
realizé control de esterilidad de los medios utilizados, mediante la incubacion a 37 °C
por 24 horas del 1 % del total de placas de cada lote.

4.2.4. ldentificacion.

Para la identificacion se seleccionaron tres colonias, en cada una de las placas, creci-
das despues de 48 h con caracteristicas culturales similares a las descritas para el géne-
ro. Las colonias se aislaron en agar BCYE y en agar nutriente (medio sin L-cisteina), se
incubaron por 72 h y posteriormente se procedio a la lectura e interpretacion de los re-
sultados %, La identificacion se llevé a cabo por aglutinacion en latex con el diagnosti-
cador DR0O200M DrySpot Legionella pneumophilal, DR0210M DrySpot Legionella
pneumophila 2-14 y DR0200M DrySpot Legionella pneumophila species (OXOID) ©.

I1.RESULTADQOS

Del total de 73 muestras analizadas resultaron positivas 12 (16,43 %). Resaltando los
sitios de riesgo correspondientes a los grifos y duchas del sistema de agua caliente con
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mayor positividad (75 %) seguidos por los depositos de agua caliente (25%). En las
muestras procedentes de fuentes ornamentales, asi como de agua recreativa de piscina 'y
jacuzzis, no se detectd presencia de Legionella. Con relacion al tipo de muestra se cons-
tatd mayor presencia de la bacteria en el agua caliente (91,7%) seguido de los hisopados
realizados a los grifos y cabezas de duchas, donde se apreci6 una sola muestra positiva
(8,3%), mientras que en el agua a temperatura ambiente no se observo Legionella. (Ta-
blal).

Tabla 1. Muestras positivas por sitios de riesgo y tipo de muestras. Afios 2019-2020.

Variable Procedencia NUmero de positivas
nGerslfos y duchas de  habitacio- 9 (75%)
. 0
Sitios de Riesgos Depositos de agua (AC) 3(25%)
Fuentes ornamentales 0
Piscina 0
Jacuzzi 0
Agua caliente 11 (91,7%)
. Agua a temperatura ambiente
Tipo de muestra (ATA) 0
Hisopado 1(8,3%)

En los sitios de riesgo de las instalaciones estudiadas se observaron condiciones favo-
rables para la multiplicacion de la bacteria (Tabla 2), principalmente temperaturas del
agua caliente en la red de distribucién con valores por debajo de 50 °C en la mayoria de
las determinaciones, con un promedio de temperatura inferior a las descritas para preve-
nir Legionella en todas las instalaciones estudiadas, con excepcion de la A, similar
comportamiento se aprecio con las temperaturas del agua caliente en los depdsitos de
almacenamiento, con un promedio de temperatura inferior a 60 °C. Las instalaciones D
y E mostraron los valores méas bajos del agua caliente en los depdsitos de almacena-
miento. Las concentraciones de cloro se observaron deficientes, por debajo de 0,3 mg/L
llegando solo en algunos casos a ese valor minimo del biocida. A diferencia de los ante-
riores parametros los valores de pH se apreciaron entre 7,0 y 7,8 en el 80 % de las me-
diciones. En un solo caso se observo un valor alto de pH (8,4) correspondiendo a una
fuente ornamental.



Tabla 2. Pardmetros fisico quimicos de las muestras positivas de las instalaciones estudiadas (2019-2020).

Instalaciones Sitio de mues- Muestras Intervalos de Tempe- pH Cloro
tra colectadas positivas ratura/Promedio (mg/L)
A Depositos de 2 61,5-61,8°C /61,6 °C 7,7 0
agua caliente
Grifos y du- 5 39-51,8 °C/49,6 °C 7,2-7,4 0
cha
Fuentes 1 28,2°C 8,4 0
ornamentales
Piscinas 1 39°C 7.0 2,7
B Depositos de 6 51-52°C/45,16 °C 7,3 0
agua caliente
Grifos y du- 8 30-49,2 °C/42,6 °C 7,2-7,8 0-0,3
cha
C Depdsitos de 1 55°C 7.0 0
agua caliente
Grifos y du- 14 32,6-50 °C/43,27°C 6,8-7,4 0-0,3
cha
Jacuzzis 2 ND 8.4 0.3
D Depositos de 10 29.8-43°C/38.3 °C 6,8-7,8 0,2-3
agua caliente
Grifos y du- 11 28,4-54,8 °C/ 42,7°C 6,8-7,5 0,1-0,3
cha
E Depdsitos de 6 31-42,2°C/ 37,5°C 7,1-7,3 0,1-0,3
agua caliente
Grifos y du- 6 26-50°C/ 39,1°C 7,1-7,7 0,1-0,3
cha

