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RESUMEN

Introduccidn. La Legionella es una bacteria que causa una enfermedad respiratoria tanto
en la comunidad (relacionada también con el turismo y los viajes) como a nivel sanitario.
La legionelosis nosocomial es un problema muy importante que conlleva una elevada
mortalidad, especialmente a causa de la tipologia de pacientes afectados, entre ellos
inmunodeprimidos y con comorbilidad. El control y la prevencién de la legionelosis en
el agua de un centro sanitario es un reto para la salud publica. La legislacién se acaba de
actualizar a través de un nuevo Real Decreto, desde 2013 estaba en vigor una ley antigua
gue estaba quedando desfasada respecto a los numerosos avances tecnoldgicos. El
control de la Legionella se sigue haciendo principalmente a través del cultivo
microbiolégico, método que da resultados con tiempos de respuesta lentos, no
ofreciendo una representacién del estado real de colonizacién de las tuberias de un
centro sanitario. Ademas, un hospital es estructural y funcionalmente diferente de un
centro residencial o de turismo. Por tal razon los factores de riesgo de colonizacién por
Legionella tienen que ser estudiados en ese entorno.

Objetivos. El Objetivo general de esta tesis es conocer los factores que condicionan la
colonizacion por Legionella en los centros sanitarios teniendo en cuenta la efectividad
de las pruebas diagndsticas disponibles. Los objetivos especificos son: evaluar la validez
del cultivo como estandar diagndstico para la determinacion de Legionella en el agua;
evaluar la efectividad diagndstica de los métodos rdpidos de deteccidn; conocer el riesgo
asociado a las distintas variables directas e indirectas presentes en un centro sanitarioy
elaborar un indicador predictor del riesgo de colonizacién del agua por Legionella en el

ambiente hospitalario.



Material y métodos. Se ha elegido el Hospital Clinico Universitario (HCUV) de Valencia

por ser un hospital de alta complejidad y con las caracteristicas ideales para estudiar
diferentes factores de riesgo para su colonizacion por Legionella. Se disefid un estudio
transversal para utilizar técnicas de evaluacion de pruebas diagndsticas y un estudio de
tipo observacional de casos y controles para poder contestar a los objetivos antes
mencionados. Se tomaron muestras microbioldgicas de los puntos terminales analizados
tanto con el cultivo microbiolégico como con un nuevo método rapido de diagnosis de
Legionella basado en la separacidn inmunomagnética (SIM). Se escogieron diferentes
variables a estudio que pudiesen representar un riesgo de positividad por Legionella. Se
han utillizado los resultados del cultivo y de la SIM comparados por dos laboratorios y
mas de un microbidlogo para elaborar un nuevo estandar diagndstico de positividad
para Legionella con el cual se han estudiado las diferentes variables. Para el estudio de
los factores de riesgo se realiz6 un analisis bivariante, seguido de un analisis
multivariante para ajustar el riesgo por los diferentes factores.

Resultados. Se ha visto que el nuevo estandar tenia una prevalencia de positividad
mayor que el cultivo y la SIM. No se observaron diferencias significativas entre los dos
métodos ni entre los laboratorios. La SIM se reveld mas sensible en agua caliente y mas
especifica en agua fria. Se observé una asociacién positiva del uso poco frecuente de un
punto terminal, mientras que la correcta cloracion del agua se mostré como un factor
protector. No hubo diferencias significativas segun la longitud de la tuberia o el tipo de
agua.

Conclusiones. 1. Los principales factores de riesgo de colonizacion por Legionella son la
poca cloracién del agua fria, el estancamiento del agua en la red de distribucion y el uso

poco frecuente de un punto terminal, mientras que la temperatura alta en agua caliente



supone un factor protector. 2. El cultivo sigue siendo considerado el método de
referencia. No obstante, la SIM puede generar resultados mas sensibles en condiciones
especificas, como por ejemplo en temperaturas altas donde hay mayor presencia de
formas viables pero no cultivables. Ademas, su rapidez (resultados en el mismo dia)
puede ser clave a la hora de aplicar medidas correctoras. 3. Nuestro estudio proporciona
un nuevo indice para evaluar mejor la colonizacién de Legionella en el sistema de agua
de un hospital, que es esencial para identificar factores de riesgo relevantes asociados
con la colonizacién de Legionella. Su uso: (i) podria anticipar la necesidad de un
tratamiento de limpieza y desinfeccidn, y (ii) permitiria evaluar su efectividad. 4. Si
consideramos cada factor y evaluamos su riesgo podemos obtener que una asistencia
ambulatoria, un uso poco frecuente del punto terminal y el agua estancada se revelaron
factores de riesgo. Mientras que una correcta cloracién en agua fria de consumo
humano y una correcta temperatura en agua caliente sanitaria demostraron ser factores
protectores. 5. Considerando todas las variables juntas y ajustadas, se ha establecido

una ecuacion predictora de riesgo de colonizacion.






1. INTRODUCCION






1.1 LA BACTERIA LEGIONELLA

Las bacterias del género Legionella estan presentes de forma habitual en muchos
ambientes naturales y colonizan una gran variedad de sistemas. Crecen de manera
6ptima dentro de los huéspedes protozoarios, como las amebas de vida libre presentes
en los biofilms que recubren las superficies humedas (1-3). La Legionella se puede
transmitir desde fuentes ambientales a través del agua contaminada que se aerosoliza
con posterior inhalacién en el tracto respiratorio de las personas cercanas y susceptibles
(4). Los pacientes infectados por Legionella pueden desarrollar una afeccion similar a la
gripe, de caracter mas leve, llamada fiebre de Pontiac, o una neumonia conocida como
enfermedad del legionario (LD); ambas condiciones se conocen como legionelosis. La
mortalidad de la LD puede alcanzar entre el 3 y el 33 por ciento de las infecciones (5,6).
Las personas con mayor riesgo de desarrollar LD son los ancianos, los hombres, los
fumadores y, especialmente, los inmunodeprimidos, en los cuales la tasa de letalidad

puede alcanzar el 80%, incluso con el tratamiento antibidtico adecuado (5).

Las tasas de LD han aumentado en los Estados Unidos y Europa durante los ultimos 20
afios, lo que sugiere pocos avances en la disminucion del riesgo de Legionella (5,7,8). La
excesiva dependencia de la prueba de antigeno urinario, que solo detecta el serogrupo
1 de L. pneumophila, junto con la baja tasa de pruebas diagndsticas, contribuye a
subestimar el nimero de casos de LD (2,9-13). Aunque L. pneumophila es la especie de
Legionella mas predominantemente aislada en pacientes en América del Norte y Europa
(9,13-16), otras especies pueden provocar enfermedades, como L. micdadei, L.

bozemanii, L. dumoffiy L. longbeachae (6,17).



La Legionella es una bacteria ubicuitaria a nivel acuatico (18). Esta presente en rios, lagos

y agua estancada, siendo en estos lugares parte de la flora microbiana ambiental.

Varios estudios describen también como en otros lugares naturales, como aguas
subterrdneas o de lluvia, es detectable dicha bacteria (19). Otros estudios también la
han aislado en agua de mar (20). Como caracteristica ecoldgica cabe mencionar que

dicha bacteria puede tolerar los medios acidos.

1.1.1 Historia

Se sospecha que los primeros casos de legionelosis pudieron existir antes de su
descubrimiento oficial; como puede ser el brote de Austin, en Minnesota (EEUU) en
1957, con 78 casos de neumonia (21). O, por ejemplo, el brote de Benidorm en Espafia
en el afo 1973 (22), pero todavia no se conocia la bacteria y por tanto no era posible su

diagnostico.

La legionelosis es una enfermedad que se describié por primera vez en 1976 en un hotel
de Filadelfia (Bellevue Stratford) donde se estaba celebrando una convencién anual de
legionarios americanos. En este brote se produjeron 182 afectados y 29 fallecidos,
teniendo un gran impacto mediatico (23). Los primeros estudios microbioldgicos no
consiguieron describir el patégeno que se identifico por Joseph McDad y Charles
Shepard solo seis meses mas tarde (24). Su nombre deriva del hecho de que se aisld la
bacteria de muestras de tejido pulmonar de algunos de los legionarios fallecidos.

