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Los viajes de |la Legionella




Viaje de ida de |la Legionella:
Desde la naturaleza hasta el pulmon
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'l just want to know how this
happened': Wife of
Legionnaires' disease patient
speaks out

Updated: 16 hours ago
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“Solo quiero saber como sucedio esto”: habla la
esposa de un paciente con Enfermedad del

Legionario. Brote Marshalltown (USA) 2025

Ademas de lo que sienta el paciente o su familia,
la sociedad y la ciencia también reclama conocer
“qué ha pasado”




Para dirimir las responsabilidades, es

== necesario determinar cientificamente
qué instalacién ha causado la infeccion y
qué incumplimientos legales y/o de buenas
practicas se han cometido

* Objetivos:

* recompensar los danos a los enfermos o falleci

* evitar que se repitan los casos o brotes
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El viaje de vuelta de la Legionella desde el pulmdn
hasta la instalacion

Un viaje dificil y que no siempre se llega al destino
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Actuaciones ante casos o brotes
de legionelosis.

La autoridad sanitaria coordinara las actuaciones de todos

los profesionales, empresas, entidades o administraciones
que intervengan en la investigacion.




También el titular o cualquier otra entidad implicada en la instalacion puede
llevar a cabo sus propias investigaciones (analisis, auditorias, informes
técnicos, ...) pero siempre respetando las decisiones de la autoridad
sanitaria y no entorpeciendo en ningun momento la investigacion oficial

Los resultados de las investigaciones de parte
podrian servir de elementos de prueba de
defensa en caso de un proceso administrativo
y/o judicial para oponerse a una acusacion o
demostrar su inocencia
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ARABS JOIN THE PARTY: ACCESS, the nation's largest Arab-American community
noaprofit organization, and its Arab-American National Museum will host the first
ever Arab-Am: an cultural tent at the 38th annual Dearborn Homecoming. The
event is a free, three-day lestival with music, a carnival and fireworks. It runs
through Sunday at Ford Field Park, 500 Monroe in Dearbarn. More info:
www.cityofdeurborn orgfhomecoming
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La torre de refrigeracion

Outbreak Legionnaires' Disease Infectious Diseases Public Health

News Article ®

Fatal Legionnaires’ Disease Cluster Hits
New York
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Fases de la investigacidon de casos y brotes

MiZeE. Ui

Diagndstico médico y declaraciéon de la enfermedad ( descubrimiento )
Investigacion epidemioldgica ( hipdtesis )

Investigacion ambiental ( busqueda )

Investigacion microbioldgica ( confirmacion )

Informe de conclusiones (responsabilidad)

Expediente administrativo, infracciones y sanciones

Fase judicial a instancias de parte o de fiscalia

3. Sentencias con penas e indemnizaciones




1. EL DESCUBRIMIENTO

DIAGNOSTICO DE LA
ENFERMEDAD DE LEGIONARIO

El cultivo es el mejor método
para conocer la identidad de la
Legionella que causa la
enfermedad

Respiratory Tract
Specimens

Urine

Cultural isolation
PCR

LAMP

mNGS

Mass spectrum

DFA
IFA
EIA
ELISA

Mass spectrum

‘.“—* Urinary antigen test

Bai, L.; Yang, W.,; Li, V. Clinical and Laboratory Diagnosis of Legionella Pneumonia. Diagnostics 2023,13,280.




PORCENTAJE DE METODOS UTILIZADOS EN EL DIAGNOSTICO DE
LEGIONELOSIS. (UNION EUROPEA - NEW YORK CITY)

METODO UNION EUROPEA 2021 | NEW YORK CITY 2022 2

Cultivo de esputo o secrecion 11 8,9
bronquial
P.C.R. de esputo o secrecion 12 9,5
bronquial
Antigeno urinario (LP Sg. 1) 89 94,1

Porcentajes (%) no excluyentes

1. European Centre for Disease Prevention and Control. Legionnaires’ disease. In: ECDC. Annual Epidemiological Report

for 2021. Stockholm: ECDC; 2023.
2. Legionnaires’ Disease in New York City: 2019-2022 Surveillance Report. NYC Health. 2023.



