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GENERALIDADES 

 

1.1 HISTORIA DE LA ENFERMEDAD DEL LEGIONARIO 

En 1976 se produjo un brote de neumonía severa de etiología desconocida 

entre los asistentes a una convención de legionarios excombatientes americanos  en el 

hotel Bellevue-Stratford de Filadelfia (American Legion Convention) [1]. La enfermedad 

afectó a 221 individuos, de los cuales 34 (15%) murieron.  

En los primeros estudios, la búsqueda del agente infeccioso en 14 medios de 

cultivo bacteriológico-micológico y en 13 sistemas huésped-virológico, así como 

pruebas serológicas frente a 77 agentes infecciosos conocidos y tinciones diversas en 

muestras de tejido de pacientes fallecidos fracasaron. Meses más tarde, se consiguió 

aislar un microorganismo en muestras de tejido pulmonar de 4 pacientes fallecidos 

mediante su inoculación intraperitoneal en cobayas utilizando protocolos de aislamiento 

de Rickettsias. Al examinar el bazo e hígado de las cobayas infectadas, se consiguió 

observar, mediante la tinción de Giménez, por primera vez al microorganismo 

responsable [2]. Mediante inmunofluorescencia indirecta (IFI)  se demostró, asimismo, 

que el 90% de los pacientes del brote de Filadelfia habían desarrollado anticuerpos 

frente a este microorganismo [2]. Posteriormente, se desarrolló un medio de 

crecimiento óptimo, el medio “buffered Charcoal Yeast Extract” (BCYE), cuya base 

sigue siendo utilizada en la actualidad [3]. McKinney and  Cherry, usando cultivos 

bacterianos de muestras de pacientes fallecidos en el brote desarrollaron el primer 

antisuero marcado con fluoresceína para la visualización directa de la bacteria (IFD: 

inmunofluorescencia directa) [4].   

La identificación y caracterización fenotípica del agente de la Enfermedad del 

Legionario permitió confirmar casos previos de neumonía de origen desconocido, que 

incluían casos esporádicos y brotes ocurridos durante la década de los años 50. En 

1947 se había aislado un microorganismo denominado “agente Rickettsia like”, hoy en 

día denominada cepa “Olda”, de un paciente afecto de un proceso infeccioso pulmonar 

[5], en 1957 en trabajadores de una planta de empaquetamiento de carne en Austin 

(Minnesota, USA) [6] y en 1973 en 5 turistas escoceses en España [7]. El primer brote 

conocido de enfermedad del legionario había acaecido en el hospital psiquiátrico St. 

Elisabeth’s de Washington DC en el año 1965 [8]. La “Fiebre de Pontiac” se describió 

también en relación a las cepas aisladas en un brote de fiebre de corta duración y sin 

foco aparente que había afectado en 1968, a personal sanitario y visitantes del 
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Oakland County Health Departament de Pontiac (Michigan) [9]. Actualmente, la 

identificación del microorganismo causante de la enfermedad del legionario y de la 

fiebre pontiac, así como los aspectos epidemiológicos y el espectro clínico de estas 

enfermedades están bien establecidos. 

La primera clasificación de este germen junto a su denominación Legionella 

pneumophila  (en honor de los pacientes afectados “Legionario” y del vocablo griego 

pneumo, pulmón, y philos, amante- “amante del pneumo”) [10], y su inclusión en una 

nueva familia bacteriana fueron propuestas en el Primer Simposium Internacional 

sobre Enfermedad del Legionario en Atlanta, USA en noviembre de 1978.   

 

1.2 EL AGENTE ETIOLOGICO. MICROBIOLOGÍA DE LA BACTERIA 

Taxonomía 

Cuando se clasificó a L. pneumophila como genus novum, species nova [10], 

esta era la única especie del género Legionella. Desde entonces, se han descrito 

diferentes bacterias con características fenotípicas similares, llevando a la descripción 

de un gran número de especies con una variedad de serogrupos (sg.) en el género 

Legionella dentro de la familia Legionellaceae. 

En la actualidad, la familia Legionellaceae comprende un único género, 

Legionella. Se han realizado diversas propuestas de división de esta familia en tres 

géneros - Legionella, Fluoribacter, y Tatlockia [11-13]. No obstante, los dos últimos no 

han sido utilizados o aceptados ampliamente y el género Legionella es utilizado 

generalmente para describir todas sus especies.  

Especies y serogrupos 

En la actualidad el género Legionella incluye más de 50 especies y más de 70 

serogrupos distintos (Tabla 1). El estudio del medio ambiente ha permitido el 

descubrimiento de nuevas especies y es muy probable que el número de especies y 

serogrupos continúe aumentando; aunque no todas causan patología. Entre ellas 

destaca L. pneumophila, la primera  especie descrita, que comprende 16 serogrupos. 

Basándose en estudios genéticos se ha admitido la existencia de tres subespecies para 

L. pneumophila  (ssp. pneumophila, spp. fraseri, spp pascullei) [14], aunque esto no 

tenga relevancia en el diagnóstico de laboratorio. En Europa, aproximadamente el 77% 

de las infecciones por Legionella están causadas por L. pneumophila sg. 1, el 15,5% 

están causadas por otros serogrupos de L. pneumophila y del 7,5% por especies de 
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Legionella no-pneumophila [15]. 

Legionella-like amoebal pathogens 

Algunas Legionellae no pueden crecer en medios de cultivo convencionales 

para Legionella y se han denominado “Legionella-like amoebal pathogens” (LLAPs).   

Estos microorganismos se han aislado y mantenido mediante cocultivo de la bacteria 

con sus huéspedes protozoarios [16]. Se ha descrito alguna cepa de LLAP como 

patógeno en humanos tras su aislamiento en muestras de esputo de pacientes con 

neumonía mediante su enriquecimiento en amebas [17, 18]. Otras cepas de LLAPs 

podrían ser patógenas en humanos, pero probar esto es complejo debido a la dificultad 

de su detección mediante las técnicas de cultivo habituales. Las cepas de LLAP se 

denominan como cepas de Legionella. 

Características morfológicas y fisiológicas 

Los miembros de la familia Legionellaceae son microorganismos aerobios 

estrictos, no esporulados, de forma cocoide o bacilar que miden de  0,3 a 0,9 μm de 

ancho y de 1,5 a 20 μm de longitud dependiendo del tiempo del cultivo – en cultivos 

frescos los cocobacilos de Legionella pueden ser de 2-6 μm de longitud, mientras que 

en cultivos prolongados pueden observarse formas filamentosas de hasta 20 μm de 

longitud. Son móviles (excepto L. oakridgensis) con uno o más flagelos en disposición 

polar o lateral [19] y se ha podido demostrar la presencia de fimbrias [20] y de una 

estructura polisacárida acídica extracelular [21].  No obstante, en tejidos y 

especímenes clínicos se han observado diferentes formas cocobacilares inmóviles y una 

gran variedad morfológica en el interior de amebas. 

Es una bacteria gram negativa que contiene una gran proporción de 

fosfolípidos (fosfatidilcolina) en su composición lipídica [22], hecho que dificulta su 

tinción por el método de Gram, pudiéndose utilizar para su identificación diversas 

técnicas de fluorescencia y alternativamente la tinción de Giménez [23] o la 

impregnación argéntica de Dieterle [24]. La ultraestructura es similar a otras bacterias 

gram negativas, con una membrana externa, un polímero de peptidoglicano que 

contiene ácido m-diaminopimélico, y una membrana citoplasmática. Sin embargo, la 

pared bacteriana contiene grandes cantidades de ácidos grasos de cadena ramificada y 

ubiquinonas (coenzima Q) con 9-14 unidades de isoprenoides en la cadena lateral [25].  

Desde un punto de vista bioquímico, las especies del género Legionella son 

quimiorganotróficos, poco sacarolíticos y, en general, con características de metabolis- 
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Tabla 1. Especies de Legionella y serogrupos.  

Especies de Legionella Nº de serogrupos Patogenicidad en Humanos a 

L. adelaidensis 1 - 
L. anisa  1 + 
L. beliardensis 1 - 
L. birminghamensis 1 + 
L. bozemanii  2 + 
L. brunensis 1 - 
L. busanensis 1 - 
L. cherrii 1 - 
L. cincinnatiensis 1 + 
L. drankourtii 1 - 
L. drozanskii 1 - 
L. dumoffii  1 + 
L. erythra 2 + 
L. fairfieldensis 1 - 
L. fallonii 1 - 
L. feeleii 2 + 
L. geestiana 1 - 
L. gormanii 1 + 
L. gratiana 1 - 
L. gresilensis 1 - 
L. hackeliae 2 + 
L. impletisoli 1 - 
L. israelensis 1 - 
L. jamestowniensis 1 - 
L. jordanis 1 + 
L. lansingensis 1 + 
L. londiniensis 2 - 
L. longbeachae 2 + 
L. lytica 1 + 
L. maceachernii 1 + 
L. micdadei 1 + 
L. moravica 1 - 
L. nautarum 1 - 
L. oakridgensis 1 + 
L. parisienses 1 + 
L. pneumophila 16 + 
L. quateirensis 1 - 
L. quinlivanii 2 +b 
L. rowbothamii 1 - 
L. rubrilucens 1 +b 
L. sainthelensi 2 + 
L. santicrucis 1 - 
L. shakespearei 1 - 
L. spiritensis 2 - 
L. steigerwaltii 1 - 
L. taurinensis 1 - 
L. tucsonensis 1 + 
L. wadsworthii 1 + 
L. waltersii 1 + 
L. worsleiensis 1 +b 
L. yabuuchiae  1 - 
Modificada de: German Collection of Microorganism and Cell Cultures. 
http://dsmz.de/microorganims/bacterial_nomenclature:info.phh?genus=LEGIONELLA 
a+, ha sido relacionada con infecciones humanas; -, no se conoce aislados a partir de infecciones humanas; 
+b, presuntamente relaciona con infecciones en humanos. 
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mo poco corrientes (metabólicamente son poco activas). Son oxidasa variable, catalasa 

positivo débil, licuan la gelatina, y las reacciones de reducción de nitrato y ureasa son 

negativas. La mayoría producen β-lactamasas y un pigmento marrón que se 

incrementa con la adición de tirosina al medio de cultivo. Algunas especies son capaces 

de producir pigmentos fluorescentes. No fermentan los hidratos de carbono ni los 

azúcares habituales. En contraste con otras bacterias acuáticas, utilizan los 

aminoácidos y otros compuestos orgánicos como el almidón, como principal fuente de 

carbono y energía [26]. Por esta razón los medios de cultivo tradicionales resultan 

inapropiados para su aislamiento.  

En condiciones de laboratorio, la mayoría de especies de Legionella necesitan 

para su crecimiento en  aislamiento primario sales férreas y L-cisteína, y no pueden ser 

aisladas en agar sangre u otros medios de cultivo convencionales. El medio de cultivo  

“Buffered Charcoal Yeast Extract alfa-Ketoglutaric acid” (BCYEα) es el medio primario 

para el cultivo y aislamiento de la bacteria, donde son necesarios de 3-10 días para 

visualizar las colonias. La L-cisteína representa un ingrediente esencial para el cultivo 

(excepto en L. oakridgensis y L. spiritensis) [27], mientras que los iones hierro 

conjuntamente con los cetoácidos facilitan su desarrollo.  

 

1.3 VIRULENCIA DE Legionella 

La ecología y patogénesis de Legionella  están muy relacionadas. Rowbotham J. 

[28] demostró que L. pneumophila  podía infectar amebas, y describió el ciclo de vida 

intracelular de Legionella en ellas. Más tarde, Horwitz MA.  [29] demostró que L. 

pneumophila se multiplica intracelularmente en macrófagos humanos evitando la 

fusión del fagosoma-lisosoma. Existen similitudes durante los procesos de infección de 

Legionella en protozoos y células fagocíticas de mamíferos,  procesos que utilizan 

genes y productos génicos similares [30] y se ha postulado que la capacidad de 

multiplicarse en el interior de células de mamíferos, resulta de una previa adaptación a 

nichos intracelulares como puede ser el interior de protozoos. 

A pesar que desde un punto de vista genético aun se está lejos de un 

conocimiento profundo de la patogénesis de L. pneumophila, continuamente se están 

realizando descubrimientos en este campo [31].  Legionella pneumophila es una 

bacteria patógena intracelular facultativa y su patogénesis está directamente 

relacionada con su capacidad de invadir y multiplicarse en un gran número de células 
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eucariotas, incluidos fagocitos mononucleares, fundamentalmente monocitos, 

macrófagos alveolares humanos y también diversas células epiteliales y fibroblastos 

humanos de animales.  

No todas las especies de Legionella estudiadas son capaces de infectar 

macrófagos. No obstante, L. pneumophila, la especie que posee los factores de 

virulencia más relevantes, puede infectar y replicarse en una gran variedad de 

protozoos y de esta forma aumentar su virulencia [32, 33]. 

Ciclo celular  

Los mecanismos de virulencia de L. pneumophila son complejos y hoy en día 

todavía no son bien conocidos pero sí se sabe que hay muchas proteínas inducidas 

durante la replicación intracelular [34]. Los estudios que contrasten la función que 

juegan los diferentes factores de virulencia en diferentes poblaciones huésped podrán 

ayudar a demostrar como la bacteria desarrolla una capacidad para infectar a 

humanos, sin la necesidad de un huésped protozoario.  

La interacción de legionellas virulentas con células fagocíticas puede dividirse 

en diferentes etapas: a) adhesión del microorganismo a los receptores de la superficie 

de las células, b) endocitosis, penetración del microorganismo en los fagocitos, c) 

vacuolización, escape del ataque bactericida, d) formación de la vacuola replicativa, e) 

multiplicación intracelular y, f) liberación de las bacterias y muerte de la célula 

huésped. 

Una vez Legionella entra en el pulmón de la persona afectada (por aerosol o 

aspiración), tanto las cepas virulentas como las no virulentas son fagocitadas por los 

macrófagos alveolares y se mantienen intactas dentro de los fagosomas. Durante la 

fagocitosis, Legionella inicia una cascada compleja de actividades, que incluyen: 

inhibición del estrés oxidativo, reducción de la acidificación del fagosoma, bloqueo de 

la maduración del fagosoma y cambios en el tráfico de orgánulos. Solamente las cepas 

virulentas pueden inhibir la fusión de los fagosomas con los lisosomas y transformar el 

fagolisosoma en un nicho para su replicación dentro de los fagocitos [27, 35-37]. Esto 

conduce a la muerte del macrófago y a la liberación de un gran número de bacterias 

desde la célula a través de la formación transitoria de un poro [38]. Las bacterias 

liberadas pueden infectar otros macrófagos, de manera que se amplifica la 

concentración de bacterias en el pulmón.  
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Factores de virulencia 

No se han definido de forma clara los factores individuales biológicos e 

inmunológicos que median en la virulencia de Legionella. No obstante, el análisis del 

proceso de infección en protozoos y células huésped humanas han ayudado a 

identificar algunos factores que pueden afectar la virulencia.  

Las estructuras de superficie de membrana juegan un papel importante en la 

patogenicidad de Legionella [35, 39]. La adherencia seguida de la entrada de la 

bacteria en la célula huésped es un paso crucial en el ciclo de infección. Ciertas 

proteínas de superficie de membrana junto con el lipopolisacárido (LPS), el flagelo y el 

pili tipo IV, están involucradas en la adherencia y entrada de Legionella en macrófagos 

alveolares y protozoos. Estas proteínas incluyen, entre otras: la major outer membrane 

protein (MOMP), la heat shock protein (Hsp60) y la major infectivity potentiator 

proteína (Mip). 

La MOMP es una porina que se une al componente C3 de complemento, y 

media la entrada de L. pneumophila vía receptores de macrófagos de complemento 

CR1 y CR3 [40]. Sin embargo, la fagocitosis de L. pneumophila también puede 

producirse por un mecanismo independiente de complemento [41].  

La proteína Hsp60 aumenta la invasión en células epiteliales [42]. 

La proteína Mip, codificada por el gen mip [43], es un producto claramente 

asociado a la virulencia de Legionella. Es necesaria para una infección eficiente tanto 

en células fagocíticas humanas como protozoos [44] ya que interviene en los estadíos 

de infección temprana. Se cree que la proteína Mip está conservada en todo el género 

[45-47] e incluso se utiliza la secuencia del gen mip para identificar especies de 

Legionella [47]. 

Otros aspecto importante en la virulencia de Legionella es la capacidad de 

secretar citotoxinas y proteasas destructoras de tejido  al medio extracelular [48-50]. 

La secreción de proteínas se realiza mediante los sistemas de secreción tipo II y tipo 

IV. Mutaciones en los genes codificantes para el sistema de secreción tipo II  producen 

una disminución de infectividad en macrófagos, protozoos y animales [51]. Mutaciones 

en el locus dot/icm, codificante para el sistema de secreción tipo IV, conllevan la 

perdida de virulencia [51].   
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1.4 ECOLOGÍA DE Legionella 

Las especies de Legionella se encuentran en hábitats acuáticos naturales [52] y 

su nicho ecológico lo constituyen las aguas superficiales de lagos, ríos, arroyos, 

estanques, fuentes termales, e incluso se ha descrito en agua estancada localizada en 

la zona eruptiva de un volcán [53] y recientemente en lagos de la Antártida [54]. Así 

mismo, también se ha aislado en suelos húmedos y lodos [55], aunque no en tierras 

secas. En estos ambientes, Legionella sobrevive, en concentraciones bajas, a las 

variaciones de temperatura, pH y oxígeno disuelto, de forma simbiótica o parasita con 

otros agentes (algas, amebas o protozoos ciliados), que le ayudan a soportar las 

variaciones ambientales.  

Desde estos reservorios naturales la bacteria coloniza diferentes instalaciones 

acuáticas artificiales como son los sistemas de abastecimiento y distribución de agua 

de las ciudades, a través de las cuales se incorpora al agua sanitaria doméstica y a 

otros sistemas que requieran agua para su funcionamiento y puedan generar 

aerosoles. Más que como contaminantes esporádicos de las aguas naturales, 

domésticas o industriales, hay que considerar a las especies del género Legionella 

como microorganismos que colonizan de forma natural los ecosistemas acuáticos y 

viven libremente en ellos. Estos sistemas acuáticos artificiales tienen una gran 

importancia desde el punto de vista epidemiológico. Este concepto de ubicuidad 

acuática de Legionella es importante a la hora de entender le epidemiología de esta 

infección. 

Al principio, parecía contradictorio que Legionellae tuviera requerimientos 

complejos para los medios de cultivo artificiales de laboratorio y por otro lado 

sobreviviera y se multiplicara en el agua. Las instalaciones artificiales favorecen el 

estancamiento y la acumulación de productos que sirven de nutrientes para los 

protozoos y bacterias con los que vive en asociación, y que con una temperatura 

adecuada puede multiplicarse hasta alcanzar niveles infectantes para el hombre [28]. 