Los hallazgos de la presencia de diferentes especies de Legionella y distintos serogrupos de
Legionella pneumophila se muestran en las Tablas 3 y 4 correspondientes a los periodos analizados.
Como se puede apreciar los porcientos de positividad observados en los afios 2019 y 2020 fueron simi-
lares (16,3 % y 16,6% respectivamente), a pesar de haber un mayor nimero de muestras positivas en el
afio 2019 pero en un universo mayor de estudio.
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Tabla 3. Resultados del estudio de la presencia de Legionella spp. en los sitios de riesgo 2019.

Instalaciones Muestras Tipo de muestras Positivas / Especie y concen- Sitios
estudiadas % tracion (UFC/L) positivos
A 8 AC -5 (1+) 1(12,5) L. pneumophila Grifos y
ATA-1 Serogupo 1 duchas
H-2 (200 UFC/L)
B 8 AC-5 1(12,5) L. pneumophila Grifos y
ATA-1 Serogupo 2-14 duchas
H-2 (1+) (10000 UFC/L)
C 9 AC-5 (1+) 2 (22,2) Legionella spp. Grifosy
H- 4 (50 000 UFC/L) duchas
Legionella spp Grifosy
(550 000 UFC/L) duchas
D 12 AC-11 (2+) 2 (16,6) L. pneumophila Grifos 'y
ATA-1 Serogupo 1 duchas
(100 UFC/L)
L. pneumophila Depositos
Serogupo 2-14 de agua ca-
(100 UFC/L) liente
E 6 AC-6 (1+) 1(16,6) L. pneumophila Grifosy
Serogupo 2-14 duchas
(10 000UFCI/L)
Total 43 7 (16,3)

Nota: En la columna de tipo de muestra se marcé con el signo + y un nimero, en correspondencia de
la positividad y las especies identificadas.

Tabla 4. Resultados del estudio de la presencia de Legionella spp. en los sitios de riesgo 2020

Instalaciones Muestras Tipo Positivas Especie y Sitio de Riesgo
de muestra 1 % concentracion
(UFC/L)
A 1 AC-1 0 - -
B 6 AC-5 0 - -
ATA-1
C 8 AC-6 (+) 1(12,5) L. pneumophila Grifos y duchas
H-2 Serogrupo 1
(200 UFC/L)
D 9 AC-7 (3+) 3(33,3) Legionella spp. Depositos de
ATA-1 (20 000UFC) agua caliente
H-1 L. pneumophila Depdsitos de
Serogrupo 2-14 agua caliente
(10 000UFC)
L.pneumophila Grifos y duchas
Serogrupo 2-14
(10 000UFC)
E 6 AC-6 (+) 1(16,6) L.pneumophila Depositos de
Serogrupo 1 agua caliente
(800 UFC/L)
Total 30 5 (16,6)




La instalacion correspondiente a la letra C fue en la que se observo un mayor nimero de positividad
en el 2019, ademas de demostrarse la concentracion mayor de bacterias en una muestra (550 000 UFC/L
de Legionella spp), sin embargo en el 2020 y de manera general en todo el periodo estudiado, la que
mostré una mayor presencia de la bacteria fue la instalacion representada con la letra D, con 2 muestras
positivas en el 2019 (16.6%) y 3 muestras positivas en el 2020 (33.3%) ademés de observarse concen-
traciones consideradas de riesgo, con 10 000 UFC/L asi como una mayor diversidad de cepas de Legio-
nella cohabitando en los sitios de riesgo. En el agua caliente de los depositos de almacenamiento de la
instalacion D se identificd Legionella spp y L. pneumophila S2-14 mientras que en el agua caliente to-
mada de los grifos y duchas se identificaron aislamientos como L. pneumophila S2-14 y L. pneumophila
S1. En la instalacion D se apreciaron ademas factores fisico quimicos del agua favorables para la multi-
plicacion de Legionella, tales como temperaturas del agua caliente de la red de distribucién de la insta-
lacion, por debajo de 50 °C (excepto 1 habitacién) y en los depésitos de almacenamiento muestreados
donde las temperaturas del agua estaban muy por debajo de 60 °C. También se pudo observar que las
concentraciones de cloro determinadas en las muestras tenian valores inferiores o en el limite minimo
establecido para prevenir la colonizacién con la bacteria. Ver Tabla 2.