Diagnostico de
la Enfermedad
del Legionario

RAZONES DE LA ESCASA UTILIZACION DEL CULTIVO DE
SECRECIONES BRONQUIALES

* Los médicos creen que no es necesario hacer mas
analisis si ya tienen un Antigeno urinario positivo (sélo
para LP Serogrupo 1)

* Muchos pacientes no pueden expectorar y la muestra
recogida no es representativa del tracto respiratorio
inferior

* La aspiracion forzada puede ser molesta y en ocasiones
perjudicial para el paciente

* El resultado puede estar enmascarado por toma previa
de antibidticos



Real Decreto
2210/1995, por el que
se crea la red nacional

de vigilancia

epidemiologica

DECLARACION

La LEGIONELOSIS esta incluida en la Lista de
Enfermedades de Declaracion Obligatoria
(declaracidon semanal).

La declaracién corresponde realizarla a los médicos y
a los centros sanitarios, tanto del sector publico
como privado.

Cuando haya un brote epidémico, la declaracion es
obligatoria y urgente.

El infradiagndstico y la infradeclaracion son
frecuentes y, obviamente, no cuantificables.

La incidencia de casos (sobre todo esporadicos y
pequeiios brotes) debe ser mucho mayor.



2. La hipotesis
Fase descriptiva: para observar y analizar la
distribucion de la enfermedad por tiempo,

: : ., lugar y persona
La investigacion

epidemiologica

Fase analitica: para formular y verificar
hipotesis que permitan identificar las causas y
factores de riesgo




ENCUESTA
EPIDEMIOLOGICA

Permite obtener informacién rapida, uniforme y sencilla,
para plantear una hipotesis de partida.

Debe ser protocolizada pero también flexible, para
obtener informacién relevante de cada caso

En ocasiones, es muy dificil obtener datos fiables porque
el enfermo esta en estado critico, con facultades
intelectuales mermadas por su edad o situacion,...

Es complejo que el enfermo o su familia recuerde las
posibles exposiciones en los ultimos 10 dias respecto a
edificios, desplazamientos, instalaciones,...



Mapa 5.- Densidad de Casos por Kilé o Ci - (Modelo 1)
O O G |
Ve
Ry
/7
< i E O I_O A I_l 2 ( | O N Legionnaires' disease GIS Tool (ECDC)
Step 1. Add data + S
N
cases  (0000] ({5 () @ 'mportCsV | ExportCsv o
Sources  (0000] (&) () (8 Import CsV | Export Csv
Population e //
/
NORWAY
Step 2. Select a model Stockholm
© Model 1: Case density .
Model 2: Disease risk BROAD STREET PNEUMONIA
Model 3: Buffer density 4
Model 4: Buffer risk & 2
o T T T T
26 .
LEGIONNAIRES' DISEASE i
244 - [C) LEGION CONVENTIONEER
224 - OTHER
20
0 18
K
o 16
144
12
104
6
64
Y Residentes 4
A Visitantes 2
@ Ingresados
3 3 3 3
A& & -
7 S 17
Pigura 3. Distsibuciin de os casos do newmania por Legiomela paeumophila segin ol lngar do esidencia £ 8080 IE e ;:L 198012224, . 26.:28.:30. 0, 2".8 :uc" 13
L AMERICAN LEGION CONVENTION




CASOS ESPORADICOS/ASOCIADOS A BROTES DE
LEGIONELOSIS. ESPANA. 2023.

INCIDENCIA DE
CASOS SEGUN
APARICION

390; 17%

1875; 83%

m ESPORADICOS = ASOCIADOS A BROTES

Cano Portero R, Martin-Mesonero C, Amillategui-Dos-Santos R. Estudio epidemioldgico de la legionelosis en Espafa.
ARo 2023. Boletin Epidemiolégico Semanal. 2024;32(2):94-104



PORCENTAJE DE CASOS
DE LEGIONELOSIS
SEGUN AMBITO DE
APARICION

ESPANA. 2024

Fuente: ECDC

N

® COMUNITARIO = ASOCIADO A VIAIJES

NOSOCOMIAL

OTROS



- Basada siempre en la informacién epidemioldgica y datos
historicos

3. LA BUSQUEDA

- Actuacion rapida por la alerta sanitaria y para evitar
enmascaramientos y “desinfecciones previas”

- Inspeccion del ambito geografico y las instalaciones

INVESTIGACION

- Toma de muestras y revision del cumplimento de las normas
AMBIENTAL

- Adoptar medidas urgentes de policia sanitaria (paralizacién,
desinfeccion, reparacion,...) '

- Si se sospecha que una instalacion pueda ser la fuente y el
primer muestreo es negativo, hay que seguir muestreando porque
la misma Legionella persistira y podra detectarse en un futy




M PO RTAN CIA D E Real Decreto 487/2022, por el que se establecen

los requisitos sanitarios para la prevencion y el

_OS R E G I ST ROS D E control de la legionelosis.
NSTALACIONES

* Las personas titulares de torres de refrigeracion y
condensadores evaporativos estan obligadas a
notificar su existencia a la autoridad sanitaria.