La presencia de biofilm juega un papel importante en el anidamiento y constituye un 

foco de reinfección de las instalaciones.  

Factores que afectan el crecimiento de Legionella 

Para que los microorganismos puedan llegar a tener capacidad infectiva, es 

necesario que alcancen en el agua una cierta concentración de los mismos. Los 

principales factores favorecedores de su multiplicación en el medio, son los siguientes: 
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Influencia de la temperatura 

Legionella es una bacteria termotolerante, capaz de multiplicarse entre los 20 

y 45ºC, con un crecimiento óptimo alrededor de 37ºC [56], puede sobrevivir entre los 

40 y 60ºC, inactivándose por encima de los 70ºC [57]. 

Efecto de otros microorganismos 

 El agua, por si sola, no permite la proliferación de Legionella. Legionella 

pneumophila puede sobrevivir durante largo tiempo, pero no multiplicarse, en agua 

destilada y agua sanitaria estéril [58, 59]. La suciedad del agua garantiza la presencia 

de otros microorganismos y nutrientes apropiados para su crecimiento.  Hay una 

relación nutricional entre Legionella y otros microorganismos que ayudan a su  

amplificación, ya que los nutrientes pueden ser suplementados, directa o 

indirectamente, por otras especies de bacterias u otros microorganismos (algas, 

cianobacterias, protozoos) en forma de constituyentes orgánicos disueltos por un 

exceso de producción de nutrientes orgánicos o bien por descomposición de los 

microorganismos (aminoácidos como cisteína) [60-62].  

En 1963, Drozanski [63] describió el aislamiento de unos parásitos de amebas 

procedentes de muestras de suelo que eran incapaces de crecer en medios de cultivo 

de laboratorio. Es posible que estos parásitos bacterianos fueran Legionella spp. Sin 

embargo, no fue hasta 1980 que se describió la relación entre amebas y L. 

pneumophila [28], y por lo tanto, se confirmó que Legionellae son parásitos 

facultativos intracelulares.  Legionellae puede multiplicarse en 14 especies de 

protozoos, incluyendo las amebas, como Acanthamoeba, Naegleria and Hartamanella 

spp; los ciliados Tetrahymena pyriformis, Tetrahymena vorax [28, 58, 64, 65]; y una 

especie de hongo del limo [27]. 

 Los protozoos ayudan a Legionella a protegerse de los efectos de los biocidas y 

de la desinfección térmica. Legionellae puede sobrevivir en amebas enquistadas 

durante largos periodos de tiempo [64, 66, 67]. Las amebas enquistadas se mantienen 

viables después de tratamientos con 100 mg/L de cloro durante 10 minutos así como 

después del tratamiento a 80ºC [68], y se ha postulado que este puede ser el 

mecanismo por el que L. pneumophila es capaz de sobrevivir a  condiciones 

ambientales adversas y sobrevivir en los aerosoles transmitidos por el aire, junto con 

su capacidad de entrar en estado de viable pero no cultivable (VBNC). 
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Asociación con Biofilms 

La colonización y actividad microbiana asociada a las superficies, o la formación 

de biofilms, aparece ampliamente descrita en los ambientes acuáticos naturales y 

artificiales, y en un amplio rango de tipos de superficies. En el biofilm, los 

microorganimos (bacterias, protozoos, hongos, algas) están embebidos en una matriz 

extracelular que proporciona estructura, estabilidad, nutrientes y protección de los 

posibles efectos tóxicos en el sustrato sobre los que el biofilm crece (por ej. en 

tuberías de cobre en los sistemas de distribución de agua). El biofilm es un mecanismo 

de resistencia de los microorganismos que lo forman, incluyendo L. pneumophila, a 

condiciones adversas, tales como la limitación de nutrientes y las condiciones 

extremas. Los gradientes de nutrientes, pH y oxígeno en la matriz suplen las distintas 

necesidades de los diferentes microorganismos de la población heterogénea que forma 

el biofilm [69, 70]. 

Se han realizado estudios enfocados a la caracterización de la interacción 

bacteriana en biofilms para evaluar los efectos de parámetros como la temperatura y 

los materiales de las superficies en el crecimiento de L. pneumophila,  y se ha 

investigado el efecto de biocidas en las fase planctónica y sésil de Legionellae    [62, 

71-74] 

La presión del movimiento del agua en los circuitos de agua puede provocar 

el desprendimiento de algunas de biofilm. Esta actividad puede desplazar los 

microorganismos del biofilm [28], permitiendo la colonización de otras partes del 

sistema si las condiciones son apropiadas.  Esto explicaría porqué después de 

tratamientos de desinfección de choque o en épocas de aumento de flujo de los 

dispositivos (épocas más calurosas) se observan aumentos en los inóculos de 

Legionella.  

Los biofilms, que pueden incluir Legionellae y protozoos, se pueden formar en 

la superficie de los circuitos de agua de edificios o torres de refrigeración poco 

controlados. El biofilm facilita nutrientes y el intercambio de gases y protege a los 

microorganismos de los biocidas y de los incrementos periódicos de la temperatura e 

intentos de la eliminación física, especialmente en áreas donde las superficies tienen 

incrustaciones o están corroídas. Hay más probabilidad de que se forme biofilm en 

aquellas áreas con depósitos de sedimentos, temperaturas cálidas, y estancamiento o 

bajo flujo y también en los puntos muertos de los sistemas de distribución y los 

acumuladores. 
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La mayoría de sistemas acuáticos de ingeniería – especialmente aquellos que 

son más complejos (hospitales y hoteles) – tiene áreas con biofilms, incluso cuando el 

sistema tiene un buen mantenimiento. Cuando las medidas de control, tales como el 

régimen de desinfección, se relajan, los microorganismos se multiplican rápidamente a 

niveles detectables y capaces de infectar al hombre.  

 

1.5 FUENTES DE INFECCIÓN POR LEGIONELLA  

La infección por Legionella puede ser adquirida fundamentalmente en dos 

grandes ámbitos, el comunitario y el hospitalario. En ambos casos la enfermedad 

puede estar asociada a varios tipos de instalaciones y de edificios (Tabla 2), y puede 

presentarse en forma de brotes/casos agrupados, casos relacionados y casos aislados 

o esporádicos. 

La transmisión de L. pneumophila está asociada con el uso de agua. La 

vehiculización se produce mediante la formación de aerosoles a partir de la inhalación 

de aerosoles y la microaspiración de agua colonizada. Rara vez puede ocurrir por otros 

mecanismos, como la inoculación directa en heridas quirúrgicas a través de agua 

contaminada [75]. Las infecciones por L. longbeachae se han relacionado con abono 

de jardinería [76, 77]. 

Se cuestiona cuál es el inóculo necesario para el desarrollo de una infección y 

cuál es la composición exacta de un aerosol. Se conoce que los aerosoles infectivos 

pueden estar compuestos por Legionella en estado libre, fragmentos de biofilm 

contaminados con Legionella, vacuolas o vesículas de amebas infectadas con 

Legionella o amebas infectadas con Legionella. Aunque L. pneumophila cuando crece 

dentro de amebas en estado libre es de 10 a 1000 veces más invasiva que cuando 

crece en agar [32], no es probable que la ameba entera sea el vehículo de transporte 

debido a que es demasiado grande para llegar al alveolo del pulmón (el lugar de 

infección). De estos posibles mecanismos de transporte, las vesículas conteniendo 

Legionella parece ser la teoría más acertada. Rowbotham [66] hipotetiza que la 

inhalación de vesículas conteniendo Legionella es peligrosa cuando las partículas son 

de tamaño respirable (1 a 5 micras de diámetro) y contienen bacterias móviles. Estas 

partículas están protegidas por una membrana, pueden llegar al alveolo del pulmón y 

pueden contener una dosis infectiva de Legionella. 

No hay evidencia de transmisión de persona-persona de la enfermedad del 
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legionario o de la Fiebre Pontiac.   

 

Tabla 2. Clasificación de las instalaciones de riesgo de Legionella según 
RD865/2003 [78]. 

Instalaciones con mayor probabilidad de proliferación y dispersión de Legionella 
 - Torres de refrigeración y condensadores evaporativos 
 - Sistemas de agua caliente sanitaria con acumulador y circuito de retorno 
 - Sistemas de agua climatizada con agitación constante y recirculación a través de 

chorros de alta velocidad  o la inyección de aire (instalaciones termales)  
 - Centrales humidificadotas industriales 

Instalaciones con menor probabilidad de proliferación y dispersión de Legionella: 
 - Sistemas de instalación interior de agua fría de consumo humano (tuberías, 

depósitos, aljibes), cisternas o depósitos móviles y agua caliente sanitaria sin 
circuito de retorno. 

- Sistemas de agua fría 
 - Humectadores 

- Fuentes ornamentales 
 - Sistemas de riego por aspersión en el medio urbano 

- Sistemas de agua contra incendios 
 - Sistema de riego urbano 

- Otros aparatos que acumulen agua y puedan producir aerosoles 

Instalaciones de riesgo en terapia respiratoria 
 - Equipos de terapia respiratoria 
 - Respiradores 
 - Nebulizadores 
 - Otros equipos médicos en contacto con las vías respiratorias 

 

1.6 EPIDEMIOLOGÍA 

Incidencia  

 La legionelosis es una enfermedad de distribución mundial con una mayor 

incidencia en los países desarrollados. Puede presentarse en forma de casos 

esporádicos o de brotes epidémicos.  

Aunque la legionelosis es una enfermedad de declaración en la mayoría de 

países desarrollados, su incidencia es difícil de determinar debido a la variabilidad en la 

aplicación de tests diagnósticos, la preocupación de los clínicos para considerar esta 

enfermedad y la eficacia de los sistemas nacionales de vigilancia epidemiológica (la 

obligación o no de declaración de la enfermedad). El infradiagnóstico y la 

infradeclaración  estiman que solamente el 2-10% de los casos se declaran.  

La incidencia de la legionelosis en nuestro país ha tenido una tendencia 

ascendente en los últimos diez años (Fig. 1), con tasas actuales de 5,3/100.00 y 
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3,4/100.000 en Cataluña y en España, respectivamente. El rápido incremento de la 

incidencia entre los años 1996 y 2002,  se explica en parte por la incorporación y 

amplia difusión del uso del antígeno en orina como técnica diagnóstica. La estabilidad 

a partir del año 2001-2002, obedece probablemente a las medidas de control y 

prevención de la enfermedad que entran en vigor de forma legislativa, Real Decreto 

909/2001, de 7 de julio [79]. La incorporación de esta técnica más sensible y específica 

en los laboratorios de microbiología, ha permitido saber que esta enfermedad es una 

infección más frecuente de lo que se creía. 
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Fig.  1.  Tasas de incidencia de la legionelosis por 100.000 habitantes. Fuente: BEC, 
BES, EWGLI. 

 

1.7 ASPECTOS CLÍNICOS 

Presentación clínica 

El espectro de las manifestaciones clínicas de la legionelosis, va desde 

cuadros asintomáticos, detectables solamente por estudios de seroprevalencia, a 

procesos pseudogripales como la "fiebre de Pontiac" o neumónicos como el descrito 
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por primera vez en Filadelfia. Se desconoce el por qué de esta variabilidad clínica, pero 

es probable que esta variabilidad tenga relación con el tamaño del inóculo del 

microorganismo, la forma de transmisión y con algunos factores del huésped. 

- Forma asintomática 

La seroprevalencia de anticuerpos frente a Legionella en estudios de 

población oscila entre el 0.1 al 26%. Estos individuos no recogen antecedentes de 

enfermedad sintomática por Legionella [80, 81]. 

- Fiebre de Pontiac 

Es la forma no neumónica de la infección por Legionella. El periodo de 

incubación suele oscilar entre 5 horas y 5 días. Los síntomas incluyen fiebre, malestar 

escalofríos y cefalea. La radiología de tórax es normal. La enfermedad es benigna y no 

requiere tratamiento. Este síndrome se ha descrito en contados brotes epidémicos y la 

patogenia del mismo es confusa. Las especies de Legionella implicadas en la mayoría 

de casos han sido L. pneumophila serogrupos 1, 4 y 6 [82-84], L. feeley sg. 1 [85], L. 

micdadei  [86-88] y L. anisa [89, 90]. 

- Neumonía por Legionella o Enfermedad del Legionario 

Las primeras descripciones clínicas de la enfermedad del legionario consistían 

en un paciente con neumonía, fiebre elevada y síntomas gastrointestinales. El uso 

progresivo de técnicas de diagnóstico específico para este microorganismo han 

permitido, sin embargo, conocer que su forma de presentación puede ser muy variada 

e inespecífica, que aparece tras un periodo de incubación que puede oscilar entre 2 y 

15 días. 

Los síntomas respiratorios no son inicialmente marcados y si existe tos, ésta 

suele ser seca y leve. Con el paso de los días la tos se puede hacer productiva y el 

esputo rosado aunque la hemoptisis es excepcional. El dolor torácico es infrecuente. 

Los síntomas extrarrespiratorios y más especialmente gastrointestinales y neurológicos 

son muy sugestivos de la enfermedad pero,  sin embargo,  la sensibilidad de estos 

datos no es elevada [91, 92]. 

La exploración física descubre semiología de condensación pulmonar y signos 

variables consistentes con el diagnóstico de insuficiencia respiratoria.  

Existen datos de laboratorio sugestivos de la enfermedad del legionario como 

son el incremento de las transaminasas, la hiponatremia y el incremento de la 
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creatinquinasa [93]. Se describen casos de rabdomiólisis en formas graves de la 

infección. Esta última se ha descrito en pacientes infectados por el VIH [94]. Se puede 

observar proteinuria y hematuria que denotan la existencia de afección glomerular 

secundaria. 

La presentación radiológica es indistinguible de la de la neumonía neumocócica 

en forma de afectación alveolar unilobar. Se describe bilateralización de los infiltrados 

en pacientes inmunodeprimidos en relación a la evolución desfavorable de estos 

pacientes. Puede observarse derrame pleural de escasa cuantía hasta en un 20% de 

los casos. La cavitación aparece en un 4% de los pacientes y suele incidir en pacientes 

inmunodeprimidos [95]. 

- Forma extrapulmonar 

La afectación extrapulmonar es rara, aunque se han descrito casos de 

infecciones por Legionella en  localizaciones distintas a la pulmonar y sin afección 

neumónica simultánea, que incluyen sinusitis, celulitis, pielonefritis, pancreatitis y 

endocarditis. En estos casos es probable que la vía de entrada siga siendo respiratoria, 

la vía de diseminación sea hematógena y que la expresividad clínica pulmonar sea 

mínima o inexistente. La precocidad en el diagnóstico y la eficacia del tratamiento 

actual justifican esta menor incidencia con respecto a descripciones previas. Contrastan 

estos casos con los de infección de heridas quirúrgicas por Legionella, relacionados con 

el uso de agua contaminada, en la ducha o lavado de la herida, en los que la 

inoculación de Legionella es directa.  

Diagnóstico  

Desde un punto de vista clínico, es difícil distinguir la neumonía causada por 

Legionella spp. de otras neumonías [91]. Un elevado índice de sospecha, basado, 

principalmente, en el contexto epidemiológico y algunos datos clínicos llevan a la 

sospecha diagnóstica. Suele incidir en pacientes adultos y con mayor frecuencia en 

varones, con forma de presentación epidémica o esporádica, adquisición comunitaria o 

nosocomial y existencia - aunque no es la regla - de alguno de los factores 

predisponentes señalados en la Tabla 3 . La anamnesis puede descubrir el antecedente 

de un viaje y/o estancia en un hotel o en un hospital. Entre las manifestaciones clínicas 

destacan la fiebre, síntomas respiratorios (tos no productiva, dolor torácico), 

neurológicos (cefalea, confusión, letargo) y  digestivos (diarrea, náuseas, vómitos y 

dolor abdominal). En la analítica la hiponatremia (Na > 130nmol/L), hipofosfatremia, 
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un aumento en los niveles de enzimas hepáticos puede sugerir el diagnóstico de 

legionelosis. La presentación radiológica tampoco es específica ya que la afección 

alveolar unilateral es la forma de presentación más frecuente. 

El diagnóstico de infección por Legionella requiere realizar técnicas específicas 

de laboratorio (Tabla 4), que incluyen la identificación del germen partir de muestras 

respiratorias mediante aislamiento por cultivo, la detección de antígeno de L. 

pneumophila sg. 1 en orina y la detección de anticuerpos específicos frente a 

Legionella (véase apartado de detección de Legionella). 

 

Tabla 3.  Factores de riesgo para la adquisición de una infección por Legionella 

Factores de riesgo ambientales 
- Exposición a duchas y/o aerosoles generados por agua caliente sanitaria 
- Exposición al aerosol generado por las torres de refrigeración 
- Exposición al aerosol generado en excavaciones 
- Estancia en hotel 
- Estancia en hospitales 
- Antecedente de  un viaje Estancia en hospitales 

Factores de riesgo clínicos mayores 
- Trasplante 
- Diálisis 
- Inmunodepresión farmacológica.  
- Glucocorticoides. 
- Neoplasias 
- Tabaquismo 

Factores de riesgo clínicos menores 
- EPOC* 

- Enolismo 
- Diabetes 
- Sexo masculino 
- Edad > 50 años 

  Modificada de Pedro-Botet L, et.al. [96]. *EPOC.- Enfermedad pulmonar obstructiva crónica 

 

Tratamiento 

 El tratamiento efectivo de la enfermedad del legionario está condicionado por la 

naturaleza intracelular de este patógeno. Diferentes tipos de antimicrobianos son 

activos frente a la bacteria in vitro, pero no necesariamente in vivo debido a la 

necesidad de inhibir o eliminar a la bacteria intracelular. Por lo tanto, solamente deben 

utilizarse antimicrobianos que consigan tener una elevada concentración dentro de los 

macrófagos alveolares. No disponemos de estudios clínicos randomizados sobre el 

tratamiento de la enfermedad del legionario, por lo que el conocimiento de la eficacia 
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de los diferentes antibióticos disponibles se basa en modelos experimentales y estudios 

clínicos retrospectivos observacionales. Los antimicrobianos que son activos para el 

tratamiento de la enfermedad del legionario incluyen los macrólidos, rifampicina, 

cotrimoxazol, ketólidos, tetraciclinas y fluoroquinolonas.  

Según los estudios intracelulares y en animales de experimentación [97], la 

azitromicicina y las fluoroquinolonas son los antibióticos más eficaces frente a 

Legionella. Los estudios clínicos observacionales demuestran que los pacientes con 

enfermedad del legionario tratados con fluoroquinolonas (levofloxaciono) mejoran 

clínicamente más rápidamente que los pacientes tratados con macrólidos (eritromicina 

y claritromicina). [98]. Por lo que se refiere a la azitromicina, su actividad in vitro es 

excelente comparable a las fluoroquinolonas, pero sin embargo la experiencia clínica 

con este fármaco es escasa. 