Posteriormente, mediante la prueba de inmunofluorescencia indirecta, se demostrd su



relacion con los pacientes del brote. Dada la dificultad para su crecimiento en los medios
de cultivo cldsicos se desarrollé un nuevo medio llamado “Buffered Charcoal Yeast
Extract” (BCYE), actualmente en uso (25). Algunos afios mas tarde se cred una nueva

familia bacteriana.

FIGURA 1. FOTOGRAFIA DEL HOTEL BELLEVUE STRATFORD (FILADELFIA)

Fuente: https://sah-archipedia.org/buildings/pa-02-ph56 (26)

1.1.2 Caracteres generales

Legionella pneumophila es una bacteria de la familia de Legionellaceae. Esta familia

comprende 56 especies y mas de 70 serogrupos (27). De todas las especies, solo algunas



causan enfermedad en el ser humano. Los serotipos que mas se han aislado sonel 1y 6,

siendo el 1 el que causa el 80% de los casos de legionelosis (28).

Las diferentes especies se diferencian en base a la homologia del ADN y de los acidos
grasos de la pared celular. Su identificacién se hace a través de pruebas bioquimicas y

pruebas seroldgicas.

La familia Legionellaceae tiene como caracteristicas microbioldgicas una coloracién
gramnegativa a la tincién Gram, ser acapsulados y asporigenos. Son méviles y flagelados
(figura 2). Presentan un tamano y forma variables: pueden pasar de una longitud de 100

micrometros en cultivo hasta 1,5 micrémetros en las muestras clinicas respiratorias.

Desde un punto de vista metabdlico estas bacterias son aerobias estrictas. Necesitan
hierro para su replicacién y utilizan enzimas como la oxidasa y la catalasa para
defenderse. Para producir la energia necesaria para su supervivencia utilizan
aminodcidos (en vez de hidratos de carbono). Por lo descrito anteriormente, para su
crecimiento en cultivo es necesario un medio que tenga dichas sales minerales y

proteinas, como es el BCYE anteriormente mencionado (figura 3).

FIGURA 2. FOTOGRAFIA DE L. PNEUMOPHILA VISTA AL MICROSCOPIO.

-10-



A la izquierda: fotografia de una colonia de L. pneumophila coloreada con la tincién de Gram y vista a
través de un microscopio éptico (29). A la derecha: colonia de L. pneumophila al microscopio electrénico
(30).

FIGURA 3. PLACA BCYE PARA EL CULTIVO SELECTIVO DE LEGIONELLA (31).

1.1.3 Patogénesis y factores de virulencia

La Legionella tiene diferentes factores de virulencia. Por un lado, destaca la capacidad
replicativa intracelular en el interior de protozoos cuando se encuentra en el ambiente.
Por otro lado, en el momento que infecta a humanos se replica en los macrofagos

alveolares.

Otros aspectos importantes son la adherencia intercelular para poder entrar en la célula
huésped a través de flagelos y pili de tipo 1V, la secrecién de citotoxinas y proteasas (32),

o el bloqueo de la fusidon fagosoma-lisosoma (33).

-11 -
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FIGURA 4. PATOGENESIS INTRACELULAR DE LA LEGIONELLA. (34).

La patogenicidad bacteriana también estd relacionada con el nivel de contaminacion en
la fuente de agua y/o la intensidad de la exposicion. No hay datos para confirmar que se
necesite de una cierta carga bacteriana para generar infeccidon. Algunos autores
informan que existe una mayor probabilidad de contraer la enfermedad del legionario

cuando aumenta el tiempo de exposicion a la fuente de infeccidn (35,36).

Reservorio y Transmision

La bacteria se puede encontrar en todos los ambientes acuaticos donde crece formando
un biofilm y se replica dentro de algunos protozoos, sobretodo amebas y ciliates (37).

La figura resume el ciclo de reproduccién y crecimiento.

-12 -
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FIGURA 5. VISION ESQUEMATICA DE LOS ESTADOS MORFOLOGICOS DE L. PNEUMOPHILA DURANTE SU CICLO DE
CRECIMIENTO. (38).

1. Toma de L. pneumophila virulenta por la célula huésped, como protozoos o macréfagos a través de la
fagocitosis. 2. Después de la internalizacion, las bacterias evaden la fusién fagosoma-lisosoma e inician la
multiplicacién celular dentro de vacuolas (LCV), que estdn rodeadas de vesiculas (en amarillo) ricas en
lipidos y proteinas. 3. La inanicidn de nutrientes induce la activacidn de la respuesta estricta y los cambios
morfoldgicos. Las bacterias expresan los rasgos transmisivos como la motilidad (flagella) y se vuelven
citotdxicas. 4. Estas bacterias infecciosas son capaces de cargar la membrana vacuolar y se liberan en el
ambiente extracelular. 5. Las bacterias transmisivas de vida libre pueden iniciar un nuevo ciclo o persistir
en el ambiente extracelular como forma planctdnica. 6. Alternativamente, L. pneumophila puede estar
asociada dentro de biopeliculas, ya sea en habitats naturales de agua dulce o artificiales. 7. En un caldo
de cultivo, L. pneumophila muestra también un ciclo de vida esencialmente bifasico, con formas

intracelulares replicativas y transmisivas, similares pero distintas de las encontradas en el agua.

La Legionella tiene como reservorio principal el entorno acuatico como rios o pozos.

A partir de estos reservorios naturales, la bacteria puede llegar a infectar a los seres
humanos previa colonizacion de sistemas de abastecimiento de agua de consumo

humano. La principal causa de casos de infeccidn es debida a aquellas instalaciones que

-13-



generan aerosoles, como las torres de refrigeracion, humidificadores, piscinas,

condensadores evaporativos, fuentes ornamentales o duchas de hoteles.

Tienen especial importancia las torres de refrigeracion, en particular en la incidencia de
casos esporadicos de legionelosis. Se ha visto una asociacion entre los casos esporadicos
y la proximidad del lugar de residencia a una torre de refrigeracién (39). En particular,
se ha visto que los brotes pueden ocurrir con mayor frecuencia en las estaciones calidas
y afectan a individuos que residen hasta 12 kildbmetros de distancia de una torre de
refrigeracion (40).

Las fuentes de infeccidn por Legionella pueden ser cualquier fuente capaz de generar
aerosoles. En general son muy comunes los sistemas artificiales de agua fria y caliente.
Los lugares considerados puntos de origen de la infeccidn por Legionella pueden ser muy
variados. Entre ellos podemos mencionar los hospitales, hoteles, campamentos,
instalaciones recreativas, spa, jardines, cruceros... (41-44). Entre los diferentes lugares
capaces de originar aerosoles podemos mencionar los jacuzzis y piscinas, las salidas de
agua como duchas o grifos, los sistemas de riego, las fuentes ornamentales, los sistemas
de aire acondicionado, los humidificadores de habitaciones o los humidificadores de

alimentos (45).

En el entorno hospitalario el mayor riesgo lo encontramos en el agua sanitaria, sea esta
agua fria de consumo humano (AFCH) como agua caliente sanitaria (ACS). Cabe destacar
que a fecha actual no hay suficientes pruebas para afirmar una transmision inter-

humana de Legionella (46,47).

A nivel sanitario hay que tener cuidado con los humidificadores de incubadoras,

endoscopios, herramientas dentales, ventiladores mecdnicos, equipos médicos,

-14 -



aparatos de aerosol y oxigenoterapia (48). Incluso se ha descrito la posibilidad de
infeccidn por enfermedad del legionario a través de las maquinas de cubitos de hielo

(49,50).

La primera via de entrada de la bacteria en el ser humano es a través del tracto
respiratorio. En particular, a través de la inhalacién de aerosoles de entre 1 um-y 5 um.