* Las empresas de servicios externos estaran
obligadas a solicitar por escrito a la persona
9 titular de la instalacion la justificacion de la
notificacion de la instalacion y, en caso de no
disponer de la misma, deberdan proceder a
informar por escrito a la persona titular de Ia
citada instalacion, con copia a la autoridad
sanitaria.

* Las administraciones sanitarias, en el marco de
P S | sus  competencias, podran ampliar la

: .'/ ‘ obligatoriedad de notificacion a otras
: i instalaciones.




ALGUNOS NUMEROS

SOBRE INSTALACIONES
DE RIESGO EN ESPANA

Fuentes oficiales diversas

TIPO INSTALACION/
EDIFICIO

Hoteles

Campings

Alojamientos rurales

Hospitales

Residencias geriatricas

Centros educativos

Gimnasios

Piscinas Hidromasajes (segun SILOE)

Torres de refrigeracion y condensadores evaporativos
Clinicas dentales

Fuentes ornamentales (en ciudades de Madrid y
Barcelona)

Instalaciones deportivas

Gasolineras con autolavado

Estaciones depuradoras aguas residuales

Otras instalaciones...

NUMERO
APROXIMADO

11.323
580
15.750
850
5.567
28.816
3.939
1.607
15.590
24.000

920
79.500
2.540

2.232
277



INSTALACION S
ASOCIADA/CONFIRMADA
DE BROTES CONOCIDOS
DE LEGIONELQOSIS.

2019-2024 N=231

=1/

® TORRE DE REFRIGERACION AGUA SANITARIA
® JACUZZI/SPA m RED AGUA POTABLE
® DESCONOCIDA ® OTRAS

Fuente: Elaboracion propia. https://microservices.es/legionela/ultimos-brotes-de-legionellosis



4. LA CONFIRMAC

INVESTIGACION
MICROBIOLOGIC

MATCHING o EMPAREJAMIENTO

Coincidencia de la Legionella de los enfermos y la de una
instalacién contaminada sospechosa de ser fuente del caso o del
brote.

Aporta pruebas sdlidas que permite identificar la fuente de la
infeccion, adoptar medidas de control y establecer las
responsabilidades.

Las técnicas mas habituales son:

cultivo con determinacidn de especie y serogrupo
subtipo monoclonal

electroforesis de gel en campo pulsante (PFGE)
tipificacion basada en secuencias (SBT)
secuenciacion del genoma completo (WGS)

CEEE




CULTIVO EN PLACA CON DETERMINACION DE
ESPECIE Y SEROGRUPO

* El método de cultivo sera el método de referencia para Legionella
(UNE-EN 1SO 11731:2017)

» Detectar solo Legionella spp o LP Sg. 1 no aporta conclusiones,
sino que debe ser el principio de una investigacion microbioldgica

e Hay un total de 68 especies del género Legionella.

* 31 detectadas a partir de muestras de enfermos y, por tanto,
capaces de causar enfermedad.

» 37 especies detectadas sdlo en muestras ambientales y, por tanto,
se desconoce si pueden causar enfermedad.



Porcentaje sobre
Especies de Legionella por cultivo causantes de o

~ 890 78,55
enfermedad. Espafia. 2012-2022. n= 1.133 . ] B
— 14 1,24
10 5 0,44
3 0,26
Lcincinnatiensis | 1 0,09 — 2 018
13 1 0,09

11 0

15 0
Gonzalez-Rubio, J.M.; Cascajero, A.; Baladrdn, B.; Gonzalez-Camacho, F. Characterisation 3 0,26

of Legionella Clinical Isolates in Spain from 2012 to 2022. Microorganisms 2024, 12,1253



SUBTIPADO CON
ANTICUERPOS
MONOCLONALES.