El tratamiento antibiótico de la neumonía por Legionella debe iniciarse lo más 

precozmente posible, ya que el retraso en su administración se asocia a un peor 

pronóstico. Aunque la vía oral puede ser adecuada en casos leves, debe iniciarse por 

vía parenteral hasta obtener una respuesta clínica, que habitualmente se produce de 3 

a 5 días. La duración del tratamiento depende del antibiótico, el grado de 

inmunodepresión, la presencia continua de infección y el curso clínico del paciente. La 

recuperación de la infección aguda puede ser lenta y afectada por fatiga, pérdida de 

memoria, desórdenes de stress post-traumático, complicaciones comunes en muchos 

tipos de neumonía adquirida en la comunidad.  

Pronóstico 

El diagnóstico y el inicio precoz de un tratamiento antibiótico han permitido 

en la actualidad reducir la mortalidad de la enfermedad del legionario a menos de un 

5%. Sin embargo, en este escenario, los pacientes inmunodeprimidos tienen una 

mortalidad que alcanza en algunas series entre un 20 y un 40%. Es en estos pacientes 

en los que el uso de combinaciones terapéuticas que han mostrado su eficacia en 

estudios experimentales, en modelos animales y de las que se cuentan con 

experiencias favorables puntuales, tendrán probablemente un papel decisivo.  

 

1.8 MÉTODOS DE DETECCIÓN DE Legionella   

Métodos de detección en muestras de origen clínico 

  La Tabla 4 compara la sensibilidad, especificidad y otras características de los 
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diferentes métodos de detección.  

Cultivo  

La mejor elección para el diagnóstico de la infección por Legionella es el 

aislamiento de la bacteria ya que proporciona un diagnóstico de confirmación de la 

infección y, además, permite la realización de estudios epidemiológicos y su 

caracterización molecular. Permite detectar infecciones causadas por cualquiera de las 

especies y serogrupos de Legionella. Para ello es necesario el uso de medios selectivos 

como el BCYEα. Estos medios están basados en el empleo de carbón, extracto de 

levadura, L-cisteina y pirofosfato férrico. La adición al medio de cultivo de suplementos 

antibacterianos y/o antifúngicos aumenta su selectividad. Asimismo, el pretratamiento 

de las muestras respiratorias u ambientales con ácido (pH 2,2 durante 5 min) o calor 

(50ºC 30 min) es vital para aumentar su sensibilidad evitando interferencias en su 

crecimiento; Legionella es resistente al ácido y a temperaturas de 50ºC, mientras que 

la mayoría de bacterias no lo son. En estos medios de cultivo selectivos las colonias 

aparecen a los 3-4 días de incubación, son pequeñas, grisáceas-azuladas y brillantes, 

aunque los cultivos deben mantenerse 10-12 días antes de considerarlos negativos. La 

identificación precisa se hará sometiendo estas colonias a pruebas específicas de 

género y especie. Estas incluyen la IFI, IFD, aglutinación con partículas de látex 

conjugadas a anticuerpos, ensayos con anticuerpos género-específicos mediante dot-

blot en colonias, amplificación específica de ADN mediante técnicas de PCR y 

secuenciación de fragmentos de genes (16S ribosomal, 5S ribosomal y el gen mip) 

comparándolos con secuencias conocidas incluidas en bases de datos de secuencias 

existentes. 

Las muestras respiratorias, sobretodo si son de obtención dificultosa, como 

tejido pulmonar, líquido pleural, lavado broncoalveolar (BAL), deberían considerarse 

para cultivo de forma rutinaria [99]. Las muestras de esputo deben considerarse para 

cultivo aunque no sean purulentas. 

Los principales inconvenientes de esta técnica es su baja sensibilidad, requiere 

mucho tiempo (4-5 días). El resultado depende de la severidad de la enfermedad, con 

recuperaciones del 15-25% en neumonías leves y hasta del 90% en neumonías 

severas. 

Tinción 

Como hemos comentado anteriormente, Legionella es una bacteria gram 
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negativa que se tiñe débilmente durante el proceso de la tinción de gram.  En 

muestras de esputo, normalmente se observan numerosos leucocitos pero no 

microorganismos. Legionella puede visualizarse difícilmente a partir de muestras 

clínicas mediante coloraciones inespecíficas como la de Gimenez o la de Dieterle  y/o, 

altamente específicas, como la IFD y la IFI. La IFD se ha utilizado en muestras de 

esputo, aspirados traqueales, biopsias de pulmón [99]. La muestras de esputo se 

mantienen positivas durante 2-4 días después del inicio de la terapia antibiótica, y a 

menudo durante largos periodos de tiempo en casos de enfermedad pulmonar 

infiltrada [100]. Este método es altamente específico (95%), pero tiene una variable 

baja sensibilidad,  requiere solamente 2-3 horas de trabajo y personal altamente 

cualificado, pero tienen muchas limitaciones por lo que el resultado debe interpretarse 

con cautela. Un resultado positivo debe interpretarse con un diagnóstico presuntivo, 

por lo que actualmente no se recomienda su utilización como único método 

diagnóstico. 

Detección de anticuerpos (Serología) 

El primer test serológico para la identificación de anticuerpos frente a L. 

pneumophila fue la IFI desarrollada por el Center for Disease control (CDC) en Atlanta 

(USA) en 1977 [2].  Desde entonces se han desarrollado otros métodos de detección 

serológica como el test de microaglutinación (MAT), el test de hemaglutinación 

indirecto (IHA), ELISA y Western inmunoblot (contrainmunoelectorforesis), aunque el 

test IFI continua siendo el más utilizado en los laboratorios y por ello el más evaluado 

principalmente para L. pneumophila sg. 1. 

La seroconversión medida por IFI, definida como un incremento del título de 

anticuerpos frente a Legionella igual o superior a 4 veces, entre un suero de la fase 

aguda y un suero de fase convaleciente es diagnóstico de legionelosis. Cuando se cuenta 

con un suero único, un título >256 durante la fase aguda, es poco habitual en la 

población normal, y en un contexto epidemiológico adecuado es, asimismo, altamente 

sugestivo. La seroconversión se produce en alrededor el 70-80% de los casos 

confirmados por cultivo y se suele producir hacia las 6-12 semanas de iniciada la 

enfermedad. Debido a este espacio de tiempo, esta técnica no es habitual como método 

diagnóstico pero si se utiliza en estudios epidemiológicos de brotes o para establecer la 

infección retrospectivamente. La especificidad de la serología para Legionella especies (no 

L. pneumophila) es incierta ya existen reacciones cruzadas entre diferentes especies de 

Legionella y algunos bacilos gram negativos. 
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Detección de antígenos de Legionella en muestras de orina (Antigenuria) 

La detección de antígeno de L. pneumophila sg. 1 en orina ha marcado un 

antes y un después en la historia de la enfermedad, como se observa en la figura 1 de 

incidencia. En los últimos años se han aplicado al diagnóstico de la neumonía por  L. 

pneumophila diversos ensayos para la detección de antígenos solubles de la bacteria 

en la orina, que incluyen radioinmunoanálisis (RIA), enzimoinmunoanálisis (EIA) e 

inmunocromatografía (ICT) con buenas características de sensibilidad y especificidad 

(Tabla 4), hasta el punto de que hoy día se acepta la detección de antígeno en la orina 

como prueba confirmatoria de la infección por L. pneumophila. 

Los ensayos de detección de antígeno en orina son rápidos, relativamente 

baratos, fáciles de realizar y altamente específicos. El antígeno de Legionella es 

detectable desde el inicio de los síntomas y en algunos casos hasta muchos meses 

después, sin influir la administración previa de antibióticos. 

Su detección mediante técnicas de EIA o ICT constituyen las pruebas más 

eficaces actualmente en la práctica clínica aunque entre sus desventajas destaca su 

baja sensibilidad para detectar los serogrupos o especies diferentes a L. pneumophila  

sg. 1. Diferentes estudios han evaluado la sensibilidad para la detección de L. 

pneumophila  sg. no-1 dando resultados que variaban de 14 al 69% [106, 107].  

Detección de Legionella mediante métodos moleculares 

En los últimos años, se ha utilizado el análisis mediante Reacción en Cadena de 

la Polimerasa (PCR) para la detección de DNA bacteriano en muestras clínicas ya que 

teóricamente mejora la sensibilidad y especificidad. Esta técnica consiste en la 

amplificación “in vitro” de DNA o RNA de un segmento específico del material genético 

del microorganismo. Habitualmente, se está utilizando los genes diana mip, 16S rRNA, 

5S rRNA y la región espaciadora 23S-5S del ribosoma [108-110].  La PCR puede 

realizarse en todo tipo de muestras clínicas: muestras respiratorias, células 

mononucleares de sangre periférica, orina y suero. La posible aplicación de la técnica 

PCR en muestra no-respiratorias es atractiva, ya que solucionaría el hecho de la 

dificultad de producir esputos por los pacientes. 

Una característica importante del test PCR es que al igual que el cultivo puede 

potencialmente detectar todos los serogrupos y especies de Legionella. Si al mismo 

tiempo se añade la posible utilización de una PCR múltiple que además de detectar L. 

pneumophila permita la detección simultánea de otros microorganismos causantes de 

- 23 -



Introducción 

neumonía, como C. pneumoniae y M. pneumoniae, el valor de la metodología se podría 

ver muy incrementado en el diagnóstico etiológico de las neumonías atípicas adquiridas 

en la comunidad. Sin embargo, todavía no se disponen de datos suficientes para poder 

estimar la sensibilidad y especificad real de la PCR o de validación de esta técnica 

frente a otros métodos y por ello todavía no se utiliza de forma rutinaria en el 

diagnóstico de infecciones causadas por Legionella.  

Métodos de detección en muestras de origen ambiental 

 Los métodos disponibles de detección de Legionella en muestras de agua 

incluyen el cultivo e identificación de la bacteria, métodos inmunológicos y métodos 

moleculares. Para todos ellos debe optimizarse todos los pasos del procedimiento 

incluyendo la toma de muestras que será diseñada en función de la finalidad del 

análisis. 

Cultivo, aislamiento, identificación y recuento de Legionella spp. 

 El cultivo es el método de referencia para la detección de Legionella en 

muestras ambientales. En 1998, se desarrolló una norma estándar internacional, ISO 

11731:1998 [111],  que incorporaba las estrategias utilizadas en diversas instituciones 

para una recuperación y detección eficiente. Este método contempla tanto la detección 

directa de la muestra (muestras con inóculos muy elevados) y la concentración de la 

misma (inóculos bajos). Al igual que con las muestras clínicas, las muestras 

ambientales deben sembrarse con pretratamientos con tampón ácido o bien con calor 

para una mejor recuperación y deben utilizarse medios de cultivo basados en la base 

BCYEα. Una vez aislada una colonia que morfológica y bioquímicamente es sospechosa 

de ser Legionella, los métodos de identificación de las colonias aisladas son los mismos 

que los utilizados en la identificación de cultivos de origen humano. Los protocolos 

descritos en esta norma permiten realizar un recuento de la concentración Legionella 

presente en la muestra.  

Métodos inmunológicos 

 Al igual que con las muestras clínicas, también se ha utilizado la IFD en 

muestras ambientales, para identificar especies y serogrupos de Legionella por tinción 

directa [112]. Su sensibilidad varía al igual que las muestras clínicas principalmente 

debido a que tiene un límite de detección muy elevado (105-107 bacterias/litro), por 

este motivo estos métodos se utilizan más para la identificación de cepas aisladas en 

cultivo y no para su detección directa en muestras ambientales. 
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 Se han desarrollado kits de detección basados en métodos inmunológicos de 

detección de antígeno de L. pneumophila sg. 1 mediante ensayos IFD y 

enzimoinmunoensayos (EIA), aunque al tratarse de métodos no cuantitativos con poca 

sensibilidad no han prosperado en el mercado. 

Detección de Legionella mediante métodos moleculares 

 En los últimos años se han desarrollado métodos moleculares de PCR para 

detectar Legionella en muestras ambientales. Se han descrito distintas sensibilidades y 

especificidades, al igual que con las muestras de origen clínico, que varían según el 

origen de la muestra,  el procedimiento utilizado, el gen diana escogido, la medida del 

fragmento de ADN amplificado y el tipo de PCR que se utilice. Es un método atractivo 

ya que el empleo de un sistema de PCR a “tiempo real” permite la cuantificación del 

número de bacterias presentes en la muestra, así como el tiempo requerido en el 

procesamiento frente a las plataformas convencionales. Entre los principales 

inconvenientes destaca la gran cantidad de inhibidores de la PCR que pueden 

encontrarse en las muestras ambientales y la imposibilidad de diferenciar entre células 

vivas y muertas. En la actualidad se están realizando estudios para solventar estos 

inconvenientes. Actualmente no existe un método universal aceptado que permita 

obtener resultados reproducibles en todo tipo de muestras, por lo que resulta 

necesario seguir desarrollando nuevos métodos de eliminación de inhibidores de la 

reacción y de diferenciación entre células vivas y muertas. 

Estas técnicas presentan dificultades en el momento de interpretar los 

resultados PCR positivos y por ello solamente deberían realizarse en aquellos 

laboratorios con experiencia con las técnicas clásicas y que aplicaran la combinación 

con otros tests que podrían ayudar su la validación e interpretación.  

Siguiendo las directrices de estas dos últimas técnicas, en la actualidad se están 

realizando estudios de desarrollo de dispositivos de medición de Legionella in situ a 

modo de biosensor colocado directamente en la instalación a investigar, mediante la 

detección de ácidos nucleicos y/o antígenos de Legionella. 

Sin embargo, hay que tener en cuenta que desde el punto de vista de salud 

pública, el cultivo y la investigación serológica son importantes herramientas de 

diagnóstico. El aislamiento y cuantificación por cultivo de cepas bacterianas 

procedentes de instalaciones asociadas a la infección permite la realización de estudios 

posteriores, como ensayos de sensibilidad frente a productos antimicrobianos, 
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identificar los puntos más contaminados y orientar los tratamientos de los puntos 

colonizados. Mediante la epidemiología molecular podremos identificar la(s) fuente(s) 

de la misma y aplicar los tratamientos de desinfección necesarios para prevenir la 

aparición de nuevos casos. Por ello, otro aspecto a tener en cuenta es la incubación 

conjunta de amebas y legionellas que maximiza la sensibilidad de los cultivos para 

estas últimas [113].   

 

1.9 TIPIFICACION MOLECULAR DE Legionella  

Los aislados de Legionella  procedentes de muestras clínicas y ambientales, 

tienen que ser analizados para poder identificar la posible fuente de contagio y poder 

establecer una asociación epidemiológica, hecho que se ve dificultado por la 

anteriormente mencionada ubicuidad de Legionella spp. en ecosistemas acuáticos, 

tanto naturales como artificiales. Debido a esto, y asumiendo que todas las cepas de 

esta especie tienen que ser consideradas a priori como potencialmente patógenas, el 

discernir cuales pertenecen a una misma población clonal nos obliga a aplicar sistemas 

de tipificación epidemiológicos.   

Las primeras investigaciones dirigidas a la confrontación de cepas clínicas y 

ambientales de Legionella se basaron en la determinación del serogrupo [114]. Cuando 

se hizo evidente que la mayoría de los aislados pertenecían al serogrupo 1, la 

importancia del serogrupo dejó de ser un marcador epidemiológico pasando a ser un 

carácter taxonómico (de igual manera pasó con la determinación de ácidos grasos 

mediante cromatografía o el patrón de carbohidratos).  

Métodos de tipificación 

Se han utilizado diferentes métodos para distinguir los “tipos” de Legionella 

spp. en estudios epidemiológicos. Estos sistemas de tipificación se clasifican en: 

técnicas fenotípicas, basadas en la detección de características expresadas por el 

microorganismo y, técnicas genotípicas, a partir del análisis de DNA cromosómico y/o 

elementos genéticos extracromosómicos.  

Técnicas Fenotípicas 

Los métodos de tipificación que analizan las diferencias fenotípicas (Tabla 5) 

definen las características bioquímicas, inmunológicas o proteicas de los aislados 

microbianos. Estas técnicas tienen el inconveniente que la expresión génica bacteriana 

puede alterarse en respuesta a diferentes estímulos ambientales. Además, la existencia 
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de mutaciones aleatorias puede suponer una disfunción génica de algún fenotipo 

particular induciendo a posibles errores en la tipificación fenotípica.  

Entre estas técnicas la que se utiliza más frecuentemente y siempre 

complementaria con las técnicas genotípicas es la tipificación mediante anticuerpos 

monoclonales. Su principal inconveniente es la falta de antisueros para la tipificación 

de cepas diferentes de L. pneumophila sg. 1. Entre las cepas L. pneumophila sg. 1 de 

origen clínico predominan los subgrupos monoclonales que tienen el epítopo asociado 

a virulencia reconocido por MAb 3/1 + [115] (cepas de origen comunitario, 72,7%; 

asociadas a viajero 85,8 y de origen nosocomial un 46,5). Sin embargo, en el  

ambiente, no predominan las cepas MAb 3/1-positivas [116] y en algunas áreas incluso 

son raras [117], lo que tal vez podría suponer que la distribución de los serotipos 

observados en infecciones nosocomiales reflejan más la colonización de los sistemas de 

distribución y no las diferencias de virulencia entre cepas. 

Técnicas genotípicas 

Los métodos de tipificación genotípicos se basan en los ácidos nucleicos como 

origen de polimorfismos bacterianos. Incluyen el análisis de plásmidos, análisis de DNA 

cromosómico con endonucleasas de restricción (ER), fingerprinting con sondas de DNA 

y tipificación con Reacción en Cadena de la Polimerasa (Tabla 6). El desarrollo de estas  

técnicas ha reducido el uso de los métodos fenotípicos. La gran ventaja de los análisis 

genotípicos es la estabilidad relativa del genotipo bacteriano frente al fenotipo. Estos 

métodos están dotados de un elevado grado de sensibilidad y especificidad, y pueden 

contribuir notablemente con gran exactitud a establecer relaciones epidemiológicas. 

Entre todas estas técnicas, la electroforesis en campo pulsante (PFGE), es hasta el 

momento la técnica candidata como mejor herramienta en epidemiología molecular, 

debido a su elevado poder discriminatorio y su reproducibilidad. La PFGE es un tipo 

especial de análisis de RFLP que permite separar fragmentos de DNA extremadamente 

grandes, de más de 5 Mb de longitud. En la PFGE, suspensiones de células bacterianas 

se sumergen en bloques de agarosa, se lisan in situ, y se digieren con ER de baja 

frecuencia. Los fragmentos resultantes se separan por electroforesis en un campo 

eléctrico donde las polaridades se invierten periódicamente. Este método produce 

pocos pero grandes fragmentos de DNA que se separan nítidamente en bandas 

resultantes de electroforesis. El análisis de PFGE se aplica a muchos estudios 

epidemiológicos en brotes de Legionella. A pesar de esto, es un proceso largo y 

necesita un equipo especial la cual cosa hace que sólo algunos laboratorios las puedan  
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realizar. 