Una vez alcanzado los pulmones la bacteria entra en los macroéfagos.

Los aerosoles de fuentes contaminadas por Legionella pueden llegar hasta 200 metros
y en algunos casos, segun determinadas condiciones del viento, hasta 3 kildmetros de
distancia (51). Por el contrario, no se ha demostrado la transmisidn a largas distancias

mediante goticulas.

Por otra parte, la cantidad de Legionella que se puede liberar en el ambiente es baja si
consideramos los cabezales de duchas contaminadas y por lo tanto no alcanza largas

distancias (51).
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FIGURA 6. PRINCIPALES FUENTES DE TRANSMISION DE LEGIONELLAPARA EL SER HUMANO (52)

Es importante tener en cuenta el papel de la microaspiracion como factor de transmisién
(53), lo cual puede ser muy relevante en el ambiente hospitalario. Aqui los
procedimientos como la intubacidn, la cirugia de cabeza y cuello o la propia patologia

del paciente hacen que sea mas probable la microaspiracion. (54,55).

En un centro sanitario, visto el tipo de uso que se haga, seria necesario disponer de
normativas especificas para el uso del agua de la red de distribucion, tanto fria como

caliente.

Cabe destacar que se han evidenciado como reservorios de Legionella lugares muy

diferentes y que estan asociados con la aparicién de casos clinicos (45).

Finalmente, se puede mencionar la tierra para macetas o el compost como otras

posibles fuentes de contagio donde se ha identificado a la bacteria de L. longbeachae

-16 -



(47,56). El motivo de su presencia no esta claro, se piensa que sea debido a la capacidad

del compost para liberar bioaerosoles (57).

Esta variedad de reservorios himedos hace que sea aun mas complejo identificar el

origen de los casos, especialmente en los casos esporadicos.
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1.2 ECOLOGIA

La Legionella es un microorganismo de vida acuatica. Principalmente se puede
encontrar en la interfaz aire-agua como rios, lagos o arroyos. No obstante, se han
encontrado bacterias de Legionella en charcos de agua de lluvia, suelos naturales
(18,58,59), en aguas subterraneas (19,60,61), agua salada marina o derivante de

fuentes artificiales (20,62,63).

Para su crecimiento ideal, la Legionella necesita unas temperaturas que varian entre
25y 45 °C, aunque pueden vivir en un rango de temperatura mas amplio (18,64,65). La
temperatura maxima sobre la cual la bacteria se destruye casi instantaneamente es de
702C (66). Como particularidad se puede decir que se ha llegado a aislar la bacteria
desde fuentes acuaticas cerca de volcanes, a estanques, manantiales termales y rios

congelados (67,68).

Aunque la bacteria de la Legionella esta presente en entornos acuaticos naturales en
bajas concentraciones, cabe la posibilidad de que llegue a las diferentes estructuras
sanitarias u otro tipo de construcciones cuyas condiciones fisicas y quimicas favorezcan
su crecimiento. Algunos de los factores relacionados con los sistemas de agua que
contribuyen a la colonizacién por Legionella son la temperatura del agua, la
configuracion y la antigliedad del sistema de agua caliente, los materiales de las
tuberias, el tipo de flujo dentro de ellas, el estancamiento, la corrosién de las tuberias
y si estan presentes sedimentos/nutrientes (69,70). A tener en cuenta son también las
formas viables pero no cultivables (VBNC), la presencia de biofilms y de otros

microrganismos como protozoo o amebas (71,72).
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1.2.1 Factores de riesgo del sistema de agua

Aunque hemos visto que el rango de temperatura a la cual se ha aislado la Legionella
es muy amplio, solo es capaz de multiplicarse y tener un crecimiento dptimo en un
intervalo de temperatura que va desde los 25 hasta los 452C (6,73). Por ello se
recomienda que la temperatura del agua caliente sea mayor de 602C (por tener un
efecto bactericida) de manera que llegue al grifo al menos a 502C, aunque recientes
estudios han demostrado que es mejor que la temperatura en los puntos terminales
sea mayor de 552C (74). Mientras que para el agua fria la distribucion tiene que ser

inferior a 20°C.

Con respecto a los factores de supervivencia y crecimiento de L. pneumophila
relacionados con las infraestructuras, cabe destacar que la corrosién puede destruir la
tuberia, consumir oxidantes y desinfectantes en el agua, y crear incrustaciones que
favorecen la formacién del biofilm. Otros factores mencionados anteriormente como
el tipo de flujo en las tuberias, los cambios de temperatura que varian en las diferentes
estaciones, la actividad microbioldgica y el tratamiento del agua (aplicando por

ejemplo inhibidores de corrosion), pueden influir en la formacién de corrosion (75).

Es conocido que el hierro juega un papel importante en la colonizacion por Legionella
(76,77). Ademads de este ultimo, se ha demostrado una asociacion entre el calcio y el
magnesio y la contaminacidn de las tuberias, aunque no se ha demostrado su
asociacion con la presencia de Legionella (78,79). Otros estudios han evidenciado que
concentraciones de cobre > 50 pg/L se relacionan inversamente con la colonizacion por
especies de Legionella, mientras que concentraciones de manganeso > 3 pg/L estaban

directamente relacionadas con un aumento del riesgo de aparicidn de Legionella (80).
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El material de las tuberias también puede influir sobre el crecimiento de Legionella. Las
superficies de cobre estan poco colonizadas por bacterias, mientras que materiales
como el plastico y el caucho ofrecen un sustrato rico en nutrientes (81). Incluso las
tuberias de acero inoxidable pueden tener unas concentraciones de Legionella hasta

diez veces mayores de aquellas con cobre (82).

1.2.2 Biofilm

Para conocer la ecologia de la bacteria es importante conocer la relacién con la
formacién del biofilm. Este estd formado por bacterias que se agregan entre ellas
formando una comunidad (83). Se crea una matriz capaz de almacenar materiales y
nutrientes a través de canales presentes entre las bacterias. Esta estructura es
resistente a muchos tratamientos de desinfeccidn (84) y proporciona mas

probabilidades de supervivencia a las bacterias que la componen.

Los microorganismos que forman parte de biofilms difieren de aquellos que estan en
forma plancténica. De hecho, el biofilm estd compuesto por bacterias organizadas de
manera coordinada, utilizando mensajes quimicos para comunicarse entre ellas

(“guorum sensing”), parecidos a las células de organismos pluricelulares (85).

Las diversas fases del ciclo vital del biofilm se pueden resumir en adherencia
bacteriana al sustrato, maduracion del biofilm, desprendimiento y difusién en el medio

(86).
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El biofilm formado por Legionella ha sido estudiado solo recientemente (86,87). En la

Figura 8 se pueden ver las fases anteriormente citadas.
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FIGURA 7. REPRESENTACION GRAFICA DE LAS DIFERENTES FASES DE UN BIOFILM

Fuente: The biofilm life cycle: expanding the conceptual model of biofilm formation, Sauer et al.
2022. (88)

También hay que tener en cuenta que la temperatura afecta a la viabilidad de la

Legionella y a la expresion de los flagelos (89).

A parte del rol de la temperatura en influenciar el crecimiento de Legionella, también
tiene relacién con el biofilm. De hecho, un biofilm que se haya formado a 259C presenta
la clasica formacion con canales de agua internos y la forma de la Legionella alargada
clasica. Mientras que, si el biofilm se forma entre 372C y 429C se presentara mas denso,

amplio y no se crearan los canales de paso. En este Ultimo tipo de biofilm, la Legionella
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presenta una forma filamentosa, es posible que pueda dispersarse en mayor cantidad y

gue la biomasa se incremente de forma mas rapida (90).

Se han publicado estudios que analizan también el cambio en la formacién del biofilm

relacionado con parametros del agua como cationes, pH o carbono.(87).