En las Tablas 5 y 6 se muestran los resultados del recobrado microbioldgico y la identificacion de los
aislamientos de cada muestra por método de tratamiento previo a la siembra. En las mismas se especifi-
ca con un (+) el método en el cual fueron detectadas las colonias sospechosas y obtenidos los aislamien-
tos. Como se puede observar el procedimiento de concentrado mas tratamiento &cido de las muestras
posibilitd un mejor recobrado de la bacteria con relacion al procedimiento que no involucro el trata-
miento &cido.

Tabla 5.Recobrado e identificacion de colonias segiin método de tratamiento en las muestras trabajadas en el 2019

e Positividad segin métodos de
Identificaciones

Instalaciones ositivas cultivo y tratamiento Clasificacion
P Directo ClTto S/Tto
A 8 + + - L.pneumophila S1
B 6 - + - L.pneumophila S2-14
1 - + - Legionella spp.
c 4 + - - Legionella spp.
D 2 - + - L.pneumophila S1
3 + - - L.pneumophila S2-14
E 1 + + - L.pneumophila S2-14
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Tabla 6. Recobrado e identificacién de colonias segiin método de tratamiento en las muestras trabajadas en el 2020.

o Positividad segiin métodos de culti-
Identificaciones

Instalaciones ositivas Vo y tratamiento Clasificacion
P Directo CITto SITto
C 3 - + - L.pneumophila S1
2 + - - Legionella spp.
D 3 - + - L.pneumophila S2-14
5 - - + L.pneumophilaS2-14
E 1 + - - L.pneumophilaS2-14

En la Figura 1 se representa la relacion de serogrupos de L. pneumophila y de otras especies no per-
tenecientes a L. pneumophila en las muestras positivas. Se observd predominio de los aislamientos de
cepas correspondientes a los serogrupos del 2 al 14 de L. pneumophila en un 42 %, seguidos del sero-
grupo 1 de esa especie (33 %) y en un menor por ciento (25%) Legionella spp. diferente a L. pneumop-
hila.

25%

Figura 1: Relacion de especies y serogrupos de Legionella identificados en
los aislamientos de muestras positivas.
Afios 2019-2020.

En la Tabla 7 se enumeran las concentraciones observadas en las muestras positivas, los conteos de
colonias oscilaron entre 100 UFC/L y 550 000 UFC/L. En el 50 % de las muestras positivas se contabi-
lizaron concentraciones altas de la bacteria (=10 000 UFC/L).

Tabla 7. Concentraciones de Legionella observadas en las muestras positivas procedentes de los sitios de riesgo.
Afios 2019 -2020.

1000 <10 000 UFC/L 4(33,3%)
Concentracion de Legionella >10 000 UFC/L 6 (50 %)
100 < 1000 UFC/L 5(41,7%)




IV.CONCLUSIONES

1. Se comprobd la presencia de Legionella en reservorios ambientales de las instalaciones estu-
diadas.

2. Predomind en los aislamientos identificados Legionella pneumophila, en particular los sero-
grupos 2-14. Otras especies de Legionella fueron identificadas.

3. Se demostro existencia de factores de riesgo, que permiten la supervivencia, multiplicacion y
colonizacion de Legionella. El incumplimiento de la temperatura del agua caliente fue el
principal factor de riesgo encontrado y predominaron los grifos y duchas como los reservo-
rios con mayor presencia del microorganismo.

4. La deteccion temprana de los factores de riesgo y de la presencia de la bacteria posibilito
adoptar medidas de control en las instalaciones para prevenir la ocurrencia de casos de
Legionelosis.
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