Perspectivas de futuro en tipado molecular 

A medida que han ido apareciendo nuevas técnicas de laboratorio, se han 

producido variaciones en la metodología aplicada en epidemiología molecular, sin 

embargo, siempre se ha mantenido el PFGE como la herramienta más discriminatoria. 

Actualmente,  la necesidad de disponer de métodos de caracterización 

molecular que ofrezcan resultados rápidos y reproducibles, con la posibilidad de ser 

compartidos por diferentes laboratorios, ha llevado al desarrollo de métodos nuevos 

métodos de amplificación y secuenciación de genes en base a los polimorfismos 

génicos observados. 

La técnica SBT (seguence-based typing) es un ejemplo. Esta técnica es una 

variante de MLST (Multilocus Sequence typing) en la que se emplean tanto genes 

“housekeeping” como genes de virulencia y ha sido empleada para la tipificación 

molecular de L. pneumophila sg. 1 en base a su diversidad alélica [145]. Sin embargo 

hay que tener en cuenta que MLST es un técnica diseñada para el seguimiento de 

clones y/o líneas clonales, fundamentalmente en poblaciones bacterianas. Por tanto, es 

un marcador molecular indicado en lo que se conoce como epidemiología global a largo 

plazo y todavía no está clara su utilidad en epidemiología molecular local o a corto 

plazo (caracterización de brotes).  

Otros ejemplos de nuevas tecnologías son los microchips, microarrays o 

micromatrices de ADN con una serie de sondas de ADN unidas a un soporte sólido en 

una disposición regular y prefijada. La principal ventaja es que podemos detectar en 

un único proceso miles de genes. En la actualidad el uso los microarrays de ADN en el 

campo concreto de la epidemiología molecular es limitado y no se conoce aplicación en 

la legionelosis. No obstante esta técnica se encuentra todavía en fase embrionaria y 

todavía no se conoce si se podrá aplicar en epidemiología molecular de un brote 

epidémico ocasionado en un área geográfica localizada. En este momento, la 

tecnología de secuenciación (SBT) es bastante más asequible que las micromatrices, 

especialmente si el laboratorio tiene que diseñar y desarrollar su propia matriz. Si en el 

futuro las matrices fueran asequibles comercialmente, esta variante tecnológica podría 

sustituir rápidamente a la utilización de secuencias de ADN. 
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COLONIZACIÓN, CITOPATOGENICIDAD Y PERSISTENCIA DE Legionella en 

AGUA SANITARIA HOSPITALARIA 

 

Desde la primera identificación de L. pneumophila como agente etiológico de la 

enfermedad del legionario, la bacteria se ha asociado tanto a neumonías nosocomiales como 

a neumonías de la comunidad [91, 152, 153]. Los focos que con mayor frecuencia se han 

relacionado con los brotes epidémicos son las redes de distribución de agua sanitaria de los 

grandes edificios y las torres de refrigeración, en las que se dan las condiciones óptimas para 

el desarrollo del microorganismo. Se ha postulado el papel de la inhalación y la 

microaspiración en la transmisión de la enfermedad. En cualquier caso, el vehículo de 

transmisión de la legionelosis es siempre acuoso. 

A pesar de que en los años siguientes a su descubrimiento las principales 

instalaciones asociadas a casos de enfermedad del legionario eran las torres de refrigeración, 

los sistemas de distribución de agua sanitaria hospitalaria se han relacionado con la mayoría 

de brotes hospitalarios [140, 149, 154-157]. La legionelosis nosocomial está 

infradiagnosticada en algunos hospitales. Ello es debido fundamentalmente a que los 

laboratorios hospitalarios no disponen o no aplican sistemáticamente pruebas diagnósticas 

para Legionella en casos de neumonía nosocomial y no realizan controles periódicos del agua 

sanitaria.  

El primer paso para la identificación de la infección nosocomial por Legionella es 

demostrar la contaminación del sistema de distribución hospitalaria para poder establecer un 

nexo epidemiológico. Se han descrito diferentes métodos para la detección y aislamiento de 

Legionella  a partir de los sistemas de distribución de agua sanitaria [158-160]. El 

aislamiento de la bacteria en los pacientes y en puntos ambientales epidemiológicamente 

relacionados1 permite la aplicación de métodos de tipificación para establecer la identidad o 

diversidad entre los aislados y así poder delinear las fuentes de brotes de legionelosis. La 

tipificación mediante PFGE ha demostrado ser una herramienta muy útil y discriminatoria 

para tipificar aislados de L. pneumophila [122, 134, 137-140, 161-164], y de Legionella spp. 

[165, 166]. 

La prevalencia ambiental de Legionella spp. en centros hospitalarios son datos por lo 

general poco conocidos y variables de unas áreas a otras. En el Artículo I se presentan datos 

bacteriológicos y de tipificación molecular de los sistemas de distribución de agua y torres de 

                                                 
1 Lugares donde supuestamente los pacientes han sido expuestos a aerosoles conteniendo la bacteria 
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refrigeración de 20 hospitales en el área de Cataluña. 

 

Demostrada la colonización por L. pneumophila de estos hospitales, se informó de 

los resultados a los responsables de Control de Infección Nosocomial de los mismos. A los 5 

años, el 64.7% (11/17) de los hospitales colonizados diagnosticaron casos de legionelosis 

nosocomial [167]. La mayoría (70%) de ellos tenían más del  30% de los puntos de 

consumo colonizados por Legionella. 

Hay evidencias clínicas, basadas fundamentalmente en la evolución de los pacientes, 

que podrían sugerir grados de virulencia distintos entre las cepas de Legionella. En estudios 

experimentales, se ha observado que el cultivo de Legionella en amebas afecta el posterior 

mecanismo de entrada en monocitos, aumenta la replicación intracelular en monocitos e 

incrementa la virulencia en ratones aumentando su replicación intracelular en los pulmones 

de los ratones infectados [32, 33]. Además, algunos autores han demostrado que los 

aislados de Legionella responsables de enfermedad pulmonar expresan más caracteres de 

virulencia que las no relacionadas con la enfermedad en humanos [168]. Los estudios que 

evalúan características asociadas a la virulencia demuestran que existen diferencias entre 

especies [168, 169] y entre los aislados de L. pneumophila [170-173]. Es difícil, sin embargo, 

llegar a saber si estas observaciones son consecuencia de la diferente virulencia bacteriana, 

del inóculo bacteriano o de variables relacionadas con el huésped, entre ellas: la 

supervivencia de pacientes con enfermedad del legionario a pesar de no recibir tratamiento 

antibiótico adecuado  [174], la variabilidad de la mortalidad observada en diferentes brotes 

de la comunidad [175, 176] o el hecho que la mayoría de casos de enfermedad del 

legionario estén causados por L. pneumophila serogrupo 1 [177].   

 A partir de estos datos, nos preguntamos porque en 6 de los 17 hospitales 

colonizados por L. pneumophila (Artículo I) no se diagnosticaron casos de legionelosis 

nosocomial y planteamos la hipótesis de que la virulencia de los aislados de L. pneumophila 

podía haber influido en la aparición de casos clínicos. 

En el Artículo II se presentan datos de citopatogenicidad de distintos aislados de 

Legionella y se determina su relación con el serogrupo 1, el número de patrones PFGE 

coexistentes en el mismo sistema de agua sanitaria y con la declaración de casos de 

legionelosis nosocomial.  

 

Demostrada la gran diversidad de los patrones PFGE de Legionella en los sistemas de 
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distribución de agua sanitaria  y la particularidad de que cada hospital presentara su/s 

propios patrones de PFGE (Artículo I), nos planteamos estudiar la estabilidad de estos 

patrones en el tiempo. La persistencia de dichos patrones, conociendo a priori el patrón 

PFGE de Legionella en cada hospital podría ser clínica y epidemiológicamente significativo 

dado que permitiría etiquetar fácilmente los casos como nosocomiales y adscribirse a un 

hospital determinado. 

La persistencia de algunos patrones de PFGE de Legionella se ha descrito en algunos 

estudios puntuales [155, 163, 178-180]. Sin embargo la relación entre estos patrones de 

PFGE persistentes y los casos de legionelosis nosocomial no se ha estudiado ampliamente 

[140, 151, 164]  

En el Artículo III se pretende conocer la persistencia/estabilidad genotípica de los 

patrones PFGE de L. pneumophila en los sistemas de distribución de agua sanitaria de 7 

hospitales y describir la relación entre los diferentes patrones PFGE de L. pneumophila de 

origen ambiental y los de origen clínico en 5 de los hospitales que diagnosticaron casos de 

legionelosis nosocomial. 
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OBJETIVOS 

 

Artículo I. Colonización y variabilidad genotípica en hospitales 

Los objetivos de este estudio son: 

1. Determinar la prevalencia y grado de colonización por Legionella spp. en los circuitos de 

distribución de agua caliente sanitaria y de refrigeración de 20 hospitales, pertenecientes 

a un área de Cataluña.  

2. Establecer las características fenotípicas (especie, serogrupo) de las cepas aisladas en las 

muestras ambientales hospitalarias. 

3. Estudiar la variabilidad genotípica de los aislados de Legionella de las aguas de los 

diferentes hospitales. 

 

Artículo II. Citopatogenicidad 

Los objetivos de este estudio son: 

4. Estudiar la citopatogenicidad de los aislados de L. pneumophila de 17 hospitales y 

determinar su relación con el serogrupo 1 y el número de patrones de PFGE coexistentes 

en el mismo sistema de distribución de agua sanitaria. 

5. Evaluar la relación entre la citopatogenicidad y los casos de legionelosis nosocomial 

declarados en cada hospital.  

 

Artículo III. Variabilidad y persistencia genotípica en hospitales 

Los objetivos de este estudio son: 

6. Describir la variabilidad y persistencia genotípica de los patrones PFGE de L. pneumophila 

en los sistemas de distribución de agua sanitaria de 7 hospitales.  

7. Describir la relación entre los diferentes patrones PFGE de L. pneumophila de origen 

ambiental y clínico en los hospitales que declaran casos de legionelosis nosocomial. 
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METODOLOGÍA 

 

La metodología de recogida y procesamiento del agua, caracterización microbiológica 

y molecular así como el ensayo de citopatogenicidad se recogen en los artículos que 

configuran esta tesis doctoral (Véase anexo I) 
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RESULTADOS 

 

4.1 COLONIZACIÓN Y VARIABILIDAD GENOTÍPICA EN HOSPITALES 

Extensión y niveles de colonización 

Se analizaron los sistemas de riesgo ambiental, es decir, los sistemas de agua 

sanitaria fría (n=17) y caliente a nivel central (19 retornos y 24 acumuladores) y a nivel de 

consumo (63 grifos y 63 duchas), las torres de refrigeración (n=5) y el circuito de 

calefacción/refrigeración (n=5) (Tabla 7).  El número de muestras procesadas varió en cada 

hospital, con un mínimo de 5 por hospital.  

Mediante cultivo en medio selectivo MWY-BCYEα y BCYEα, se aisló Legionella spp. en 

73 (37,2%) de los 196 puntos analizados,  correspondientes a 26 Lavabos, 24 duchas, 11 

Retornos, 9 Acumuladores y 3 torres de refrigeración (Tabla 7).  

Los inóculos de colonización en los sistemas de distribución del agua variaba de 200 a 

55.500 UFC/L en puntos centrales y de 200 a 74.250 UFC/L en puntos de consumo. En 

cambio, en las torres de refrigeración los inóculos fueron más bajos, oscilando des de 600 a 

2.800 UFC/L (Tabla 7). 

 

Tabla 7. Análisis cuantitativo de Legionella spp. en las muestras ambientales.  
 

%Positivos Legionella spp. 
UFC/L Punto analizado 

n     (%)     Rango        (media geométrica) 

- Sistema de agua caliente sanitaria   

   Puntos de consumo (n=126)               
        Duchas (n=63) 24  (38,0)     200-74.250          (2.906) 
        Lavabos (n=63) 26  (41,0)     250-74.250          (3.106) 
Puntos centrales (n=43)   

          Retorno (n=19) 11  (58,0)     300-55.500          (6.920) 
          Acumulador (n=24) 9  (38,0)     200-35.000          (6.573) 
- Agua fría (n=17) 0             <100 
- Circuito calefacción/refrigeración (n=5) 0             <100 
- torres de refrigeración (n=5) 3  (60,0)      600-2.800           (1.003) 

 Total 73  (37,2)  

 

Respecto a la colonización cualitativa, en el 85 % de los hospitales estudiados 

(17/20) se aisló Legionella spp. en al menos una de las muestras analizadas procedentes de 
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la red de agua caliente sanitaria. La positividad de los puntos centrales oscilaba del 17 al 

100% y en los puntos de consumo del 11 al 100%. En 11 de los 17 hospitales positivos 

(74%) había más del 30% de los puntos de consumo positivos para Legionella spp. (Tabla 8) 

Tipificación fenotípica 

Legionella pneumophila fue la especie detectada en todos los puntos positivos. De 

estos, 29 (39,7%) correspondían a L. pneumophila  sg. 1 y, 44 (60,3%)  a L. pneumophila 

sg. 2-14. De los 17 hospitales positivos, se encontró L. pneumophila sg. 1 en 8 mientras que, 

L. pneumophila sg. 2-14 se encontró en 11. Ambos grupos coexistían en dos hospitales 

(Tabla 8). 

Tipificación molecular 

Se distinguieron 25 patrones PFGE diferentes distribuidos entre los 73 aislados de L. 

pneumophila procedentes de los 17 hospitales positivos estudiados (Tabla 8).  

Los aislados se consideraban idénticos si tenían exactamente el mismo perfil 

cromosómico de PFGE generado por la enzima de restricción SfiI. El número de bandas o 

fragmentos de DNA de restricción enzimática oscilaba de 8 a 12 bandas entre 50 a 2000 KB.  

Las cepas de L. pneumophila sg. 1 procedentes de muestras ambientales de 8 

hospitales presentan 12 patrones PFGE diferentes. Las cepas de L. pneumophila sg. 2-14 que 

se observan en 10 hospitales presentan 13 patrones PFGE diferentes (Tabla 8). 

Cada hospital tenía su/s patrón/es PFGE que en ningún caso compartía con otros 

hospitales. Los patrones PFGE de DNA de los aislados ambientales de cada hospital 

resultaron idénticos entre ellos en la mayoría de casos y diferentes al patrón PFGE de 

aislados o cepas no relacionadas epidemiológicamente procedentes de otros hospitales. En 

10 hospitales se observa 1 único patrón PFGE, 6 hospitales presentan 2 patrones PFGE y un 

hospital presenta 3 patrones PFGE diferentes (Fig.  2). 

Las torres de refrigeración presentan un patrón PFGE diferente al del sistema de 

distribución de agua del propio hospital. 
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Tabla 8. Cuantificación (UFC/L), serogrupo, perfil de restricción cromosómica (PFGE) de L. 
pneumophila en los puntos positivos.  

Hospital Puntos 
muestreados Puntos Positivos UFC/L Serogrupo  

L. pneumophila  PFGE 

15 1 Lavabo 250 2-14 A 1 
 1 Acumulador 200 2-14 A 

17 1 Lavabo 250 2-14 B 2 
 4 Ducha   250 - 1.750 2-14 B 

3 15     

4 19     

5 18     

5 1 Lavabo, 2 duchas  500 – 1.250 1 C 6 
 2 Retorno  2.900 - 7.500 1 C 
7 2 Lavabo  250 2-14 D 
 Acumulador 750 2-14 D 

7 

 Retorno 34.250 2-14 D 

10 Ducha  1.750 1 E 8 
 Acumulador 950 1 E 

10 2 Lavabo, 3 duchas  500 – 2.000 2-14 F 
 2 Acumulador   21.250 – 26.850 2-14 F 

9 

 Retorno  44.500 2-14 F 

8 2 Lavabo, 2 duchas  3.875 - 64.250 1 G 10 
 1 Acumulador 8.100 1 H 

9 1 Lavabo  3.125 1 I 11 
 1 Retorno 1.900 2-14 J 

7 2 Lavabo, 2 duchas  250 – 18.125  1 K, L 
 1 Acumulador 9.800 1 L 
 1 Retorno 20.300 1 K 

12 

 1 TR 600 1 M 

13 9 1 Lavabo  250 2-14 N 

14 6 3 Lavabo, 3 duchas  9.875 - 55.875 2-14 O 
6 1 Lavabo, 1 ducha  1.625 – 3.750 2-14 P 15 
 1 Retorno 2.000 2-14 P 

7 2 Lavabo, 2 duchas  250 -  74.250 2-14 Q 
 1 Acumulador 30.400 2-14 Q 
 1 Retorno 33.000 2-14 Q 

16 

 1 TR 400 2-14 R 

7 2 Lavabo, 1Ducha 750 – 20.000 1 S 
 1 Acumulador 26.400 1 S 

17 

 1 Retorno 300 1 S 

6 2 Lavabo,  2 Ducha 250-12.375 2-14 T 18 
  14.750 2-14 U 

7 2 lavabo  500 –12.500 1 V, W 19 
 1 Retorno 1.300 1 V 

20 8 1 Lavabo, 1 ducha 19.000-24.250 2-14 X 

  1 TR 2.750 1 Y 
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Fig.  2. Distribución de hospitales según el número de patrones PFGE aislados y su 
relación con el serogrupo. 
 

 

 

Nº Hosp. Serogrupo Nº clones 

3 1 1 

7 2-14 1 

2 1 2 

2 2-14 2 

2 1/ 2-14 2 

1 1 3 

Nº clones  

Nº hospitales 
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4.2 CITOPATOGENICIDAD 

Citopatogenicidad y crecimiento intracelular 

La citopatogenicidad relativa de los 22 aislados ambientales de L. pneumophila se 

determinó ensayando el efecto citopático al 50%. El CPED50 se define como el número 

mínimo de bacterias necesario para producir un efecto citopático en el 50% de la monocapa 

de la línea celular U937 infectada después de 72 horas de incubación.  

Todos los aislados ambientales de L. pneumophila tenían capacidad para infectar y 

crecer en células macrofágicas produciendo un efecto citopático significativo. El valor CPED50 

variaba desde logCPED50 2,67 ufc/ml hasta log CPED50 6,73 ufc/ml. Según la 

citopatogenicidad, se diferenciaron 5 grupos, perteneciendo al grupo 1 las cepas más 

citopatogénicas y al grupo 5 las de menor citopatogenicidad (Fig.  3). Observamos que el 

grupo 1 estaba representado por el 4,5% (1/22) de los aislados, el grupo 2 por el 4,5% 

(1/22), el grupo 3 por el 18,2% (4/22), el grupo 4 por el 54,5% (12/22) y el grupo 5 por el 

18,2% (4/22). Para comprobar que el daño celular era debido a la replicación intracelular de 

la bacteria, observamos el crecimiento intracelular de los aislados de L. pneumophila. Todos 

los aislados eran capaces de crecer intracelularmente en los cultivos de células U937 

diferenciadas. Los grupos más citopatogénicos (1 y 2) tenían una tasa de infección (t=0 

horas) más elevada (p=0,031). Los aislados aumentaban sus inóculos en 2,05 ± 0,74 log 

ufc/monocapa (rango: 1,04-3,07) a las 24 horas, incrementándose a 3,29 ± 0,74 log 

ufc/monocapa (rango: 1,75-4,93) a las 48 horas (Fig.  4). Por otro lado, confirmamos la 

virulencia de L. pneumophila mediante un test de sensibilidad a la sal, asociado a un 

fenotipo infectivo, mientras que la tolerancia o resistencia a crecer en presencia de 100 mM 

NaCl  sería un marcador de atenuación en el laboratorio (datos no mostrados) [181].  