Un factor muy relevante para la formacién del biofilm es el bajo flujo o el agua estancada
(91,92). Aunque recientemente se han publicado articulos donde se evidencia la
presencia de biofilm también en aguas con flujo turbulento (93). Este tipo de flujo puede
ademas desprender grandes cantidades de biofilm y movilizar asi la Legionella en la fase

acuosa.

Existen pocos estudios controlados sobre el papel de la composicion de las tuberias con

la adherencia de L. pneumophila.

1.2.3 Papel de los protozoos

La Legionella puede replicarse dentro de protozoos que se convierten en huéspedes
ambientales de esta bacteria. Existen al menos 20 especies de amebas a las que
Legionella es capaz de parasitar y residir (94). Algunas de ellas son por ejemplo

Acanthomoeba, Naegleria, protozoos ciliados y otros.

Esta capacidad de replicarse intracelularmente hace que la Legionella pueda sobrevivir
a los tratamientos de desinfeccion o térmicos permitiendo una rapida recolonizacion de

las estructuras de tuberias de agua (95). Ademads, su capacidad de replicarse dentro de
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un protozoo ha permitido a la bacteria poder replicarse intracelularmente en las células

de los mamiferos (95).

Diferentes estudios demuestran que la bacteria Legionella que se replica dentro de las
amebas tiene caracteristicas fenotipicas diferentes a las que crecen en un laboratorio.
De hecho, han demostrado ser mas resistentes a las condiciones ambientales como
cambios de temperatura, pH o agentes oxidantes (96). Son menos sensibles a los

desinfectantes (97) y son mas resistentes a los farmacos (98).

1.2.4 Formas viables pero no cultivables (VBNC)

Una caracteristica relevante para la colonizacidon de las estructuras de agua es la
capacidad que tiene Legionella para pasar a una forma viable pero no cultivable (en

inglés VBNC: Viable But Non-Culturable).

Después de condiciones estresantes o no favorables para su crecimiento dptimo (como
por ejemplo presidon de antibidticos, temperatura alta/baja, inanicién, desinfeccion del
agua, cloracién, pH no éptimo, estrés por oxigeno...), la Legionella es capaz de pasar a

este estado antes de morir (99).

Sucesivamente dichas bacterias son capaces de volver a su estado originario para
continuar su replicacién. En la forma VBNC Legionella no se puede detectar con los
métodos clasicos de diagndstico como el cultivo, aunque sigue estando presente en las
redes de aguay conserva la integridad de la membrana y su integridad metabdlica (100).
Existen métodos rapidos e innovadores que si permiten su deteccidn, aunque estén en

dicho estado.
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Después de décadas de estudio, se ha dicho que este tipo de estatus es un factor
relevante para la supervivencia de la bacteria y al mismo tiempo un factor de virulencia

de la Legionella frente a su huésped (101).
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1.3 CLiNnICA

El espectro clinico con el cual se puede presentar una infeccion por Legionella es muy
variable. Se puede manifestar desde formas leves hasta graves, como fracaso

multiorganico e insuficiencia respiratoria.

Las formas cldsicas que se conocen son dos y ambas cursan con afectacidn respiratoria.
La primera es la llamada fiebre de Pontiac, mientras que la mas grave es la neumonia
por Legionella. Aunque muy raramente, se han descrito formas extrapulmonares debido
a la diseminacién hematdgena de la bacteria, pudiendo causar pancreatitis o
pielonefritis. Una forma aun mas rara y de pertenencia al ambito hospitalario es la

secundaria a la penetracion de la Legionella en la piel daifada (102).

La fiebre de Pontiac esta caracterizada por una clinica simil gripal (fiebre, mialgias
localizadas, escalofrios...). Es una enfermedad autolimitada con un periodo de

incubacién de 24 — 48 horas. Por sus caracteristicas pasa muchas veces desapercibida.

La clinica mas grave e importante es la que se presenta en la neumonia por Legionella.
Esta es cominmente conocida como la enfermedad del legionario (en inglés Legionaries
diseases, LD). Sus formas clinicas pueden ser variables pasando desde una neumonia
tipica hasta una neumonia atipica. La enfermedad del legionario suele tener un periodo
de incubacién mas largo (2-10 dias) que la fiebre de Pontiac. Después aparecen el
malestar general, la fiebre, la cefalea, los escalofrios y las mialgias. Como en otros
procesos neumonicos se pueden generar infiltrados pulmonares. Otros hallazgos
clinicos que pueden detectarse son la aparicion de hiponatremia, diarrea, o la alteracion

de la conciencia como la confusidn. De especial atencidn es su presentacion clinica en el
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paciente inmunodeprimido. En este ultimo suele ser mas grave, pudiendo manifestarse

con afectacién extrapulmonar o incluso creando cavitaciones (103).

Los tipicos factores de riesgo que se asocian a la LD son el sexo masculino, la edad
avanzada, el tabaquismo, enfermedades respiratorias crénicas y lainmunodepresién. En
este Ultimo caso la clinica suele ser mas grave y esto supone un mayor riesgo. En este
grupo de inmunodeprimidos hay que considerar también los pacientes que toman
corticoides (54,104,105), quimioterapia (103), trasplantados de drganos sdlidos

(106,107) y los que estan recibiendo las recientes terapias bioldgicas (108).

También hay que tener en cuenta que la legionelosis comunitaria suele contener casos
menos graves donde los pacientes son generalmente mas jévenes, sin enfermedades de
base, pero presentando el habito tabaquico (13,109). La enfermedad del legionario
suele afectar a los nifios que presentan comorbilidades de base, siendo poco frecuente

en la poblacidn sana. (110).

La principal causa de mortalidad es la insuficiencia respiratoria, siendo también su
complicacién mds importante. Se estima una letalidad que varia del 3% hasta el 33%.
Esta variacién depende de varios factores, entre ellos el tipo de inéculo y especie, el
serogrupo o el tratamiento basal (111,112). Finalmente, el pronéstico de la LD depende
de la situacién clinica de base del paciente, el retraso en el inicio de la terapia especifica

y la forma clinica de presentacién.
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1.3.1 Diagndstico y tratamiento

Diagndstico

Es importante la presencia de sintomas o signos clinicos como la bradicardia relativa, la
fiebre elevada o la cefalea para poder sospechar la enfermedad del legionario. Al
contrario, respecto a otras neumonias, la expectoracidén es escasa. Mientras las
manifestaciones gastrointestinales son poco frecuentes (entre un 20 y 40%), una
caracteristica de la LD es la hiponatremia con aumento de la enzima creatincinasa.

También es frecuente la afectacidn unilateral en la radiografia.

El cultivo microbiolégico todavia sigue siendo de referencia para el diagnéstico de
Legionella. Esta metodologia es el paso previo para estudios epidemioldgicos en salud
publica. Su sensibilidad (entre el 50-80%) y especificidad (100%) son variables (113)
dependiendo de la carga bacteriana en la muestra clinica. Por tal razén, pacientes
ingresados en centros sanitarios y con formas severas de la enfermedad tienen una

sensibilidad mayor (114).

Teniendo un crecimiento lento, son necesarios entre dos y tres dias para apreciar
colonias entre 0,5mm y 1-2mm. Las condiciones de cultivo 6ptimas en el laboratorio son

la temperatura de 372C con microaerofilia, es decir CO2 al 5%.

La Legionella puede aislarse en diferentes muestras, aunque las mejores son las del
tracto respiratorio inferior, como el esputo y las muestras obtenidas por broncoscopia

(115).

La principal ventaja del cultivo para el diagndstico es que todas las especies de Legionella

pueden detectarse con este método. Las colonias que se obtienen por este método se
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utilizan para la tipificacién epidemioldgica adicional o para pruebas de susceptibilidad
(48). Sin embargo, existen problemas inherentes con el cultivo de Legionella. Por un
lado, porque los pacientes a menudo no producen esputo suficiente y, por otra parte,
porque el cultivo para el diagndstico requiere medios especiales, un procesamiento
adecuado de las muestras y experiencia técnica. Ademas, se pueden requerir hasta 10
dias para obtener un resultado positivo (116).