PANEL
INTERNACIONAL
DE DRESDEN

Detecta las diferencias antigénicas menores en la superficie celular
bacteriana para Legionella pneumophila serogrupo 1

Es una técnica no genética relativamente simple que clasifica en
dos subtipos:

* MADb 3/1 positivo: PONTIAC (Philadelphia, Knoxville, Benidorm,
Allentown/France)

* MADb 3/1 negativo: OLDA (Olda, Bellingham, Camperdown,
Heysam,...)

El subtipo PONTIAC tiene mayor patogenicidad (antigeno de
virulencia lag-1)

La mayoria de los casos y brotes son PONTIAC mientras que la
mayoria de los aislados ambientales son OLDA.



BROTES DE LEGIONELLOSIS CON MAS DE 30 CASOS EN ESPANA

Localidad SN N2 Casos | Cepa Subtipo Monoclonal Porcentaje de enfermos por Legionella pneumophila sg. 1 segin
Luchente 1983 35LP1 No publicado subtipo monoclonal. Espaha. 2012-2020

Castillejos 1983 81LP1 No publicado

Calella 1984 32LP1 No publicado

Barcelona 1988 S6LP1 No publicado ANTICUERPO SUBTIPO MONOCLONAL % DE CASOS QUE HA

MONOCLONAL CAUSADO

MADb 3/1 Positivo Allentown/France
— T Ta— Grupo Pontiac

=one o PR
Alcoy 1999 180 Knoxville Philadelphia

Barceloneta 2000 54 Philadelphia
Total 85,0

Almunecar 1991 91
Alcald Henares 1996 224

Philadelphia

Knoxville

Vigo 2000 35No publicado  No publicado

Murcia 2001 449_ Philadelphia MAb 3/1 Negativo
Matard 2002 113_ Philadelphia Grupo “
Zaragoza 2004 32_ No publicado Olda/BeIIingham
Vallcarca 2004 30LPLPONTIAC No publicado
Vich-Gurb 2005 55LPLPONTIAC  Philadelphia
Pamplona 2006 146_AIIentown/ France Total 15’0

Calpe 2012 43_AIIentown/ France

Mostoles 2014 46_AIIentown/France

Sabadell 2014 48_ Knoxville

Manzanares 2015 593_ Philadelphia

FUENTE: ELABORACION PROPIA/ISCHI B e



EN CUALQUIER MUESTRA POSITIVA DE LP SG. 1, SIEMPRE ES CONVENIENTE REALIZAR EL SUBTIPO MONOCLONAL,
PORQUE NOS DETERMINA LA MAYOR PATOGENICIDAD DE LA BACTERIA Y EL MAYOR RIESGO DE UNA INSTALACION

AP EF A AT T

. AN P
seph,Comparison of clinical and gione I "bge mop ila obtained in the UK
n, Volume 13, | 2007. ' St e 4

@ A ‘e
Porcentaje de aislados ambientales segun subtipo Porcentaje de enfermos por Legionella pneumophila
monoclonal de LP sg. 1. Reino Unido. 1980-1998* g sg. 1 segun subtipo monoclonal. Espafia. 2012-2020
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Carriles gel de PFGE:

8 9 10 11 12 13
) b wost ) e, ot
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1 Control de Pm
2 Cepa humana 1015/04 (tipo A)
3 Cepa humana 1016/04 (tipo A)

4 Cepa humana 1017/04 (tipo A)
5 Cepa ambiental 948/04 (tipo B)
6 Cepa ambiental 951/04 (tipo A)
7 Cepa ambiental 955/04 (tipo B)
8 Cepa ambiental 957/04 (tipo A)
9 Cepa ambiental 960/04 (tipo A)
10 Cepa ambiental 963/04 (tipo C)
11 Cepa ambiental 965/04 (tipo A)
12 Cepa ambiental 971/04 (tipo A)

13 Cepa ambiental 972/04 (tipo B)

Estudio de biologia molecular: electroforesis en gel de campos pulsantes (PFGE) con
cepas humanas y ambientales relacionadas con el brote de legionelosis de Vallcarca.
Fuente: Dra. Carmen Pelaz, Centro Nacional de Microbiologia.