Los aislados que pertenecían a la especie L. pneumophila sg. 1 tenían una 

citopatogenicidad media significativamente más elevada (4,92 ± 1,28 vs. 5,75 ± 0,68 log 

ufc/ml, p=0.003) y tendían a pertenecer a los grupos de citopatogenicidad ≤ 3 más 

frecuentemente que el serogrupo no-1 (50% (5/10) vs. 8.3% (1/12), p=0.06) (Tabla 9). 

Los aislados ambientales de L. pneumophila pertenecían a los grupos 

citopatogénicos ≤ 3 en 3 de 5 (60%) hospitales con más de 1 patrón PFGE de L. 

pneumophila y en 2 de los 12 (17%) hospitales con un solo patrón PFGE (p>0,05). 

Según el grupo citopatogénico y los casos de legionelosis nosocomial declarados, 

los aislados de L. pneumophila pertenecían a los grupos con citopatogenicidad ≤ 3 en 4 

hospitales de 11  (36.3%) que declaraban casos de legionelosis nosocomial y en 1 de los 6  
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Fig.  3.  Grupos de citopatogenicidad de los distintos aislados ambientales. Los datos de 
cada aislado están dibujados con la media presentado por un punto, y las barras de error su 
desviación estándar. La media de cada grupo de citopatogenicidad está representada por una línea 
horizontal. Los grupos se establecieron mediante el K means cluster analysis (SPSS).   

 

 

Fig.  4. Crecimiento intracelular de los diferentes grupos citopatogénicos de L. 
pneumophila  en cocultivo con células macrófagos-U937. Grupo citopatogénico 1 ( ), grupo 
citopatogénico 2 ( ), grupo citopatogénico 3 ( ), grupo citopatogénico 4 (ë) y grupo citopatogénico 
5 ( ). Los valores son la media de los grupos citopatogénicos y las barras de error representan las 
desviaciones estándar. 
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hospitales (16.6%)que no declaraban casos de legionelosis nosocomial (p>0.05). 

 

Tabla 9. Patrones PFGE, serogrupos de L. pneumophila, citopatogenicidad y casos de 
legionelosis nosocomial declarados  en cada hospital durante el periodo de estudio. 

Aislado / 
patrón PFGE  Serogrupo log   CPED50 

(media  ± DS) 
Grupo de 

citopatogenicidad Hospital 

Lp01 no-sg.1 5,60 ± 0,17 4 H 1 
Lp02 no-sg.1 4,48 ± 0,27 3 H 2* 
Lp03 1 6,64 ± 0,54 5 H 6* 
Lp04 no-sg.1 6,73 ± 0,11 5 H 7* 
Lp05 1 6,56 ± 0,2 5 H 8 
Lp06 no-sg.1 6,3 ± 0,1 4 H 9 
Lp07 1 5,57 ± 0,13 4 H 10*  
Lp08 1 3,45 ± 0,15 2 H 10* 
Lp09 1 4,52 ± 0,18 3 H 11* 
Lp10 no-sg.1 6,08 ± 0,19 4 H 11*  
Lp11 1 2,67 ± 0,32 1 H 12* 
Lp12 1 4,73 ± 0,16 3 H 12* 
Lp14 no-sg.1 5,67 ± 0,11 4 H 13* 
Lp15 no-sg.1 5,50 ± 0,10 4 H 14* 
Lp16 no-sg.1 6,03 ± 0,14 4 H 15 
Lp17 no-sg.1 5,84 ± 0,14 4 H 16* 
Lp19 1 4,10 ± 0,07 3 H 17 
Lp20 no-sg.1 6,63 ± 0,59 5 H 18 
Lp21 no-sg.1 5,59 ± 0,2 4 H 18 
Lp22 1 5,40 ± 0,30 4 H 19* 
Lp23 1 5,94 ± 0,13 4 H 19* 
Lp24 no-sg.1 5,90 ± 0,16 4 H 20* 

CPED50.- CPED50 se define como la concentración mínima de bacterias necesarias para producir un 
efecto citopático del 50% en las monocapas infectadas de células U937 después de 72 h de 
incubación.  
* Hospital que declara casos de legionelosis nosocomial (1996-2001). Datos recogidos en un estudio 
previo de Sabria M [167]. 
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4.3 VARIABILIDAD Y PERSISTENCIA GENOTÍPICA EN HOSPITALES 

Se realizó tipificación molecular mediante PFGE de los aislados de Legionella spp. 

procedentes de 7 hospitales, que comprendían 222 aislados ambientales (rango 7-92 

aislados/hospital) y 28 aislados clínicos (1-13 aislados/hospital). Los periodos de aislamiento 

de los aislados variaron entre 6 y 17 años en cada hospital. Los aislados clínicos pertenecían 

a 5 de los 7 hospitales.  

Variabilidad Genotípica ambiental 

Todos los aislados ambientales analizados pertenecían a la especie L. pneumophila excepto 

en un hospital (Hospital V) donde también se tipificó Legionella no-pneumophila. El análisis 

mediante PFGE demostró un elevado grado de variabilidad genotípica entre los aislados 

ambientales de Legionella (Tabla 10 y Tabla 12). El número de patrones PFGE idénticos 

variaba según el hospital, oscilando desde uno a nueve. Cada hospital tenían sus propios 

patrones PFGE ambientales y no estaban compartidos con los otros centros. 

Persistencia ambiental  

La persistencia de los diferentes patrones PFGE recuperados de los sistemas de 

distribución de agua sanitaria hospitalaria de los siete hospitales se observa en las Tabla 10 y 

Tabla 12. Los intervalos de muestreos positivos en cada hospital variaban desde 6 (hospital 

VII) a 16 años (hospital I), excepto en el hospital VI donde no se disponía un segundo 

muestreo positivo. 

Variabilidad Genotípica clínica 

Todos los aislados clínicos analizados pertenecían a la especie L. pneumophila (Tabla 11 y 

Tabla 12). Los casos clínicos de Legionella en cada hospital se asociaron a un único patrón 

PFGE, excepto en el hospital IV dónde se recuperaron 2 patrones PFGE diferentes en dos 

pacientes (paciente 1, Patrón PFGE N y paciente 2, patrón PFGE P; ambos patrones PFGE 

correspondían a serogrupos distintos de L. pneumophila).  

Correlación ambiental y clínica 

En los 5 hospitales, los aislados asociados con legionelosis nosocomial tenían el patrón PFGE 

correspondiente al patrón PFGE ambiental de Legionella que persistía más tiempo en los 

sistemas de distribución de agua (Tabla 12). Los otros patrones PFGE  encontrados en los 

circuitos de agua sanitaria no se relacionaron con ningún episodio infeccioso. En los 

hospitales I y VI los aislados asociados con infección en 1989 y 2003, respectivamente (no 

se disponían de muestras ambientales positivas de estas fechas en estos hospitales) se 
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relacionaron posteriormente con los aislados ambientales, sugiriendo una persistencia 

ambiental de los patrones PFGE de 18 años (hospital I) y de 8 años (hospital VI), 

respectivamente.   
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Legionella está presente en ambientes acuáticos y frecuentemente se encuentra 

en sistemas de distribución de agua potable o torres de refrigeración [162, 182-184]. 

La colonización de los sistemas de distribución de agua sanitaria por L. pneumophila, 

se ha relacionado con la aparición de casos de legionelosis nosocomial [116, 140, 185, 

186]. Por otro lado, los brotes de legionelosis nosocomial se han asociado al 

aislamiento del microorganismo en las muestras de agua del hospital [187, 188]. Rara 

vez se detectan o aparecen casos de legionelosis nosocomial si los cultivos ambientales 

de Legionella son negativos. Nuestro estudio (Artículo I) demostró que el 85% (17/20) 

de los hospitales estaban colonizados por Legionella. En otros estudios que incluían 

investigaciones ambientales en USA [189, 190], Canadá  [191], Reino Unido [188], 

Nueva Escocia [192] y San Antonio [193], se observó que entre el 12 y el 70 % de los 

hospitales estaban colonizados por Legionella. Esta colonización se detectó en 

muestras de agua caliente sanitaria y en las torres de refrigeración. En cambio, las 

muestras correspondientes a la salida del agua sanitaria fría y las procedentes de la 

red general de suministro de la compañía resultaron negativas. No obstante, otros 

autores [157, 194] consiguieron aislar cepas de L. pneumophila del suministro de agua 

de dos hospitales  proporcionando evidencias que las redes externas son la posible 

fuente de contaminación del sistema de agua potable de los hospitales, lugar donde se 

amplificaría.  

Los niveles de colonización de Legionella oscilaron entre 200 y 74.250 UFC/L, 

rango similar al encontrado por otros autores [140, 165, 195]. El hecho de que se 

observen niveles de colonización más elevados en puntos de consumo responde 

seguramente a la complicada configuración de la red de tuberías. El grado de deterioro 

de estas junto a la presencia de temperaturas templadas óptimas (sólo en un hospital 

se conseguían 50ºC en puntos de consumo) favorecería la supervivencia y el 

crecimiento de Legionella; por otro lado, el estancamiento del agua secundaría la 

presencia de depósitos calcáreos y el anidamiento en ellos de algas y amebas 

favoreciendo la formación de biofilms que se adherirían a las paredes de las tuberías. 

Algunos autores han demostrado que la formación de biofilm en la superficie interna 

de las válvulas o tuberías y en la misma abertura está relacionada con los niveles de 

Legionella spp. detectados [196]. 

El grado de colonización por Legionella del agua sanitaria en un hospital se 

- 51 -



Discusión 

 

correlaciona con la incidencia de legionelosis. La necesidad de incluir la cuantificación 

de la concentración de Legionella en muestras de agua en los estudios epidemiológicos 

de vigilancia ambiental se basa en la importancia de establecer el umbral crítico de 

contaminación que represente riesgo de que pacientes susceptibles adquieran 

legionelosis nosocomial. En este sentido, se han propuesto guías de acciones de 

control basadas en resultados o datos cuantitativos de Legionella procedentes de 

cultivos ambientales [197, 198]. En España existe una guía técnica de prevención y 

control de la legionelosis en instalaciones [199] en el que se establece que a partir de 

niveles 103 UFC/L deben tomarse medidas de desinfección concretas, aun cuando no 

existe evidencia científica de que la cuantificación en un punto se correlacione con la 

aparición o no de casos, ya que en un hospital pueden existir más de 1000 puntos de 

consumo.  

Otro dato a destacar es el elevado porcentaje de hospitales con unos niveles de 

colonización importantes: más del 30% de los puntos de consumo muestreados 

estaban colonizados por Legionella en 13 de los 17 hospitales positivos. Esta cifra tan 

alta, que representa el 65% (13/20) de los hospitales estudiados, tiene cierta 

importancia en epidemiología ambiental  si se considera el hecho descrito por algunos 

autores [154, 200, 201] que correlacionan la aparición de casos de legionelosis 

nosocomial en un hospital cuando se detecta L. pneumophila  en más del 30% de los 

puntos de consumo de toma de muestra de agua seleccionados, pero no con el 

número de microorganismos detectados en cada punto de consumo. En Cataluña, el 

Decret 352/2004 [202], al igual que otras guías  [203, 204], recomiendan la 

desinfección sistémica a partir de este porcentaje positivo en puntos de consumo. No 

hay evidencia científica de que sea un punto de corte correcto. No obstante, la 

presencia de más de un 30 % de puntos de consumo positivos tiene que servir para 

reforzar las estrategias anteriormente comentadas. 

Solamente se identificó L. pneumophila sg. 1 en un 40% de las muestras 

positivas, mientras que el resto de serogrupos representaban un 60% del total, valores 

similares a los descritos por otros autores [195]. Algunos autores han descrito 

aislamientos de Legionella no-pneumophila  en el agua [205, 206]. Esto podría ser 

debido bien a la variación en la composición de los diferentes hábitats acuáticos o bien 

al uso de diferentes técnicas y medios de cultivo selectivos de aislamiento de 

Legionella. En un estudio comparativo, Ta y col. [159] detectaron solamente especies 

de Legionella no-pneumophila en muestras de agua con medios de cultivos BCYE no 
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selectivos. Esto refuerza la idea de la necesidad real de los controles ambientales 

periódicos. Muchos hospitales utilizan actualmente la prueba del antígeno urinario para 

el diagnóstico de la legionelosis nosocomial. Dicho test sólo detecta L. pneumophila sg. 

1. La presencia ambiental de especies o serogrupos distintos a L. pneumophila sg. 1 

obliga a reforzar la necesidad diagnóstica, con más énfasis en los cultivos de muestras 

respiratorias que en la determinación del antígeno urinario. 

El análisis del genotípico mediante PFGE  ha demostrado ser útil en la 

investigación de infecciones nosocomiales causadas por L. pneumophila [139, 140]. El 

estudio molecular de los aislados ambientales de Legionella demostró una gran 

diversidad de patrones PFGE (Artículo I y III). Chang y col. [155] demostraron la 

diversidad genética por PFGE entre los aislados de L. pneumophila sg. 5 de diferentes 

áreas geográficas. Debido a que esta bacteria está ampliamente distribuida en 

muestras ambientales y que existe una gran diversidad en Legionella especies, es muy 

común aislar más de una cepa de Legionella en muestras ambientales testadas durante 

investigaciones de legionelosis. No es por lo tanto extraño observar que diversas 

especies o serogrupos de Legionella representativos de diferentes patrones PFGE 

puedan cohabitar en la red de distribución de agua potable en el mismo edificio [139] 

[207]. Aproximadamente el 60% de los hospitales tenía un único patrón PFGE en su 

sistema de distribución de agua predominante como único patrón PFGE sugiriendo una 

mayor agresividad/virulencia, al menos ambientalmente, desplazando así y eliminando 

otras posibles cepas que inicialmente habían coexistido con la cepa presente. Para 

elucidar el significado de estos resultados, se informó y alertó a todos los hospitales 

implicados en el estudio I para investigar Legionella en todos los casos de neumonía 

nosocomial y se realizaron estudios de virulencia in vitro  de estas cepas (Artículo II). 

No se conocen los factores responsables de que los hospitales colonizados 

por Legionella tengan o no de casos de legionelosis nosocomial. A menudo, se atribuye 

a las diferencias en cuanto a diseño de los circuitos de agua sanitaria hospitalaria y las 

medidas de mantenimiento de estos, a la concentración bacteriana en los puntos de 

consumo (grifos y duchas) y a la susceptibilidad del huésped. También se ha pensado 

que la virulencia o capacidad infectiva (capacidad de invadir y multiplicarse en los 

macrófagos alveolares y en células epiteliales hospedadoras) del microorganismo juega 

un papel importante y es en esta característica en la que nos centramos en nuestro 

estudio (Artículo II). 

Debido a que el efecto citopático en las células hospedadoras es una 

- 53 -



Discusión 

 

característica importante en la severidad de la enfermedad, se consideró oportuno 

realizar un ensayo de citopatogenicidad. Todos los aislados ambientales de L. 

pneumophila eran capaces de infectar y crecer en células U937 diferenciadas a 

macrófagos, produciendo un efecto citopático significativo. Se identificaron 5 grupos de 

citopatogenicidad de L. pneumophila. El 73% de los aislados pertenecían a los grupos 

menos citopatogénicos (grupos 4 y 5). El grado de citopatogenicidad parecía 

correlacionarse con el serogrupo 1, el número de patrones PFGE coexistentes en el 

mismo sistema de distribución de agua y la declaración de casos de legionelosis 

nosocomial en cada hospital. 

Las diferentes especies de Legionella poseen distintos grados de virulencia 

según su citopatogenicidad o ensayos de virulencia y pueden ser agrupados en 

diferentes clusters [168, 173, 208-211]. O’Connell et al. [211] evalúan la 

citopatogenicidad de diferentes especies de Legionella en células U937 diferenciadas a 

macrófagos y encontró tasas distintas de virulencia. Neumeister et. al. [210] agrupa 

Legionella en 7 clusters según su replicación intracelular en células MonoMac y A. 

castellanii. Fields  et. al. [208] agrupa Legionella en 4 clusters basados en la capacidad 

de infectar cobayas y la multiplicación en Tetrahymena pyriformis. Izu et al. [209] 

agrupa especies de Legionella en 4 clusters basados en su capacidad de crecimiento en 

macrófagos de ratón y cobayas. Por el contrario, hay pocos estudios que evalúen la 

virulencia de diferentes aislados ambientales de L. pneumophila [172, 177, 210, 212].  

En este estudio, L. pneumophila sg. 1 era más eficiente infectando células 

U937 diferenciadas a macrófagos que otros serogrupos. La mayoría de casos de 

legionelosis están causados por L. pneumophila serogrupo 1 y, consecuentemente, se 

ha formulado la hipótesis que el serogrupo 1 es más virulento que otros serogrupos de 

la especie L. pneumophila, aunque esto no se había demostrado experimentalmente 

[168, 212, 213].   

La citopatogenicidad de los aislados de L. pneumophila tendía a ser más 

elevada en aquellos hospitales con más de 1 patrón PFGE en su sistema de distribución 

de agua. Este fenómeno no se ha descrito previamente en estudios de campo, aunque 

nuestra experiencia en estudios de laboratorio están en concordancia con las 

observaciones que la coexistencia de diferentes patrones PFGE de L. pneumophila en 

torres de refrigeración y la consecuentes condiciones adversas del ambiente induce un 

crecimiento o multiplicación mayor del patrón más virulento que desplaza a los otros y 

puede producir un brote de legionelosis  [214]. De hecho, la ausencia/limitación de 
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nutrientes en los sistemas de distribución de agua colonizados por Legionella spp. 

activan la expresión o aumentan las características de virulencia de Legionella en 

estudios in vitro  [181]. Por lo tanto, la competición por los escasos nutrientes en el 

ambiente acuático podría inducir o aumentar los caracteres de virulencia. 