Para el diagndstico clinico la prueba que mas se utiliza es el antigeno urinario por su
sencillez, su sensibilidad y especificidad elevadas y también por el hecho de que el
antigeno de Legionella se inicia a eliminar en orina desde los primeros dias de aparicion
de los sintomas y perdura meses después de la resolucion del cuadro clinico. Por lo
anteriormente expuesto, se piensa que en casi un 90% de los casos clinicos de Estados
Unidos y Europa se utiliza esta metddica (10). Técnicamente la prueba estd basada en
ensayos inmunocromatograficos o en tecnologia de radioinmunoandlisis hasta
enzimoinmnunoandlisis (EIA) (117), no requiriendo ningun tipo de equipamiento

especifico.

Otra técnica de diagndstico es la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR) que permite
amplificar pequeios fragmentos de ADN de Legionella. Se revela util en aquellos
pacientes que no expectoran porque se pueden utilizar muestras clinicas de suero u
orina, por ejemplo. Para obtener resultados en menor tiempo, se ha introducido una

variante llamada PCR en tiempo real, que utiliza fluorescencia.

Aunque los métodos de diagndstico han mejorado desde que L. pneumophila se

describié por primera vez en 1976, actualmente ninguna prueba disponible puede
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diagnosticar todas las especies de Legionella de manera éptima y con una elevada

sensibilidad y especificidad (116).

Tratamiento

Actualmente, los antibiéticos de eleccion son la azitromicina o el levofloxacino, porque
presentan menores efectos secundarios respecto a otros antibidticos eficaces en este
tipo de clinica, como por ejemplo la eritromicina (118-120). El tratamiento depende
también de la enfermedad de base del paciente. Por ejemplo, en pacientes
trasplantados se recomienda el uso de quinolonas por su incapacidad de interferir con
los farmacos inmunosupresores, ademas de acortar los dias de estancia hospitalaria

(121).

En las formas clinicas mas graves se suele utilizar una terapia combinada, aunque su uso

no se ha respaldado por la evidencia cientifica respecto al utilizar un solo farmaco (122).

También el tiempo de tratamiento es variable y depende de cémo responden los
pacientes y la mejoria de los marcadores analiticos, recomendando un tiempo minimo
de 5 hasta 14 dias de tratamiento. En los pacientes inmunodeprimidos se puede alargar

hasta los 21 dias (122).
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1.4 EPIDEMIOLOGIA Y VIGILANCIA DE LEGIONELOSIS EN SALUD PUBLICA

1.4.1 Epidemiologia

La distribucidon de la enfermedad transmitida por Legionella es mundial, aunque su
incidencia es variable. En Europa existe una red de vigilancia, la EWGLI, que tiene la
finalidad de controlar la legionelosis en el sector turistico. Segun este ultimo las tasas

varian mucho en los diferentes paises europeos (123).

i

Age-standardised rate
(N/100 000)

0.00
0.01-0.99
1.00-1.99

I 2.00-2.99

B =200

I Not calculated

% No data reported

~ Not included

Countries not visible
in the main map extent

[ Luxembourg
R et

ECDC, Map produced cn: 29 Apr 2022

FIGURA 8. TASA ESTANDARIZADA POR EDAD DE LEGIONELOSIS EN LA COMUNIDAD EUROPEA EN 2020.

Fuente: ECDC informe anual 2020 (124).

En la Unidn Europea, la tasa de notificacién anual aumentd de 1,3 por 100.000 en 2014

a 2,2 en 2018. Si consideramos siempre el 2018, vemos que el 71% de lo casos
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notificados en aquel afio los notificaron solo cuatro paises: Francia, Alemania, Italia y
Espafia (125). En Espafia, los casos declarados en 2019 sumaron un total de 1.408 con
una tasa de 3,0 por 100.000 habitantes (126). Mientras tanto, en los Estados Unidos, la

incidencia de LD se multiplicé por mds de seis entre 2000 y 2018 (127).

La neumonia por Legionella representa una de las neumonias de origen infeccioso mas
frecuentes del mundo occidental. Aunque la mayoria de los casos son esporadicos, es
importante su vigilancia para poder controlar posibles brotes relacionados con
instalaciones presentes en el ambiente laboral, por ejemplo (128). Como se ha
comentado anteriormente, la mayoria de los casos son esporadicos, pero también
pueden presentarse en forma de brotes. Estos pueden ir asociados a algun tipo de

instalacién y/o edificio.

Para adaptarse a la Union Europea, en Espafia se ha fundado un sistema de vigilancia
epidemioldgica donde se intercambia informacién tanto epidemiolégica como
microbioldgica (10). En el caso de la legionelosis se comunica a la RENAVE datos sobre
casos, brotes y defunciones. Todo esto es muy importante para prevenir y controlar la
enfermedad, ademas de ser una herramienta atil para el estudio de su evolucién

temporal (129-131).

Entre los datos que podemos destacar, vemos que la incidencia en Espafia tiene una
tendencia creciente desde 1997 al 2002, con una tasa anual de 52,5% de crecimiento.
Sucesivamente hasta el 2009 la tendencia tiende a ser conservadora (123) y en el afio
2020 se ve un leve descenso (132), probablemente también debido a la situaciéon

pandémica de SARS-CoV-2.
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FIGURA 9. EVOLUCION DE LA TASA DE LEGIONELOSIS EN ESPANA.
Fuente: boletin epidemioldgico Instituto Carlos 111 (132).

La Legionella tiene una incidencia global de dificil valoracion debido a la diferencia que
hay entre los diferentes paises. En muchos paises la legionelosis es una enfermedad de
declaracion obligatoria. No obstante, su magnitud puede estar infravalorada a nivel
mundial. Esto es debido al hecho de que no todos los paises tienen accesibilidad a
pruebas diagndsticas y sus sistemas de vigilancia (cuando los hay) no siempre son

exhaustivos.

Los paises que presentan un sistema de vigilancia eficiente tienen unas tasas de
incidencia y una letalidad muy variable (11). Generalmente se puede apreciar una
distribucién similar por sexo y edad. Como se ha comentado anteriormente, la
legionelosis resulta ser mas frecuente en hombres y en personas mayores de 50 anos.
En los paises que tienen un clima templado se verifican picos de casos a final de verano

y principios de otofio (132).

La clasificacién de los casos de legionelosis puede ser en casos esporadicos o asociados

a brotes. También se pueden clasificar en casos comunitarios o nosocomiales. Otra
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clasificacidon es si estos casos son relacionados con viajes nacionales o con viajes al

extranjero.

1.4.2 Brotes epidémicos

Si analizamos por ejemplo el periodo 1999-2011, el nimero de brotes de legionelosis
declarados fue 597. Afectaron a un total de 3.785 personas y un 83% de ellas requirieron
hospitalizacién. De los brotes declarados, 408 se produjeron en la comunidad. 153
brotes se asociaron a viajes y solo 36 fueron nosocomiales. Estos Ultimos han afectado
a un total de 164 pacientes causando 37 exitus. Si los comparamos con los brotes que

se generaron en la comunidad se vio que su letalidad fue mas de 7 veces mayor.

De todos los brotes que se identificaron en Espafia y en Europa, se ha podido investigar
e identificar la fuente de infeccion solo en un pequefio porcentaje. Por ejemplo, en
Espafia, segin RENAVE, se ha podido investigar menos del 50% de los brotes
comunitarios y, en Europa, el 16% de los brotes nosocomiales (768 sobre 4523 casos)

(133). Una posible causa puede ser el reducido nimero de muestras clinicas obtenidas.

La Comunidad Valenciana en el afio 1997 desarrollé una Orden (4 de marzo) que incluye

la legionelosis como enfermedad de declaracién obligatoria (EDO) (134).

La Comunidad Valenciana ha declarado un total de 236 casos de legionelosis en el afio
2017. La tasa fue de 4,7 casos por 100.000 habitantes (135). La Comunidad Valenciana
se situa dentro de aquellas comunidades con tasas declaradas que estan por encima de

la tasa media de Espafia.