ELECTROFORESIS DE GEL EN
CAMPO PULSANTE (PFGE)

Es un tipo especial de analisis que permite separar
fragmentos de DNA extremadamente grandes.

Los fragmentos de DNA se separan nitidamente en
bandas de electroforesis.

Tiene un elevado
reproducibilidad.

poder discriminatorio y

Es un proceso largo y necesita un equipo especial
?/ solo algunos laboratorios la puedan realizar, por
0 que cada vez se utiliza menos
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Es el método de tipado actual "estdndar de oro" para la
investigacion de brotes causados por Legionella
pneumophila.

Consiste en analizar mediante PCR la secuencia de siete
genes (flaA, pilE, asd, mip, mompS, proA y neuA).

El Grupo Europeo de Estudio para Infecciones de Legionella
(ESGLI) dispone de un listado de SBT con mds de 3.000 tipos.

La secuencia obtenida se compara con la base de datos SBT-
ESGLI para obtener el tipo correspondiente vy, si no coincide,
se le asigna un nuevo numero.

Se puede aplicar a la bacteria aislada en cultivo y también
desde la propia secrecion bronquial.

Baja resolucion del SBT por la diversidad de tipos encontradas
en las muestras ambientales

Tipificacion basada en
secuencias (SBT)

ESCMID STUDY GROUP
@) E S G L | FOR LEGIONELLA INFECTIONS
0.0
O

European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases

Sequence-Based Typing protocol for epidemiological typing of
Legionella pneumophila

VERSION 5.0



SECUENCIACION DEL GENOMA COMPLETO (WGS)

* WGS caracteriza mejor la cepa en comparacién con la PFGE o SBT para determinar la fuente de las
infecciones.

* La baja resolucion del ST favorece el uso de la secuenciacion del genoma completo (WGS) o tipificacion
de secuencia multilocus del genoma central (cgMLST) en las investigaciones de brotes.

Todavia hay inconvenientes para el uso rutinario del WGS:

Imposibilidad de secuenciar directamente a partir de muestras clinicas

Falta de bases de datos gendmicas completas y de acceso libre con las que comparar

Falta de software de interpretacion de datos

Relacion coste-beneficio del WGS frente a los métodos de tipificacion

En un futuro, podria llegar a convertirse en el “gold standard”




¢CUALES LA * Cultivo para determinar especie y
PRACTICA serogrupo
HABITUAL EN LA
INVESTIGACION

MICROBIOLOGICA? * SBT

e Subtipo monoclonal




¢ POR QUE ES TAN
DIFICIL CONFIRMAR
LA FUENTE DE LOS
CASOS O BROTES DE

LEGIONELOSIS 7

Los niveles de Legionella en los sistemas de agua pueden fluctuar con
el tiempo dificultando la interpretacién de los resultados

Legionela puede residir dentro de los protozoos y los medios de
cultivo estandar pueden producir resultados con falsos negativos.

Dificultad para aislar Legionela si las muestras contienen altos niveles
de flora contaminante por otros microorganismos.

Bajo condiciones estresantes, Legionela puede entrar en un estado de

Legionella viable pero no cultivable (VBNC) en el que los métodos de
cultivo estandar no la detectaran.

Algunas especies de Legionela capaces de causar enfermedades no
crecen bien utilizando el método de cultivo tradicional de Legionella.



¢ POR QUE ES TAN
DIFICIL CONFIRMAR
LA FUENTE DE LOS
CASOS O BROTES DE

LEGIONELOSIS 7

Muchas veces no se encuentra la posible fuente de exposicion
ambiental durante la investigacion.

Es posible que se hayan tomado muestras después de que se haya
desinfectado la fuente ambiental.

Sélo se dispone de un 10 % de cultivos procedentes de muestras de
los pacientes.

Mas del 80 % de los enfermos, son casos esporadicos no incluidos
dentro de un brote y muchos no se investigan.

Mas del 80 % de los casos se catalogan como comunitarios, porque no
se encuadran en un ambiente o un edificio concreto.



ANTE UN CASO DE LEGIONELQSIS SIEMPRE HAY QUE SER:

CURIOSO ANTE CUALQUIER DESCONFIADO ANTE LA
INCIDENCIA, PRIMERA EVIDENCIA

...Y PENSAR QUE UN CASO PUEDE SER EL PRIMERO DE UN GRAN BROTE
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- Prevencion de Legionella