Asimismo, la coexistencia de más de un patrón PFGE en los sistemas de 

distribución de agua sanitaria podría ser una indicación de su complejidad, que 

facilitaría la formación de biofilm y el crecimiento intracelular de Legionella en 

protozoos. El crecimiento intracelular de L. pneumophila en amebas provoca unos 

cambios fenotípicos en la bacteria entre ellos un aumento de la capacidad de invasión 

cuando se compara con las células creciendo en medios convencionales [32]. Las 

similitudes en los modelos de infección intracelular entre protozoos y macrófagos 

alveolares [30] sugiere que la infección de L. pneumophila en células de mamífero 

(humanos) es la consecuencia de su evolución como parásito en amebas [37]. De 

manera que, considerando que los protozoos son determinantes importantes en la 

ecología de L. pneumophila en los ambientes acuáticos, los estudios sobre diferencias 

en las poblaciones de amebas de los sistemas de distribución de agua sanitaria 

hospitalaria y su capacidad de crecer en estas poblaciones de amebas y macrófagos 

alveolares serían de interés para entender la ecología y citopatogenicidad de 

Legionella. 

En nuestro estudio (Artículo II), los hospitales colonizados por los aislados 

más citopatogénicos de L. pneumophila tendían a declarar más frecuentemente casos 

de legionelosis nosocomial. Sin embargo, la vigilancia no era activa en todos los 

hospitales incluidos y en aquellos que se declaran casos no se disponía de la cepa 

clínica para llegar a finalizar la correlación ambiental de los aislados. No obstante, 

algunos autores han sugerido la importancia de la virulencia de la cepa y la aparición 

de casos de legionelosis nosocomial ya que en los hospitales colonizados con más de 

un genotipo de Legionella spp., la cepa clínica se corresponde genotípicamente con la 

cepa más virulenta [170, 171]. 

La presencia de Legionella spp. en los sistemas de distribución de agua 

sanitaria y los factores del huésped de los pacientes hospitalizados como son la 

inmunodepresión, son los factores pronósticos más importantes para la aparición o no 

de casos de legionelosis nosocomial [215]. No obstante, teniendo en cuenta que la 

erradicación completa de Legionella en los sistemas de distribución de agua sanitaria 

es imposible con los métodos actuales de desinfección, el conocimiento de la 
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citopatogenicidad de los aislados ambientales de Legionella spp. podría ser muy útil 

para evaluar el riesgo de legionelosis nosocomial en un hospital concreto. 

 Otro aspecto interesante de nuestro estudio, es la constatación que cada 

hospital tenía su propio patrón PFGE que no estaba relacionado en ningún caso con 

otros hospitales estudiados (Artículo I y III). El resultado de la gran variabilidad de 

patrones PFGE de Legionella encontrados tiene una elevada relevancia si se tiene en 

cuenta la pequeña área geográfica donde se realizaron los estudios. Esta observación 

contrasta con estudios previos: Darelid et al. [180] identificaron el mismo patrón AFLP 

en 3 de 6 hospitales suecos localizados en un área de 100 Km; y Lawrence et al. [161] 

describe una amplia distribución de un patrón PFGE en el área de Paris, en que el 25 

% (15/64) aislados ambientales de 43 puntos demostraban el mismo patrón PFGE. Sin 

embargo, los criterios utilizados por estos autores son menos discriminatorios que los 

utilizados en el presente trabajo.  

A pesar de que existen guías bien establecidas en algunos países para la 

descontaminación de las torres de refrigeración, no existen criterios uniformes en 

cuanto a los sistemas de distribución de agua sanitaria. En España es obligatorio por 

Real decreto [78] realizar un muestreo ambiental anual de Legionella anualmente en 

hospitales. Cuando se detectan casos de legionelosis nosocomial deben realizarse 

muestreos adicionales. La legionelosis nosocomial a menudo está infradiagnosticada 

debido a la dificultad de detectarla e identificar el agente etiológico ya que no siempre 

se realizan sistemáticamente tests de Legionella en los enfermos con neumonía 

nosocomial.  

El hecho de conocer a priori el patrón PFGE de Legionella en cada hospital 

puede ser clínica y epidemiológicamente significativo. Si se demostrara su estabilidad 

ambiental en el tiempo, se podrían etiquetar fácilmente a los casos clínicos de 

nosocomiales o adscribirse a un hospital determinado. La búsqueda de diferentes focos 

en la red de distribución del agua caliente sanitaria potable o en torres de refrigeración 

tendría que ser obligada si algún aislado clínico nosocomial mostrara un patrón PFGE 

diferente del previamente observado en los aislados ambientales.  

En nuestro estudio (artículo III), algunos patrones PFGE persisten incluso 

durante más de 17 años. Es notable, que la mayoría de los aislados ambientales 

asociados con los episodios de infección por Legionella se correspondían con los 

patrones PFGE que persistían durante más tiempo en el sistema de distribución de 

agua sanitaria hospitalaria. 
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No se conocen los factores responsables de la mayor o menor diversidad 

genética en algunas áreas. Tampoco se conocen relacionados con la presencia de uno 

o varios patrones PFGE, o aquellos que influyen en la aparición y/o desaparición de 

ciertos patrones PFGE, así como aquellos asociados a la persistencia en el ambiente de 

algunos patrones PFGE. Algunos autores han atribuido estos cambios 

(aparición/desaparición) en los patrones PFGE de L. pneumophila a las medidas de 

desinfección utilizadas [151, 180, 216, 217], mientras que otros [218] [119] no 

encontraron cambios en las poblaciones de L. pneumophila. 

La calidad del agua o los continuos procesos de desinfección a que están 

sometidos los sistemas de distribución de agua sanitaria en hospitales podrían influir 

en la variabilidad genómica observada. En los hospitales estudiados se han utilizado 

varios métodos de desinfección (hipercalentamientos, hipercloraciones y/o ionización 

cobre-plata) durante los periodos de estudio, relacionándose con un incremento en la 

variación de patrones PFGE observados. A pesar de todos estos métodos utilizados, los 

patrones PFGE moleculares relacionados con los casos de legionelosis nosocomial se 

han mantenido durante los periodos de estudio. 

Se asume que Legionella llega a los sistemas de distribución de agua sanitaria 

hospitalaria desde el aporte de agua fría de la red municipal a unas concentraciones 

indetectables mediante los métodos habituales de laboratorio. Una vez colonizado el 

sistema en presencia de condiciones favorables, la bacteria puede vivir de forma libre 

en la fase planctónica o bien como parásito intracelular de protozoos y amebas 

formando parte de la compleja estructura microbiana del biofilm. La presencia de 

biofilms a través de todo el sistema de distribución de agua facilita el crecimiento de 

Legionella e interfiere con condiciones ambientales adversas, permitiendo que 

diferentes PFGE patrones de Legionella cohabiten a lo largo del tiempo en los sistemas 

de distribución de agua incluso a niveles indetectables.  

Un cambio en el ambiente, tal y como puede suceder con la aplicación de 

medidas de desinfección, provoca una desestabilización del nicho ecológico pudiéndose 

producir una reducción de los inóculos de los patrones PFGE predominantes en el 

agua, permitiendo una mayor multiplicación o crecimiento de aquellos patrones PFGE 

menos predominantes inicialmente. Es probable que las medidas desinfección 

utilizadas sean más efectivas en la fase planctónica que en la fase biofilm; de ahí que 

no se lleguen a erradicar nunca los microorganismos presentes en los sistemas de 

distribución de agua sanitaria. 
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Otros factores como son, la adquisición de mecanismos de resistencia 

adoptados por Legionella frente a las medidas de desinfección como la hipercloración o 

la ionización cobre-plata se ha descrito en pocos estudios [219, 220]. Por el contrario, 

las asociaciones Legionella-protozoos y Legionella-biofilm han demostrado ser más 

resistentes a las medidas de desinfección bien por la capacidad de Legionella  de 

crecer intracelularmente en protozoos o bien por su capacidad de entrar en estado de 

viable-no cultivable (VBNC) [221, 222]. De este modo, cuando las condiciones 

adversas se reducen, Legionella coloniza de nuevo los sistemas de distribución de 

agua. 

Tampoco se conocen los factores responsables que ciertos patrones PFGE 

produzcan infección en humanos y otros no (se relacionen con casos/ episodios de 

infección). En este estudio los aislados clínicos procedentes del mismo paciente tenían 

el mismo patrón PFGE (datos no mostrados), cuya elevada prevalencia y persistencia 

temporal en los sistemas de distribución de agua sanitaria hospitalaria demuestra una 

mejor adaptación al nicho ecológico que otros patrones PFGE de Legionella. Si es una 

mayor virulencia o bien el simple hecho de encontrarse en inóculos más elevados y 

persistir más tiempo en el ambiente lo que conduce/promueve su asociación con los 

casos clínicos tampoco se conoce. 

Si se sabe que los aislados ambientales de Legionella pueden expresar 

diferentes grados de virulencia, aunque su relación con la aparición de casos clínicos es 

controvertida [163, 171, 212]. En este estudio (artículo II) se observa que los 

hospitales colonizados por cepas de L. pneumophila que expresan una elevada 

citopatogenicidad tienen tendencia a situarse en aquellos hospitales que reportan 

casos de legionelosis nosocomial (capítulo de citopatogenicidad).  

Debido a que el tipado molecular se realiza en un número aleatorio de aislados 

ambientales, no se puede descartar la posibilidad que otros patrones PFGE coexistan 

en el mismo ambiente que con los seleccionados. En los hospitales estudiados, se 

analizaron una media de 9,3 aislados ambientales por año. Por lo tanto, es obvio que si 

se dispusiera de más tipados moleculares en algunos muestreos es probable que 

algunos hospitales presentaran más patrones PFGE o bien que se reforzara la 

observación de persistencia genómica. La legislación española (RD865/2003) desde el 

año 2003 [78] y en Cataluña desde el año 2002 [223] se exige a los hospitales realizar 

estudios ambientales de Legionella. En los años anteriores a esta exigencia, cada 

hospital realizaba los estudios ambientales según sus propios criterios y grado de 
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conocimiento sobre el tema. Por otro lado, otra limitación puede ser las variaciones en 

los sistemas de vigilancia clínica y métodos de detección utilizados entre los diferentes 

hospitales, de manera que no se puede garantizar que todas las neumonías se testaran 

para Legionella durante el periodo de estudio. Asimismo, la baja rendibilidad de los 

cultivos de esputo y el hecho de que no se trate de un estudio de vigilancia activa de 

legionelosis nosocomial dificulta la obtención de más aislados clínicos para ser 

evaluados. 
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CONCLUSIONES 

 
 

Artículo I. Colonización y variabilidad genotípica en hospitales 

− Legionella está presente en los sistemas de distribución de agua sanitaria de la 

mayoría de hospitales estudiados.  

− L. pneumophila serogrupo 1 era predominante entre las muestras positivas.  

− Cada hospital tenía su propio patrón PFGE que no estaba genéticamente 

relacionado en ningún caso con los de los otros hospitales estudiados. 

− La verificación de diferentes perfiles cromosómicos de los aislados en esta pequeña 

área geográfica demuestra la gran diversidad de Legionella en el ambiente 

acuático. 

Artículo II. Citopatogenicidad 

− Aislados de Legionella con diferentes patrones PFGE expresan diferentes grados de 

citopatogenicidad. 

− Los aislados de L. pneumophila serogrupo 1 son más citopatogénicos que los 

aislados no-sg.1. 

− La citopatogenicidad de los aislados de L. pneumophila tendía a ser más elevada en 

los hospitales con más de un patrón de PFGE en el sistema de distribución de agua 

sanitaria.  

− Los hospitales con aislados de L. pneumophila pertenecientes a los grupos más 

citopatógenicos tendían a declarar más casos de enfermedad del legionario (no 

estadísticamente significativo). 

Artículo III. Variabilidad y persistencia genotípica en hospitales 

− Existe una elevada variabilidad genómica de los patrones de PFGE de Legionella en 

los sistemas de distribución de agua sanitaria de los hospitales. 

− Se observa una persistencia a lo largo del tiempo de aquellos patrones de 

Legionella causantes de la mayoría de casos de legionelosis nosocomial.  
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PRESENCE AND CHROMOSOMAL SUBTYPING OF

LEGIONELLA SPECIES IN POTABLE WATER SYSTEMS IN

20 HOSPITALS OF CATALONIA, SPAIN

Miquel Sabrià, MD, PhD; Marian García-Núñez, BSc; Maria L. Pedro-Botet, MD, PhD; Nieves Sopena, MD; Josep M. Gimeno, MD;
Esteban Reynaga, MD; Josep Morera, MD, PhD; Celestino Rey-Joly, MD, PhD

OBJECTIVE: To investigate the presence and clonal dis-
tribution of Legionella species in the water supply of 20 hospitals in
Catalonia, Spain.

SETTING: 20 hospitals in Catalonia, an area of 32,000 km2,
located in northeast Spain.

METHODS: Environmental cultures of 186 points of
potable water supply and 10 cooling towers were performed for the
presence of Legionella species. Following filtration and acid treat-
ment, the samples were seeded in selective MWY (modified
Wadowsky Yee)-buffered charcoal yeast extract-� agar. All isolates
obtained were characterized microbiologically and genotyped by
SfiI pulsed-field gel electrophoresis (PFGE).

RESULTS: 73 of 196 water samples, representing 17 of the
20 hospitals included in the study, were positive for Legionella

pneumophila (serogroups 1, 2-14, or both). The degree of contam-
ination ranged from 200 to 74,250 colony-forming units/L. Twenty-
five chromosomal DNA subtypes were detected by PFGE. A single
DNA subtype was identified in 10 hospitals, 2 DNA subtypes were
observed in 6 hospitals, and 1 hospital exhibited 3 different DNA
subtypes. Each hospital had its own Legionella DNA subtype,
which was not shared with any other hospitals.

CONCLUSIONS: Legionella was present in the water of
most of the hospitals studied; each such hospital had a unique,
dominant chromosomal DNA subtype. The verification of several
genomic DNA restriction profiles in such a small geographic area
demonstrates the great genetic diversity of Legionella in the
aquatic environment (Infect Control Hosp Epidemiol 2001;22:673-
676). 

Legionella pneumophila was first identified as the
causative agent of legionnaires’ disease in 1977.1 Since
then, this bacterium has been associated with both com-
munity and nosocomial pneumonia (NP).2-4 Natural water
and potable water systems have been identified as reser-
voirs of Legionella. Moreover, the presence of Legionella in
hospital water systems has been linked to the identification
of nosocomial cases of legionellosis.5-8 Nosocomial
legionellosis is underestimated in some hospitals because
potable water systems are not systematically tested for the
presence or absence of Legionella and because NP is not
always etiologically identified. 

Demonstration of water-system contamination is the
first step in identifying nosocomial Legionella infection in a
hospital. Different methods for the isolation of Legionella
from hospital water systems have been reported.9-11

Furthermore, typing of L pneumophila is of crucial impor-
tance for epidemiological purposes to delineate the source
of outbreaks of legionellosis. Molecular typing methods,
such as monoclonal antibody typing, electrophoretic alloen-
zyme typing, plasmid analysis, restriction endonuclease

analysis of chromosomal DNA, and typing based on the
polymerase chain reaction technique, have been used to
fingerprint Legionella strains. The chromosomic DNA sub-
type obtained by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)
has proven to be a particularly powerful tool for typing L
pneumophila strains6-8,12-19 and other Legionella species.20,21

We herein present bacteriological data and molec-
ular typing of potable water and cooling systems from 20
hospitals in the area of Catalonia, Spain.

METHODS

Twenty hospitals in Catalonia, an autonomous region
of 32,000 km2, located in the northeast of Spain, were stud-
ied. Five hospitals were located in the city of Barcelona.
The size of the hospitals ranged from 200 to 2,000 beds. Of
the 20 hospitals, 19 treated acute patients; 1 was a mental
hospital. 

Sampling Procedure 
From 1994 to 1996, 196 water samples were taken

from the 20 hospitals. Of these, 169 samples were from
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potable hot-water systems (63 showers, 63 taps, 19 returns,
and 24 hot-water tanks), 17 were from cold water, and 10
were from the cooling system (5 from the cooling water cir-
cuit and 5 from the cooling towers; Table 1). A sample of 5
L was obtained from each of the 43 central points (return
and hot-water tanks) and from the 10 points of the cooling
water system. A sterile Dacron swab was inserted into the
opening of the faucet of each of the 126 peripheral points
and rotated four times while moving the swab upward into
the opening; then, the swab was introduced into a sterile
vessel containing 2 L of hot water. 

Concentration of water samples was done by filtra-
tion on filters type HA (pore size, 0.2 �m; Millipore, Milan,
Italy). The filter and 50 mL of the filtrate were placed in a
sterile container and shaken for 15 minutes at 200 rpm;
then, 0.1 mL was inoculated on a selective MWY (modified
Wadowsky Yee)-buffered charcoal yeast extract (BCYE)-�
plate (selective MWY Legionella [Oxoid, Wesel, Germany]
containing glycine, polymyxin B, anisomycin, vancomycin,
bromothymol blue, and bromocresol purple) per duplicate
and 1 mL was taken for acid decontamination, which was
performed by mixing 1 mL of the concentrated sample with
1 mL of acid buffer (0.2 M HCl-KCl [pH 2.2]) and shaking
vigorously. After 3 minutes, 1 mL of neutralizing solution
(0.01 M KOH) was added. Finally, 0.1 mL was inoculated
per duplicate on selective MWY-BCYE-� plates. 

Bacteriological Growth Media 
Selective BCYE-� plates were prepared from BCYE

agar base (Becton-Dickinson Microbiology Systems, Sparks,
MD), 0.04% L-cysteine (E. Merk, Darmstadt, Germany), and
Legionella MWY selective supplement (Oxoid), which con-
tains antibiotics polymyxin B, anisomycin, and vancomycin.
Medium was prepared according to the instructions provid-
ed by the suppliers. Inoculated plates were incubated for 14
days in candle jars at 37°C.

Identification of L pneumophila 
From each positive sampling point, a maximum of

four colonies were inoculated on BCYE-� plates. Isolates of
Legionella were identified by demonstrating growth on
BCYE-� but not on sheep-blood agar plates (BioMérieux,

Paris, France) and by Gram’s stain. L pneumophila was
determined by the Monofluo Legionella pneumophila DFA
test kit (Genetic Systems Corp, Redmond, WA). Then, L
pneumophila strains were classified into two groups
(serotype 1 or serotypes 2-14) according to the reaction
with the immunoagglutination serotyping by the
MicroScreen Legionella Latex Kit (Microkit Iberica,
Madrid, Spain).