Los casos en cuestion fueron casi la mayoria hombres con una edad media de 66,8 aios,

teniendo una razén de tasas hombres/mujeres de 2,4. Se declararon casi todos casos
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graves, de hecho, el 98,2% de ellos tuvo que ingresar, teniendo 9,2 dias de estancia
hospitalaria media. Fallecieron 18 personas, siendo la letalidad del 7,6% (en el 2016 la

letalidad fue del 5,5%).

1.4.3 Legionelosis Nosocomial

La fuente mas importante para los pacientes ingresados sigue siendo el agua y sus
diversos usos clinicos, a pesar de algunos casos descritos donde los pacientes se

infectaron a causa de aerosoles contaminados desde las torres de refrigeracion.

Generalmente los pacientes se contaminan aspirando microaerosoles desde grifos o
duchas. No obstante, también se puede producir infeccidn tras la colonizacion de la

orofaringe.

No hay que olvidar que en el agua sanitaria también se pueden encontrar bacterias
multirresistentes como el caso de la Klebsiella spp o la Pseudomonas aeruginosa
(136,137). Por todo ello es importante el control de la calidad del agua en los hospitales

para que sea segura, tanto para los usuarios como para los trabajadores.
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1.5 PREVENCION Y CONTROL

1.5.1 Caracteristicas de las instalaciones hospitalarias

A nivel sanitario los hospitales son entornos complejos en cuanto a instalaciones de red
de distribucién del agua. En ellos podemos distinguir: agua fria (AF), que es la que se usa
en las instalaciones y no se ha procedido a calentar para ninguna finalidad. En este grupo
podemos incluir el agua fria que no es apta para el consumo humano y el agua fria
utilizada para el consumo humano (AFCH). Esta ultima pasa por la red de distribucién.
Por otro lado, tenemos el agua caliente sanitaria (ACS). Se trata de agua que ha sido

sometida a un calentamiento para poderse usar en el dmbito sanitario e higiénico.

En los hospitales, para garantizar una correcta ACS, es necesario calentar el agua que
tiene su origen de la red de agua fria y distribuirla a través de un sistema de circulacién
en toda la estructura. El sistema mas comun es un sistema de retorno que permite una
circulacidn continua del agua caliente, de manera que se pueda disponer de ella de
manera casi instantanea en los puntos terminales y se pueda ahorrar energia en calentar

grandes cantidades de agua para luego desechar.

En general el AFCH entra en el edificio sanitario a través de una acometida, luego se
almacena en un aljibe de AF para su uso como AFCH. Una parte de esta agua fria se
incorpora en el sistema de ACS pasando por un generador de calor (como por ejemplo
intercambiadores de calor utilizando calderas. Son placas de acero que permiten un
calentamiento muy rapido del agua a través de su estructura estampada y enrollada en

espiral).

El ACS que no se utiliza circula continuamente en el sistema central de tuberias de aguas
calientes. Sucesivamente, puede almacenarse en acumuladores de ACS o seguir
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circulando, evitando estos acumuladores. En este ultimo caso se puede utilizar un
Pastormaster, es decir, un sistema que permite un aumento de temperatura
considerable del agua hasta los 702C para poder ser letal para Legionella. Pasteurizando

de manera instantanea el agua no es necesario mantener un acumulador de ACS.

Los sistemas que se ocupan de distribuir el agua fria en los centros sanitarios son
independientes de los que se ocupan de distribuir el agua caliente, aunque ambos

parten de la misma acometida.

Hasta su punto de uso final, las dos distribuciones de agua (ACS y AFCH) viajan

paralelamente dentro del centro sanitario.

Normalmente las tuberias circulan por un falso techo para que sea de facil acceso. El
ACS estd continuamente circulando como se ha comentado anteriormente. Esta
circulacidn se verifica en las lineas de distribucion vertical y horizontal, pero no en el

ramal final que llega al punto de consumo.

1.5.2 Control Microbioldgico

El control microbiolédgico de legionelosis es una herramienta importante para la salud

publica.

Actualmente el cultivo continta siendo el método de referencia y el mas utilizado por
los laboratorios ambientales. Para ayudar al diagndstico microbioldgico se publico en
1998 la norma 1SO11731:1998 que define la correcta cuantificacidn de Legionella en la

muestra ambiental. Normalmente, como no es posible establecer el nivel de
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contaminacion de esta Ultima, se siembra de manera doble. Una siembra directa (si las
concentraciones en la muestra son altas) y otra siembra después de que la muestra haya
sido concentrada por filtracién o centrifugacién (si las concentraciones son bajas). La
siembra se hace en el mismo medio de cultivo de las muestras clinicas. Como ya se ha
comentado anteriormente, cuando se hablaba de las formas viables pero no cultivables,
el cultivo solo puede detectar las células vivas y que estén en un estado activo de
replicacion. Aquellas células bacterianas muertas o que si estan vivas pero no se

replican, no se pueden detectar a través del cultivo.

Es necesario mencionar que recientemente se han descrito diferentes metodologias
utiles para detectar la Legionella a partir de muestras ambientales. La mayoria de ellas
estan basadas en la PCR. Por ejemplo, la técnica de separacidn inmunomagnética (SIM)
es una nueva tecnologia que permite una cuantificacién de la bacteria viva, parecida al
cultivo. Mientras que la PCR detecta todo el DNA no diferenciando si la célula esta viva

0 muerta.

La microbiologia juega un rol relevante para la vigilancia y control de Legionella dentro
de los hospitales (138). La prevencidon primaria consiste en establecer planes de
autocontrol, donde los centros hospitalarios que no hayan tenido ninguna infeccion
documentada de legionelosis efectuan controles periddicos dentro sus instalaciones. La
prevencion secundaria consiste en tomas de muestras para investigar brotes ocurridos

con la finalidad de que no vuelvan a presentarse nuevos contagios.

Aunque con el tiempo se ha dudado de la importancia de la vigilancia y el control
microbioldgico, se ha visto en varios estudios que los hospitales con una elevada

colonizacidon por Legionella generaban con mas frecuencia brotes nosocomiales
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(55,139). Se concluyé que la mejor forma para saber en qué estado de transmision se
encontraba un centro sanitario era una monitorizacion del ambiente y una vigilancia

escrupulosa (140).

El uso en el tiempo de la vigilancia microbiolégica ha hecho que se plantee cdmo
interpretar esta informacidén para gestionar el riesgo ambiental en una estructura

sanitaria para evitar la generacién de casos. Hoy en dia se han propuesto varios criterios.

Uno es relativo a la concentracidn de Legionella en las muestras positivas.

Muchas guias técnicas de otros paises europeos contemplan aplicar acciones
correctoras cuando se alcancen niveles de Legionella por encima de 1.000 o 10.000
UFC/L. Aunque hay trabajos que indican que los puntos que superan estas
concentraciones son pocos (20%), por lo que el riesgo de legionelosis es insignificante
(141). Ademas, se ha visto que este criterio sigue aplicdndose basado en estimaciones

gue no son empiricas (142).

El segundo criterio propuesto es la prevalencia de Legionella en las tuberias. Si un
hospital presentara un 30% o mas de puntos de muestreo positivos para dicha bacteria
es necesario activar todas las medidas correctoras (143). Desde 1983 se aplico este
criterio y finalmente, en un estudio del 2012 (144), se ha visto como solo este criterio
no es suficiente. Segun los autores habria que utilizar tanto el primer como el segundo
criterio, es decir, tener un enfoque mixto donde se tenga en cuenta tanto los puntos

positivos como la concentracidn de Legionella obtenida.

A estos dos criterios, mas recientemente se afiaden estudios que sugieren también
utilizar como ulterior apoyo el serogrupo o la virulencia de Legionella encontrada en las

muestras positivas (145).

-38-



1.5.3 Vigilancia epidemioldgica en hospitales

Hasta inicios de los afios 90 no era muy comun investigar cdmo la Legionella podia
colonizar una estructura sanitaria. Incluso hoy, los diferentes estudios llevados a cabo
no han establecido cudles son las causas relevantes para dicha colonizacién, y ponen en

discusidn la vigilancia diaria y rutinaria de la legionelosis.

La introduccién de metodologias diagndsticas de tipaje molecular ha permitido un
avance en el control de la colonizacidn por parte de esta bacteria (140). Muchos estudios
muestran como la Legionella puede persistir a lo largo de los afios en un mismo hospital.
Esta presencia se manifiesta en forma de variabilidad gendmica diferente. El aspecto
mas interesante es que parece que cada hospital tenga su patréon de subtipos (como si
fuese una huella digital). Estos patrones, de hecho, no suelen ser compartidos entre
diferentes hospitales y pueden persistir por mucho tiempo en el mismo hospital.
Ademas, se ha visto que un mismo patrén coincide también en el paciente que se ha
enfermado por legionelosis nosocomial. Varios estudios internacionales parecen sugerir
esta hipdtesis: Alemania (146), Polonia (147), Italia (148) o Grecia (149). Un cambio de
patrén en un mismo centro sanitario puede que sea debido a una desinfeccién del agua

que, destruyendo al subtipo dominante, haya seleccionado alguin subtipo menor (150).
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1.5.4 Legislacion

Cuando se disefid nuestro estudio y durante toda su ejecucion estaba en vigor en Espafia
el Real Decreto 865/2003 de 4 de julio, por el que se establecen los criterios higiénico-

sanitarios para la prevencion y control de la legionelosis (151).

Podemos resumir las medidas mas importantes para el control de la legionelosis en el
ambito hospitalario. En este sentido este documento legisla que las tuberias deben
tener una correcta circulacion evitando que el agua se quede estancada durante el
trayecto, también es importante poder purgar completamente la instalacion a través de
puntos de purga. Hay que disponer de puntos de acceso para la inspeccion y toma de
muestras que sean accesibles. La red de distribucidn tiene que contar con materiales de
fabricacidon que puedan resistir a los normales procedimientos de desinfeccidn del agua

y al mismo tiempo que no faciliten la formacién del biofilm.

Por lo que concierne a la temperatura del agua, se establece que el agua fria deberia
tener la menor temperatura posible, siendo ideal inferior a 202C. Para el ACS se
recomienda una temperatura mayor de 502C en los puntos mas lejanos, pudiendo el

agua alcanzar los 70°C.

En cuanto al mantenimiento de las instalaciones (articulo 8) es importante decir que se
tienen que efectuar revisiones periddicas y establecer puntos criticos de la estructura
sanitaria. Hay que planificar y detallar qué parametros se van a medir y cdmo se
efectuara tal medicion junto con su frecuencia. Es importante redactar un plan de
tratamiento del agua para garantizar su calidad. Ademas, para las revisiones hay que

detallar y establecer un plan de limpieza y desinfeccion al fin de conocer los productos
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que se utilizaran, asi como qué procedimiento, qué frecuencia y qué metodologia se va

a emplear.

Nuevo Real Decreto 487/2022

Recientemente ha salido un nuevo Real Decreto, el RD 487/2022, que ha derogado el
precedente RD de 2003 y ha entrado en vigor el 2 de enero de 2023 (152), aunque se ha
establecido un periodo de tiempo para que los titulares de las instalaciones se adapten

a los cambios legislados en dicho decreto.

Este cambio ha sido necesario después de varios afios en los cuales se han visto avances
en el diagndstico, control y prevencion de la Legionella. Entre dichos avances destaca la
publicacion de la norma UNE 100030:2017, que aporta mejoras técnicas e innovaciones
en la toma de muestras y métodos analiticos (153). Actualmente, los avances cientificos
y los nuevos métodos alternativos al cultivo microbioldgico han puesto en evidencia la

necesidad de introducir el analisis de riesgo.

El andlisis de los brotes y los estudios epidemiolégicos junto con la experiencia de las
normativas precedentes han comportado la necesidad de introducir cambios Utiles para
el control de las intalaciones susceptibles de colonizarse por Legionella. También cabe
destacar los nuevos requisitos en la formacion del personal que han llevado a actualizar

la capacitacion y formacidén de estos
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Varios articulos y conceptos se han mantenido iguales al RD precedente. Pero dentro de
los cambios que se han anunciado, algunos relevantes sobre los requisitos de las

instalaciones y calidad del agua son:

* Enagua sanitaria utilizar preferentemente difusores de baja aerosolizacién.

* Para el AFCH, que los depdsitos sean equipados de un sistema para la

determinacién de la temperatura del agua en su interior.

* Para el ACS, los acumuladores deben tener un sistema de acceso con didmetro
minimo de 400 mm para un volumen de 750 litros; si el volumen es menor de

750 litros se ha de seguir la norma UNE-EN 12897:2017+A1:2020.

* Siempre en el ACS, el agua de retorno no puede volver al circuito de distribucion
sin pasar por un sistema de desinfeccién térmica (intercambiador o depdsito si
es un interacumulador) y la temperatura minima es de 702C; hay que garantizar

602C en el acumulador final.

* Donde hay pacientes inmunocomprometidos, este nuevo RD recomienda el uso
de filtros de alta eficacia en los puntos terminales, constituyendo una barrera

fisica frente a la Legionella.

Para los programas de mantenimiento:

* Revisidn anual sin que se superen los 12 meses entre una desinfeccion y otra.

* Realizar una revision, limpieza y desinfeccidén en los depdsitos de AFCH cada afio.

* Se tiene que comprobar todos los dias que los niveles de desinfectante sean

correctos. Si es necesario también hay que medir el pH. Se ha de tener en cuenta
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que el numero de puntos a examinar tiene que ser representativo de la

estructura sanitaria.

Para los programas de tratamiento:

* Debe constar un certificado tanto del personal propio como el de una empresa

contratada.

* Se hace referencia a desinfectante en general, no a cloro con un procedimiento

secuencial.

Por lo que concierne a los puntos de muestreo en agua sanitaria, una de las grandes
mejoras del nuevo Real Decreto 487/2022 es la concrecion y mejora en el nimero
de muestras que hay que tomar y dénde hay que realizarlas en las instalaciones de
agua sanitaria, desarrollandose en el Anexo V “Programa de muestreo”, el cual se
basa en buena parte en la Norma UNE 100030 (153). Se especifica que hay que tomar
muestras de algunos puntos minimos teniendo en cuenta la posibilidad de aumentar
el nimero de muestras en funcidn del tamafio de la instalacién y de sus

caracteristicas.

Este nuevo Real Decreto distingue las tomas de muestras si se efectian en instalaciones
sin circuito de retorno o con cirtuito de retorno. En las primeras se detalla que la toma
de muestras sera representativa. Mientras que, en el segundo caso, hay que tomar un
minimo de puntos concretos especificados en dicho Anexo, para luego ir aumentado el

numero de muestras en base a la estructura sanitaria. Dichos puntos en concretos son:

* Un punto en el depésito.
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* Un punto en el acumulador.

* Un punto en el circuito de retorno.

* Dos puntos medios de la instalacion.

* Cada uno de los puntos terminales identificados. (152)

Otros aspectos nuevos que hay que desarrollar son los expuestos en el articulo 8, donde
se habla del “plan de Prevencion y Control de Legionella” (PPCL), y en el articulo 9, que

Ill

explica el “plan Sanitario frente a Legionella” (PSL). Este ultimo recomendado para las

estructuras sanitarias.

En cuanto a la parte del diagndstico, el nuevo Real Decreto menciona la posibilidad de
utilizar métodos rapidos para la deteccion de Legionella. Se detalla en el texto que se
pueden utilizar dichos métodos rapidos para controlar el estado de las instalaciones, es
decir, para un enfoque preventivo. Por otra parte, se explica que estas técnicas rapidas
se pueden utilizar, pero con caracter complementario. Las situaciones detalladas en el

texto del RD donde se puede utilizar métodos rapidos de deteccion son:

* a) Eninvestigacién de riesgo para la salud de la poblacién.