Preparation of PFGE Plugs 
PFGE plugs were prepared according to a modified

version of the methods of Smith and Cantor22 using cells
that had been grown for 72 hours at 37°C on BCYE-� agar
plates. The bacterial cells were harvested and washed
twice and then were resuspended in Pett IV buffer (Tris 10
mM [pH 7.5], 1 M NaCl). A portion of this bacterial sus-
pension was mixed with 2% Incert-agarose (FMC
Bioproducts, Rockland, MD) in EC buffer (6 mM Tris [pH
7.5], 1 M NaCl, 10 mM EDTA, 0.5% Brij, 0.2% Deoxycholate,
0.5% Sarkosil), and the mixture was poured into acrylic
casting wells (Bio-Rad Laboratories, Ivry sur Aseine,
France). After the agarose jelled, the blocks were
immersed in 2.6 mL of ECLz lysis solution (2 mL EC buffer,
3 mg lisozyme/mL [Sigma-Aldrich, St Louis, MO], 50 mg
RNAse A/mL) and incubated at 37°C overnight.
Afterward, the blocks were placed in 3 mL of ESP buffer
(0.4 M EDTA, 1% Sarkosil, 1 mg Proteinase K/mL [Sigma-
Aldrich]) and incubated at 50°C overnight. 

PFGE Plug Digestion and Electrophoresis 
DNAs were cleaved with SfiI (New England Biolabs,

Beverly, MA) following the manufacturer’s instructions. The
fragments were electrophoretically separated by PFGE with
a contour-clamped homogeneous-field apparatus (CHEF
DRII system; Bio-Rad) in 1% Chromosomal Grade Agarose
(Bio-Rad) and a 0.5�Tris-Borate-EDTA (pH 8.3) running
buffer (Sigma-Aldrich). The initial pulse time of 5 seconds
was increased linearly to a final switch time of 35 seconds
over 24 hours at 5 V/cm at 14°C. Bacteriophage lambda con-
catemers (Pharmacia Biotech, San Francisco, CA) were
included as a molecular DNA size marker. Genomic frag-
ments were stained with ethidium bromide, destained in
water, and photographed under UV transillumination.

RESULTS

Positive Samples 
Legionella was isolated from 73 (37.2%) of 196 sites ana-

lyzed (Table 1), corresponding to 17 of 20 hospitals. Colony
counts ranged from 200 colony-forming units (CFUs)/L to
74,250 CFUs/L. Eleven of 17 hospitals (74%) had more than
30% of peripheral points colonized by Legionella species. 

Microbiological Typing
L pneumophila was the species detected in all of the

positive isolates. L pneumophila serogroup 1 was present in
8 hospitals, and L pneumophila serogroups 2 through 14
were present in 11 hospitals. Both serogroups coexisted in
2 hospitals (Table 2).

TABLE 1 
LEGIONELLA ISOLATION RATES, BY SOURCE

No. of Sampling Sites
Source Tested Positive (%)

Returns 19 11 (58)
Hot-water tanks 24 9 (38)
Showers 63 24 (38)
Taps 63 26 (41)
Cold water 17 0 (0)
Cooling towers 5 3 (60)
Cooling water circuit 5 0 (0)
Total 196 73 (37)
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Molecular Typing 
Twenty-five restriction chromosomal DNA subtypes

were detected by PFGE analysis of SfiI-digested genomic
DNA. Isolates were considered identical if they had exactly
the same electrophoretic pattern. All isolates yielded an aver-
age of 8 to 12 bands between 50 and 2,000 kb. A single chro-
mosomal DNA subtype was observed in 10 hospitals. Six
hospitals exhibited two different PFGE types (correspond-
ing to L pneumophila serogroup 1 and serogroups 2-14);
both DNA subtypes were isolated from the hot-water system
in 4 hospitals and from the hot-water system and cooling
tower, respectively, in 2 hospitals. Three different DNA sub-
types were observed in 1 hospital. Each hospital had its own
unique chromosomal DNA subtypes of Legionella, which
were not shared with other hospitals (Table 2).

DISCUSSION

Legionella is present in aquatic habitats and fre-
quently is found in potable-water supplies or cooling tow-
ers.12,23-25 Water systems in hospitals are often contaminat-
ed by Legionella. Colonization of hospital water systems
with L pneumophila has been linked to acquisition of noso-
comial legionnaires’ disease over time.8,26,27 On the other
hand, outbreaks of nosocomial legionellosis have been
associated with isolation of this microorganism in water
samples.28 In contrast, if environmental cultures are nega-
tive for Legionella, the occurrence of nosocomial cases is
rare. Our study shows that 17 (85%) of 20 tested hospitals
were contaminated with Legionella. Other studies from the
United States, Canada, and the United Kingdom, including
environmental surveys, found 12% to 70% of hospitals to be
colonized with Legionella.29-32 High densities of Legionella
were found in the hot-water samples, in the heating tanks,
and in the cooling towers (which are commonly known to
be reservoirs of Legionella in a hospital setting). However,
Legionella was not isolated from the cold water. The con-
centration of Legionella ranged from 200 to 74,250 CFUs/L,
a range similar to that observed by Visca8 and Lück.20

Molecular study of the environmental isolates of
Legionella demonstrated a great genetic diversity of PFGE
chromosomal DNA subtypes. Chang et al5 demonstrated
genetic diversity by PFGE among isolates of L pneumophi-
la serogroup 5 from different geographic areas. Since these
bacteria are widespread in water environments and there is
such a great diversity in Legionella species, it is very com-
mon to isolate more than one Legionella strain in environ-
mental sources tested during surveillance of legionellosis.
It is reasonable to assume that different strains of
Legionella representative of different clones could co-
inhabit the distribution network of potable water in the
same building.7,33 Thus, the results of our study are enlight-
ening. Firstly, nearly 60% of the hospitals exhibited a single
chromosomal DNA subtype in their hot-water plumbing
system. Despite the absence of clinical cases in all but two
hospitals, the predominance of a single clone suggests
greater aggressiveness, at least in the environment, thus
displacing and eliminating other possible strains that ini-
tially may have coexisted with the present strain. We are

currently performing in vitro studies on the virulence of
these strains and are alerting the hospitals implicated in
this study to investigate for Legionella in all cases of NP to
elucidate the significance of these findings. 

The second interesting aspect is the verification that
each hospital has its own Legionella clone that is not shared
with any of the other hospitals studied. The finding of this
large variety of chromosomal DNA subtypes of Legionella
is even more striking taking into account the small geo-
graphic area studied. This contrasts with a previous study
from Paris6 in which 16 (25%) of 64 environmental isolates
from 43 sites showed the same chromosomal DNA sub-
type. It may be clinically and epidemiologically interesting
to know a priori the chromosomal DNA subtype of the
Legionella in each hospital. The search for different foci
within the distribution network of potable–hot-water or
cooling-tower systems should be mandatory if a clinical
nosocomial isolate shows a chromosomal DNA subtype dif-
ferent from previously observed environmental isolates.
We cannot, as yet, verify whether the chromosomal DNA
subtypes are stable over time except in our hospital, in
which a single strain clearly linked to nosocomial cases of

TABLE 2
LEGIONELLA PNEUMOPHILA SEROGROUP AND PULSED-FIELD GEL

ELECTROPHORESIS TYPE BY SAMPLING SITE

Hos- Total PFGE
pital Sites Positive Sites Pattern Serogroup*

1 15 2 (HWT, tap) A:2 2-14:1; ND:1
2 17 5 (4 shower, 1 tap) B:1; ND:4 2-14:1; ND:4
3 15
4 19
5 18
6 5 5 (2 return, 2 shower, 1 tap) C:5 1:5
7 7 4 (1 HWT, 1 return, 2 tap) D:4 2-14:4; ND:1
8 10 2 (HWT, shower) E:2 1:2
9 10 8 (2 HWT, 1 return, 3 shower, F:7; ND:1 2-14:7; ND:1

2 tap)
10 8 5 (1 HWT, 2 shower, 2 tap) G:4; H:1 1:5
11 9 2 (Return, tap) I:1; J:1 1:1; 2-14:1
12 7 7 (1 HWT, 1 return, 2 shower, K:2; L:4, M:1 1:7

2 tap, 1 CT)
13 9 1 (Tap) N:1 2-14:1
14 6 6 (3 shower, 3 tap) O:6 2-14:6
15 6 3 (Return, tap, shower) P:3 2-14:3
16 7 7 (1 HWT, 1 return, 2 shower, Q:6; R:1 2-14:6; ND:1

2 tap, 1 CT)
17 7 5 (1 HWT, 1 return, 1 shower, S:5 1:5

2 tap)
18 6 5 (1 return, 2 shower, 2 tap) T:4; U:1 2-14:5
19 7 3 (1 return, 2 tap) V:2; W:1 1:3
20 8 3 (shower, tap, CT) X:2; Y:1 2-14:2; 1:1
Total 196 73 25

Abbreviations: CT, cooling tower; HWT, hot-water tank; ND, not determined; PFGE, pulsed-
field gel electrophoresis.
* Categorized as serogroup 1 or serogroups 2-14.
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Legionella infection has been observed for more than 10
years. Marrie et al16 showed that the strains of L pneu-
mophila recovered from the potable water of two hospitals
in Halifax, Nova Scotia, Canada, were remarkably stable in
terms of genomic DNA over a period of several years.

While guidelines for cooling tower decontamination
are well established in some countries, there are no uni-
form criteria for hospital hot-water plumbing systems.28

Authorities advise detection of the first case of Legionella
infection before initiation of an environmental search.
Nosocomial legionellosis often is underdiagnosed due to
the difficulty in detecting every NP and identifying it etio-
logically in a large hospital area. Moreover, many hospitals
do not perform Legionella tests systematically. In our study,
few hospitals systematically investigated Legionella in NP,
and only two routinely used the urinary antigen test for the
diagnosis of Legionella infection.

Environmental studies of Legionella should be manda-
tory in all hospitals, given the high prevalence of environ-
mental Legionella, the important degree of hot-water conta-
mination in some cases, and the susceptibility to infection of
the population within. Moreover, this microorganism should
be considered in any case of NP if Legionella has been previ-
ously demonstrated in the hospital water systems. Adequate
strategies for detecting NP and diagnostic procedures for
Legionella should be implemented.12,34 Previous knowledge
of the chromosomal DNA subtype(s) in the water would be
of great aid for the correct identification of nosocomial cases,
permitting more extensive epidemiological studies. These
statements are important because legionellosis is a serious
illness and a potentially eradicable disease if appropriate
environmental treatment is undertaken.
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SUMMARY

The cytopathogenicity of 22 Legionella pneumophila isolates from 17 hospitals was determined by

assessing the dose of bacteria necessary to produce 50% cytopathic effect (CPED50) in

U937 human-derived macrophages. All isolates were able to infect and grow in macrophage-like

cells (range log10 CPED50 : 2.67–6.73 c.f.u./ml). Five groups were established and related to the

serogroup, the number of PFGE patterns coexisting in the same hospital water distribution

system, and the possible reporting of hospital-acquired Legionnaires’ disease cases. L. pneumophila

serogroup 1 isolates had the highest cytopathogenicity (P=0.003). Moreover, a trend to more

cytopathogenic groups (groups 1–3) in hospitals with more than one PFGE pattern of

L. pneumophila in the water distribution system (60% vs. 17%) and in hospitals reporting cases

of hospital-acquired Legionnaires’ disease (36.3% vs. 16.6%) was observed. We conclude that

the cytopathogenicty of environmental L. pneumophila should be taken into account in

evaluating the risk of a contaminated water reservoir in a hospital and hospital acquisition of

Legionnaires’ disease.

INTRODUCTION

Hospital-acquired Legionnaires’ disease (LD) has

been reported in many hospitals since the first out-

break in 1976 [1]. Although cooling towers were

linked to many of the cases of LD in the years after its

discovery, potable water has been the environmental

source for almost all reported hospital outbreaks

[2–4].Legionella spp. are common commensals of large

building water-supply systems. In a previous study we

demonstrated that L. pneumophila was present in 17

out of 20 hospital water systems [5] and prospective

surveillance showed that cases of hospital-acquired

LD appeared in 11 of these hospitals [6]. The re-

mainder did not report any cases of LD, although

appropriate techniques were available for the diag-

nosis of Legionella spp. and most (70%) reported

>30% positive peripheral sampling points.

There are some clinical data indicating that the

virulence of Legionella spp. may vary, although it

unclear whether this is a consequence of differences

in bacterial virulence or in host immunity. Examples

are: the survival of patients with LD despite not

receiving adequate antibiotic treatment [7], the

variability in the mortality observed in different
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community outbreaks [8, 9], or the fact that most

cases are caused by L. pneumophila serogroup (sg) 1

[10]. In experimental studies, isolates from amoebas

exhibit a variety of phenotypes that appear to increase

the incidence and complications of LD in humans

[11–13]. Furthermore, some authors have demon-

strated that Legionella strains causing pulmonary

disease express more virulence traits than those that

do not cause human disease [14]. Virulence traits

show differences between species [14, 15] and strains

of L. pneumophila [16–19].

As the demographic characteristics of the patients

in the 17 hospitals reported earlier [5, 6] were similar,

we questioned why hospitals with L. pneumophila in

their water distribution systems did not experience

cases of hospital-acquired LD and hypothesized that

the virulence of the L. pneumophila strains may have

influenced the appearance of clinical cases. We there-

fore assessed the cytopathogenicity of L. pneumophila

environmental strains isolated from each hospital and

determined their relationship with sg1 and the num-

ber of different strain genotypes coexisting in the same

water distribution system to gain insight into the

contribution of cytopathogenicity and potential to

cause disease in each hospital.

MATERIAL AND METHODS

Bacteria and culture

A total of 22 environmental L. pneumophila strains

from 17 hospital water-supply systems previously

characterized [5] by serogroup, and chromosomal

DNA subtype by pulsed-field gel electrophoresis

(PFGE) were included in the present study (Table 1).

The bacteria had a f2 passage history and were

stored in brain heart infusion broth (Oxoid, Wesel,

Germany) supplemented with 10% glycerol at

x80 xC. All strains were susceptible to 100 mM NaCl

[20], a marker of laboratory attenuation (data not

shown).

For cytopathogenicity and intracellular growth

assays, strains were cultured on BCYE-a agar for 72 h

and resuspended in antibiotic-free tissue culture

medium containing 5% fetal calf serum (FCS).

Cytopathogenicity assay

The human monocyte cell line U937 was cultured in

RPMI 1640, 2 mM L-glutamine and 10% FCS. Prior

to infection, the cells were differentiated for 72 h with

10x8
Mphorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (Sigma

Chemical Co., St Louis, MO, USA) as described

previously [21]. The relative cytopathogenicity of

L. pneumophila strains was determined by the 50%

cytopathic effect (CPE50). CPED50 was defined as the

minimum number of bacteria necessary to produce a

cytopathic effect in 50% of the U937 cell infected

monolayers after 72 h incubation. Briefly, eight rep-

licate monolayers containing 2r105 macrophage-like

cells in 96-well microtitre plates were infected with

serial dilutions of each strain (range of inocula,

101–109 bacteria per monolayer) for 90 min. The

monolayers were washed and treated with 80 mg/ml of

gentamicin and then incubated with RPMI containing

10% FCS at 37 xC for 72 h. The monolayers were

stained with tetrazolium salt 3-(4,5-dimethylthiazol-2-

yl)-2,5,-diphenyltetrazolium bromide (MTT; Sigma)

Table 1. DNA patterns, Legionella pneumophila

serogroup, cytopathogenicity and number of cases

of hospital-acquired Legionnaires’ disease reported

in each hospital during the surveillance period

Strain/
DNA

pattern Serogroup

log CPED50

(mean¡S.D.)

Cytopatho-
genic

group Hospital

Lp01 Non-sg1 5.60¡0.20 4 H 1
Lp02 Non-sg1 4.48¡0.28 3 H 2*

Lp03 1 6.64¡0.54 5 H 6*
Lp04 Non-sg1 6.73¡0.11 5 H 7*
Lp05 1 6.55¡0.24 5 H 8
Lp06 Non-sg1 6.3¡0.19 4 H 9

Lp07 1 5.57¡0.13 4 H 10*
Lp08 1 3.45¡0.15 2 H 10 *
Lp09 1 4.52¡0.18 3 H 11*

Lp10 Non-sg1 6.08¡0.19 4 H 11*
Lp11 1 2.67¡0.32 1 H 12*
Lp12 1 4.73¡0.16 3 H 12*

Lp14 Non-sg1 5.67¡0.11 4 H 13*
Lp15 Non-sg1 5.50¡0.10 4 H 14*
Lp16 Non-sg1 6.03¡0.14 4 H 15

Lp17 Non-sg1 5.84¡0.14 4 H 16*
Lp19 1 4.10¡0.07 3 H 17
Lp20 Non-sg1 6.63¡0.59 5 H 18
Lp21 Non-sg1 5.59¡0.2 4 H 18

Lp22 1 5.40¡0.30 4 H 19*
Lp23 1 5.94¡0.13 4 H 19*
Lp24 Non-sg1 5.90¡0.16 4 H 20*

CPED50, The CPED50 was defined as the minimum number

of bacteria necessary to produce a cytopathic effect in 50%
of the U937 cell infected monolayers after 72 h incubation;
Non-sg1, L. pneumophila non-serogroup 1.

* Hospital that reported hospital-acquired Legionnaires’
disease (1996–2001).
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and the viability of the cells was determined measur-

ing the optical density (OD) and expressed as per-

centage of cell death compared with uninfected cells

using the formula

1x
mean OD of infected cells

mean OD uninfected cells
r100:

The number of bacteria that reduced the OD by 50%

compared with the OD of uninfected cells was defined

as the CPED50 value. Each experiment was performed

in triplicate.

Intracellular growth

U937 macrophage-like cells plated at a density of

1r106 cells per well in 24 tissue culture dishes were

infected at a multiplicity of infection (MOI) of 0.2.

Thereafter, extracellular bacteria were removed by

washing the monolayers with RPMI followed by

incubation with gentamicin in RPMI for 30 min.

Intracellular growth was measured in duplicate at

0, 24 and 48 h and expressed as c.f.u./monolayer.

Variations between experiments were corrected with

the MOI value (dividing the result c.f.u./well by

MOI). The relative increase in c.f.u. was calculated

by subtracting the c.f.u. at each time-point from the

first time-point.

Statistical analysis

Groups of cytopathogenicity were determined with

the K means cluster analysis using SPSS software

program version 12.0 (SPSS Inc., Chicago IL, USA).

The Mann–Whitney U and Kruskal–Wallis tests were

used for statistical analysis of quantitative variables

and Fisher’s exact test was used for qualitative vari-

ables. P values <0.05 were considered significant.

RESULTS

All strains were able to infect and grow in macro-

phage-like cells and produce a significant cytopathic

effect. Values ranged from log CPED50 2.67 c.f.u./ml

to log CPED50 6.73 c.f.u./ml and five groups were

determined, ranging from 1 (most) to 5 (least) cyto-

pathogenic strains (Fig. 1). Cytopathogenic groups

(1 and 2) had a higher intracellular infection efficiency

(T=0 h, P=0.031). At 24 h all isolates showed in-

creased intracellular growth to 2.05¡0.74 log units

(range 1.04–3.07) and at 48 h to 3.29¡0.74 log units

(range 1.75–4.93) (Fig. 2).

L. pneumophila sg1 strains had a significantly

higher mean cytopathogenicity (log CPED50 4.92¡

1.28 vs. 5.75¡0.68, P=0.003) and were distributed

in the top three groups more frequently than other

strains [50% (5/10) vs. 8.3% (1/12), P=0.06]

(Table 1). Strains from hospital water systems har-

bouring more than one DNA type (PFGE) more of-

ten fell into the top three cytopathogenic groups than

strains from systems that yielded a single genotype

(3/5 vs. 2/12 hospitals respectively, P>0.05). Simi-

larly, cytopathogenicity was greatest among strains

from hospitals reporting hospital-acquired LD cases

than those without clinical cases (4/11 vs. 1/6 hospitals

respectively, P>0.05).

DISCUSSION

It is not clear why some hospitals with environmental

colonization by L. pneumophila have nosocomial

LD and others do not. This is often attributed to
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Fig. 1. Cytopathogenic groups of the different environmen-

tal isolates. Data of each isolate are represented by a point
and error bars represents standard deviations. Mean data of
each cytopathogenic group is represented by a horizontal

bar. Groups were established with the K means cluster
analysis (SPSS). The CPED50 groups were statistically dif-
ferent (P<0.001, Kruskal–Wallis test).
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differences in engineering design and maintenance,

bacterial concentration at peripheral points (taps and

shower faucets) and host susceptibility. The virulence

of the bacteria is also thought to play a major role.

We found that all environmental isolates of

L. pneumophila tested were able to infect and grow

in U937 macrophage-like cells resulting in a signifi-

cant cytopathic effect. Almost three-quarters of the

strains fell into weakly cytopathogenic groups and

were invariably non-sg1; half of the 10 strains of sg1

were grouped as strongly cytopathogenic. Moreover,

strains from mixed Legionella populations in water

systems were more often cytopathogenic than those

recovered in single strain culture and importantly, this

association held for environmental strains from hos-

pitals with cases of LD compared with those free of

cases.

It is well established that Legionella spp. differ in

virulence determined by cytopathogenicity and other

assays and can be grouped accordingly [14, 19,

22–25]. However, there are few studies evaluating

virulence traits of environmental isolates of L. pneu-

mophila [10, 18, 24, 26]. Most cases of disease are

caused by sg1 strains and, consequently, it has been

suggested that this serogroup is more virulent than

other serogroups of L. pneumophila, but this has not

been demonstrated experimentally [14, 26, 27].

The higher cytopathogenicity of L. pneumophila

from mixed strain populations in water systems has

not been previously described but our data are

consistent with the finding of the coexistence of dif-

ferent L. pneumophila genotypes in cooling towers

where the limitation of nutrients in the non-potable

water induces an overgrowth of the most virulent

strain and displacement of other strains leading to an

outbreak of disease [28]. Indeed, it has been demon-

strated by in vitro studies that depleted nutrients en-

hance the expression of virulence traits [20]. The

coexistence of more than one strain population in the

hospital water distribution system may provide the

microbial complexity to facilitate biofilm formation

and intracellular growth in protozoa. L. pneumophila

growing within amoeba changes phenotypically and

exhibits increased invasion ability [29] compared with

cells grown in conventional media. The similarities in

the model of intracellular infection between protozoa

and alveolar macrophages [30] suggest that the viru-

lence of L. pneumophila for alveolar macrophages is a

consequence of its evolution as a parasite of amoeba

[31]. Thus, considering that protozoa are important

determinants in the ecology of L. pneumophila in

aquatic environments, studies to determine the dif-

ferent populations of amoeba in water supplies of

hospitals and the ability of different strains to grow in

them and alveolar macropages would be informative

of the ecology and pathogenicity of the species.

Hospitals harbouring cytopathogenic strains of

L. pneumophila strains in water supplies tended to re-

port hospital-acquired LD cases more frequently.

Unfortunately, owing to a lack of active surveillance

clinical isolates were not available for comparison

with the environmental isolates. However, several

authors have noted the importance of strain virulence

in the appearance of hospital-acquired LD since in

hospitals colonized by more than one strain genotype,

the clinical strain was often identical to the most

virulent environmental strain [16, 17].

Some authors have pointed out that the presence

of Legionella spp. in a hospital water distribution

system, the use of specific techniques for the diagnosis

of Legionella pneumonia and in-patient host factors

such as immunosuppression, are the most important

prognostic factors for the appearance of hospital-

acquired cases [1]. Nevertheless, since the complete

eradication of Legionella spp. from a potable water

distribution system is impossible without highly cost-

effective disinfection methods, knowledge of the

cytopathogenicity of an environmental Legionella

spp. isolate may be useful in evaluating the risk of

the emergence of hospital-acquired LD from a con-

taminated water source.
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Fig. 2. Intracellular growth of cytopathogenic groups of
L. pneumophila isolates in co-cultures with U937 macro-

phage-like cell monolayers. e, Cytopathogenic group 1;
&, group 2; #, group 3; m, group 4; r, group 5. The
values are the mean of groups and error bars represents
standard deviations.
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Abstract

The molecular epidemiology of clinical and environmental Legionella species

isolates was studied in seven hospitals from 1989 to 2006. The number of

environmental pulsed field gel electrophoresis (PFGE) patterns ranged from one

to nine according to the hospital. Genomic PFGE pattern persistence was observed

in 71% of the hospitals, even after 17 years in some hospitals, and the relationship

between environmental and clinical isolates was established. The isolates asso-

ciated with hospital-acquired Legionnaires’ disease corresponded to the persistent

environmental PFGE patterns of Legionella pneumophila in potable water supplies.

Introduction

Legionella has frequently been recovered from potable water

systems in hospitals. The colonization of hospital water has

been linked to cases of hospital-acquired Legionnaires’

disease (Sabria et al., 2002). Studies of molecular typing by

pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) have been demon-

strated to be useful in the investigation of nosocomial

Legionella infections (Luck et al., 1998; Fry et al., 2000).

Likewise, molecular studies of environmental Legionella

isolates suggest that these bacteria have great molecular

subtyping diversity (Chang et al., 1996; Fry et al., 2000;

Sabria et al., 2001). Because of this genomic diversity and

their wide distribution in aquatic environments, it is very

common to isolate more than one clone of Legionella species

in the water distribution systems of hospitals (Luck et al.,

1998; Sabria et al., 2001). In a previous study, it was

observed that 85% of the hospitals tested in Catalonia

(north-east Spain) were colonized by Legionella, and every

hospital presented its own PFGE patterns not shared by the

other centers (Sabria et al., 2001).

Despite the persistence of PFGE patterns of Legionella in

the water distribution systems of selected hospitals (Chang

et al., 1996; Grattard et al., 1996; Marrie et al., 1999; Rangel-

Frausto et al., 1999; Fry et al., 2000; Darelid et al., 2004), the

relationship between these persistent subtypes and nosoco-

mial Legionellosis has not been widely investigated (Visca

et al., 1999; Oberdofer et al., 2007). In this study the genetic

variability and stability of PFGE patterns of Legionella

pneumophila isolates in the water distribution systems

from seven hospitals are described. In addition, the relation-

ship between the PFGE patterns exhibited by the environ-

mental and clinical L. pneumophila isolates in five hospitals

that reported cases of hospital-acquired Legionnaires’

disease is presented.

Materials and methods

During an 18-year period (1989–2006) the authors’ Legio-

nella Laboratory has analyzed many clinical and environ-

mental isolates of Legionella for molecular typing. The

Legionella PFGE data belonging to the isolates in this culture
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collection from seven hospitals were reviewed, which com-

prised 222 environmental (range: 7–92 isolates/hospital)

and 28 nosocomial clinical isolates (range: 1–13 isolates/

hospital). The isolation period ranged from 6 to 17 years for

each hospital. The clinical isolates were derived from five

of the seven hospitals, with each isolate corresponding to a

single patient.

Genotyping

For chromosomal DNA subtyping (PFGE), genomic DNA

was prepared as described previously with some modifica-

tions (Sabria et al., 2001). Fragments of DNA were separated

in a 1% agarose gel prepared and run in 0.5� Tris-borate-

EDTA buffer (pH 8.3) in a contour-clamped homogeneous

field apparatus (CHEF DR II system; Bio-Rad, Ivry sur

Seine, France) with a constant voltage of 5 V cm�1 and

increasing pulse times (5.6–50.6 s) at 14 1C for 24 h. The

lambda ladder PFG marker (New England Biolabs) was

included as a molecular weight marker.

Band pattern analysis was carried out by the unweighted

pair group method using arithmetic averages (UPMGA)

with the Finger Printing II software (Bio-Rad, Irvin,

France). Isolates with a PFGE pattern that differed by Z1

band were considered to belong to different PFGE genotypes

and were designated with capital letters.

Results

Environmental genomic variability

All environmental isolates analyzed were L. pneumophila,

except in one hospital (hospital V) where Legionella non-

pneumophila was also typed. PFGE showed a high degree

of genomic variability among the environmental isolates of

Legionella. The number of environmental PFGE patterns

varied according to the hospital, ranging from one to nine

indistinguishable PFGE patterns (Tables 1 and 3). Each

hospital produced its own environmental PFGE patterns,

and they were not shared with the other centers.

Environmental persistence

The persistence of the different PFGE patterns recovered

from the water distribution systems of the seven hospitals

is shown in Tables 1 and 3. The environmental positive

sampling intervals in each hospital ranged from 6 (hospital

VII) to 16 years (hospital I), except in hospital VI where a

second sample was not available.

Table 1. Distribution of environmental isolates PFGE patterns

Hospital

Study

period Legionella species

PFGE

pattern

Environmental

persistence

(Years)

Year of isolation (n)�

1990 1991 1996 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006

I 1990–2006 L. pneumophila sg. 1 A 16 3 3 3 19 4 2 1 18 10

L. pneumophila nonsg.1 B 12 3 2

L. pneumophila sg. 1 C 1 5 1

L. pneumophila sg. 1 D 4 2 1

L. pneumophila sg. 1 E – 1

L. pneumophila nonsg. 1 F 10 1 1 2

L. pnemophila sg. 1 G – 1

L. pneumophila non-sg. 1 H – 6

L. pneumophila nonsg. 1 I – 3

II 1991–2005 L. pneumophila sg. 1 J 14 2 27

L. pneumophila sg. 1 K – 1

III 1996–2003 L. pneumophila nonsg. 1 L – 2

L. pneumophila sg. 1 M – 8

IV 1996–2003 L. pneumophila sg. 1 N 13 4 2 13 3

L. pneumophila sg. 1 O – 2

L. pneumophila nonsg. 1 P 2 3 3 1

V 1996–2006 L. pneumophila sg. 1 Q – 2

L. pneumophila nonsg.1 R 10 3 1 4

L. pneumophila nonsg.1 S 6 9 9

L.nonpneumophila T 1 10 5

VI 1996 L. pneumophila nonsg.1 U – 9

VII 1996–2002 L. pneumophila sg. 1 V – 2

L. pneumophila nonsg.1 W – 2

L. pneumophila. nonsg.1 X – 3

�n, number of isolates that present the PFGE patterns.
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Clinical genomic variability

All the clinical isolates analyzed belonged to Legionella

pneumophila species (Tables 2 and 3). Legionella infection

in each hospital was associated with a unique PFGE pattern,

except in hospital IV where two different PFGE patterns

were recovered from two patients (patient 1, PFGE pattern

N and patient 2, PFGE pattern P; both PFGE patterns

corresponding to distinct serogroups of L. pneumophila).

Environmental and clinical correlation

In five hospitals, the isolates associated with hospital-

acquired Legionnaires’ disease exhibited the PFGE pattern

corresponding to the environmental Legionella PFGE

pattern persisting longest in the water distribution system

(Table 3). The other Legionella PFGE patterns found in

the water supply systems did not cause any documented

infectious episode. In hospitals I and VI the isolates

associated with infection in 1989 and 2003, respectively

(no environmental samples were available at this time in

these hospitals), were later related to the environmental

isolates, suggesting persistence of the environmental sub-

types for 18 years (hospital I) and 8 years (hospital VI),

respectively.

Discussion

Legionella pneumophila colonizes water pipes in a large

number of facilities. In this study the large genomic varia-

bility among environmental isolates of L. pneumophila from

the water distribution systems of hospitals was demon-

strated. The fact that each hospital exhibited its own PGFE

patterns not shared with other PFGE patterns from other

hospitals confirmed a previous observation (Sabria et al.,

2001). Moreover, despite the variability of genetic subtypes

observed during different sampling periods, some PFGE

patterns persisted longer than 17 years. It is noteworthy that

most of the isolates associated with the infectious episodes

corresponded to the PFGE pattern persisting longest in the

hospital water environment.

The large PFGE genomic variability demonstrated in

this study has not been observed by other authors. Using

amplified fragment length polymorphism (AFLP), other

researchers (Darelid et al., 2004) identified the same AFLP

pattern in three out of six Swedish hospitals located

within an area of 100 km. Lawrence et al. (1999) reported

the wide distribution of a particular PFGE pattern within

the Paris area, despite the similarity criteria used by these

authors being less discriminatory than that used in the

present study.

Table 2. Distribution of clinical isolates PFGE patterns

Hospital Study period Legionella species

PFGE

pattern

Year of isolation n�

1989 1990 1991 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006

I 1989–2002 L. pneumophila sg. 1 A 3 5 2 2 1

II 2005 L. pneumophila sg. 1 J 5

III 2003 L. pneumophila sg. 1 M 1

IV 2001–2003 L. pneumophila sg. 1 N 1 1

L. pneumophila nonsg. 1 P 3

VI 1996–2004 L. pneumophila nonsg.1 U 3 1

�n, number of isolates that presented the PFGE patterns. Each isolate was from a clinical case.

Table 3. Persistence of environmental PFGE patterns and correlation with clinical isolates

Hospital Study period

Environmental isolates
Clinical isolates Correlation of clinical and

environmental PFGE patterns

(PFGE pattern)

No. of PFGE

patterns

Persistence of

PFGE patterns (n�)

No. of PFGE

patterns

I 1989–2006 9 Yes (5) 1 Yes

II 1991–2005 2 Yes (1) 1 Yes

III 1996–2003 2 No 1 Yes

IV 1996–2003 3 Yes (2) 2 Yes

V 1996–2006 4 Yes (3) – NAz

VI 1996–2004 1 NAw 1 Yes

VII 1996–2002 3 No – NAz

�n, number of persistent PFGE patterns.
wNA, Not applicable. No second sample available.
zNA, Not applicable. No sample available.
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The factors causing greater or lesser genetic diversity in

some areas are unknown. Moreover, the factors related to

the presence of one or several clones, or those that influence

the appearance or disappearance of specific subtypes, re-

main to be explained, as does the persistence of some clones

in the environment. Some authors have attributed the

changes in L. pneumophila isolates typed (appearance/

disappearance) to the disinfection measures used (Struelens

et al., 1992; Darelid et al., 2004; Perola et al., 2005; Triassi

et al., 2006).

The quality of the water or continuous disinfection

procedures of the potable water supplies in hospitals may

influence the observed genomic variability. Different disin-

fection methods such as superheat-and-flush, hyperchlor-

ination and copper–silver ionization were used in the

hospitals studied during the study period, with a concomi-

tant increase in the variation of PFGE patterns observed.

In spite of all these different methods, the molecular PFGE

patterns related to the clinical cases were maintained

throughout the study period.

It is assumed that Legionella arrives in potable water

distribution systems from the mains of the cold water

network at concentrations undetectable by routine labora-

tory methods. Once the system has been colonized in the

presence of favourable conditions the bacteria may live free

in the planktonic phase or as an intracellular parasite of

protozoa within the complex microbial structure of the

biofilm. The presence of a biofilm throughout the water

distribution system facilitates the growth of Legionella and

interferes with the environmental stressful conditions.

Therefore, it is possible for different PFGE patterns of

Legionella to cohabit over time in the water distribution

systems, albeit at almost undetectable levels.

A change in the environment, such as may occur on

application of disinfection measures, causes the ecological

niche to destabilize and the inocula of the predominant

subtypes in the water to diminish, allowing other subtypes,

previously in the minority, to overgrow. The fact that the

disinfection measures used were more effective in the

planktonic phase than in the biofilm and could not eradicate

the microorganisms present in the water distribution sys-

tems could be the reason for the persistence of colonization.

The acquisition of mechanisms of resistance in Legionella

to disinfection measures such as hyperchlorination or

copper/silver ionization has been reported in a few studies

(Kuchta et al., 1985; Mietzner et al., 2005). On the contrary,

the associations protozoa–Legionella and Legionella-biofilm

have been demonstrated to be more resistant to disinfection

measures either by the ability of Legionella to grow within a

protozoa or enter in a viable but not-culturable (VBNC)

status (Kilvington et al., 1990; Hwang et al., 2006). Thus,

when starvation conditions are reduced, the Legionella again

colonizes the water system.

It remains unknown as to which factors cause some

environmental subtypes to produce infection where as other

subtypes do not. In this study, clinical isolates from the same

patients showed the same PFGE pattern (data not shown),

whose high prevalence in each water distribution system and

persistence over time showed a better adaptation to the

ecological niche than other Legionella subtypes. Whether it

is the greater virulence of these subtypes or the simple fact of

being in higher numbers and persisting longer that leads to

their association with clinical cases remains under debate.

It is known that environmental Legionella isolates can

express different degrees of virulence, even though their

relationship with the appearance of episodes of infection is

controversial (Bollin et al., 1985; Luck et al., 1994; Marrie et al.,

1999). The authors have observed that hospitals colonized by

L. pneumophila strains with greater cytopathogenicity have a

trend to present a larger number of cases of hospital-acquired

Legionnaires’ disease (Garcia-Nuñez et al., 2000).

Because molecular typing is performed on a random

number of environmental isolates, the possibility of other

subtypes coexisting within the environment of those se-

lected cannot be ruled out. In the hospitals studied, an

average of 9.3 environmental isolates were analyzed per year.

Therefore, if more isolates had been available in some

samplings, it is likely that a higher frequency of hospitals

containing more PFGE patterns or demonstrating genomic

persistence would have been observed. In a long-term retro-

spective study such as the present one, it has been taken into

account that since 2001 Spanish regulations require environ-

mental surveillance in hospitals. Before this law, surveillance

was performed according to the criteria of each hospital and

the degree of awareness about the subject. Another limita-

tion may be the variations in the surveillance systems and

methods of Legionella detection from hospital to hospital,

thereby not guaranteeing that all nosocomial pneumonias

were tested for Legionella during the study period. Likewise,

the low productivity of sputum cultures and the fact that this

was not a study of active legionellosis surveillance made it

difficult to obtain more clinical isolates to evaluate.

In conclusion, this study demonstrated a high genomic

variability of Legionella subtypes in the water distribution

system of seven hospitals, and the persistence over time of

those Legionella subtypes associated with most of the

Legionella infection episodes. These observations may justify

a periodic genotype analysis of environmental isolates to

determine the prevalence of more colonizing or predomi-

nant Legionella subtypes as well as the impact of disinfection

measures on them.
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