* b) Eninvestigacion de la aparicion de casos.

* c¢) Eninvestigacion de la aparicion de un brote.

* d) Cuando la autoridad sanitaria lo considere necesario.

* e) Cuando los equipos presentan un funcionamiento irregular o mdultiples
paradas y puestas en marcha en periodos de tiempo cortos, sin menoscabo de la

realizacion de los correspondientes cultivos (152).
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Se recuerda que, aunque existe la posibilidad de utilizar métodos rapidos, estos seran

complementarios al cultivo.
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1.6 TOMA DE MUESTRAS

1.6.1 Diagndstico ambiental de Legionella

Hoy en dia la herramienta principal para la identificacidn y cuantificacion de la Legionella
sigue siendo el cultivo. Para detectar la fuente de infeccidn es importante el aislamiento
para posteriormente contar las cepas de las instalaciones que estan
epidemioldgicamente relacionadas entre ellas mismas, y finalmente tipificar

molecularmente dichas cepas.

Ultimamente se han ido desarrollando técnicas de PCR para muestras ambientales.
Segun algunos estudios se ha visto que en muestras ambientales la sensibilidad es muy

elevada, incluso mayor que la del cultivo (154).

Mas recientemente se estan estudiando otras técnicas para la deteccidn rdpida de
Legionella en el agua. Una de ellas es el sistema inmunomagnético (SIM). Este se basa
en una combinacidon de técnicas inmunoldgicas parecida a un ELISA. Se trata de
anticuerpos contra proteinas de superficie de Legionella que estan ligados a material
magnético. Una vez que los anticuerpos se ligan a la bacteria son separados por
atraccidn magnética. Es un método rapido que permite hacer una cuantificacién de la
carga bacteriana (como el cultivo) pero sin esperar el crecimiento de las placas. Visto
gue la técnica es muy reciente, no se disponen de muchos articulos ni de muchos datos

relativos a sus caracteristicas intrinsecas y comparacion respecto al cultivo (155).

Dado que la Legionella estd presente en poca cantidad respecto a la flora microbiana
ambiental es importante recoger al menos 1 litro y hasta 5 litros para poder asi

concentrar la muestra por centrifugacion o filtracidn por membrana y aumentar la
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sensibilidad. Una vez recogidas las muestras tienen que llegar al laboratorio para poder

ser analizadas en un plazo maximo de 24 horas.

1.6.2 Cultivo

Es actualmente la técnica estandar y mas utilizada para la vigilancia ambiental de la
legionelosis. Como para el cultivo en muestras clinicas, el medio estandar utilizado es el
BCYE (Extracto de levadura de carbdn tamponado). La caracteristica principal de este
medio de cultivo es el uso de un tampdn de ACES/hidréxido de potasio, carbdn activado,
pirofosfato férrico soluble, L-cisteina y a-cetoglutarato. Este tiene la finalidad de
mantener un pH de 6,9 que es éptimo para el crecimiento de la Legionella. Los otros
elementos sirven para estimular el crecimiento bacteriano y anular los productos
metabdlicos toxicos. Si hay crecimiento excesivo de bacterias contaminantes, se puede
aumentar la selectividad a través de suplementos como polimixina B, vancomicina o

MWY (Modified Wadowsky and Yee).

Las limitaciones de ese método son que resulta ser laborioso y lento. Se puede llegar a
tardar de 3 a 10 dias de incubacidn (a 37°C en una atmdsfera himeda enriquecida con
2,5% de CO2) y esto hace que no sea el mejor método para dar respuestas rdpidas a
situaciones de emergencia o para acciones preventivas (156). Ademas, cabe destacar
que si hay una presencia excesiva de microorganismos contaminantes estos pueden
enmascarar la presencia de Legionella en el cultivo (157). Por tal motivo, es
recomendable utilizar medios selectivos para la identificacion de Legionella spp cuando
hay flora contaminante, pero luego utilizar el medio BCYE para definir la especie de
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Legionella (158). Otra dificultad relativa al cultivo es que a menudo falla en el
aislamiento de bacterias VBNC (159). Se ha demostrado que las bacterias VBNC se
pueden resucitar mediante el cocultivo dentro de la ameba; sin embargo, esto agrega
mas tiempo al proceso de aislamiento y, en el mejor de los casos, solo permite una

evaluacién cualitativa de presencia/ausencia de Legionella en una muestra (160).

1.6.3 PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real o PCR cuantitativa (QPCR) es una técnica de diagndstico rapido
donde se puede establecer una cantidad de ADN en tiempo real (61). Con este método
se puede obtener un niumero de unidades de genoma (GU) por litro de agua (161). Sin
embargo, no se ha podido establecer una equivalencia exacta con el nimero de UFC por
litro y los resultados porque depende del método utilizado y de la composicion de la
muestra. Como dificultad afadida encontramos la posible aparicion de inhibidores de
PCR en las muestras de agua ambiental que pueden afectar a las lecturas de gPCR dando
resultados falsos negativos (162). Para obviar este ultimo punto, existen sistemas como
diluciones de extracto de ADN o el uso de kits especificos donde estan presentes

eliminadores de inhibidores.

Otra caracteristica es que la PCR puede detectar las formas viables pero no cultivables
(VBNC) porque detecta el ADN bacteriano (145). Esta caracteristica también juega en
contra de la qPCR porque muchas veces los resultados se tienden a sobreestimar
(identificando tanto bacterias vivas como muertas) respecto al cultivo (donde solo se
identifican las células vivas) (160).
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1.6.4 Viabilidad-qPCR

Cabe mencionar una técnica reciente que se ha desarrollado para intentar resolver el
problema de las PCR visto anteriormente, es decir, que no distinguen las células vivas de
las muertas. La Viability-qPCR utiliza el criterio de la integridad de la membrana celular
para diferenciar una célula viva de una muerta. Una célula con membrana dafiada se
considera muerta, pero no necesariamente vale lo contrario (163). Para diferenciar las
células con la membrana dafada de las que no la tienen se utilizan colorantes (PMA -
monoazida de propidio- o EMA -bromuro de monoazida de etidio-) que penetran en las
células con la membrana no integra (164), reaccionan con el ADN bacteriano de manera
gue se inactiva y no es posible amplificarlo en la reaccién PCR. También esta técnica
tiene sus limitaciones, como falsos positivos debido a la presencia de niveles altos de
suspension de solidos en la muestra de agua o que el colorante no pueda penetrar en

las células sobrestimando el nimero de células vivas (165).

1.6.5 Separacion inmunomagnética (SIM)

La separacién inmunomagnética (SIM) es una prueba rapida para la deteccidon de
Legionella pneumophila en el agua. Su nombre comercial es Legipid®. Esta técnica
permite obtener resultados en una hora. Estd basada en la combinacion de la

inmunocaptura magnética y el ensayo inmunoenzimatico (CEIA) (166,167).
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Su funcionamiento se basa en la presencia de anticuerpos anti L. pneumophila
inmovilizados sobre microesferas magnéticas. La separacién inmunomagnética se
genera a partir de muestras de agua preconcentrada con un volumen final de 9 mL.
Sucesivamente estas microesferas acopladas con anticuerpos anti-Legionella (LPMB) se
ligan a la bacteria viva (168). A estas esferas se acopla un sistema de deteccién
colorimétrica ligada a enzimas. Si en la muestra hay células de L. pneumophila, se unirdn
a los anticuerpos presentes superficialmente en las microesferas magnéticas generando
complejos bacterias/microesferas (Figura 9). Estos complejos se pueden separar con un
iman, lavar y resuspender. Posteriormente, los complejos se incuban con un anticuerpo
anti-Legionella conjugado con peroxidasa de rabano (PHR) para formar complejos
marcados (169). Después de los pasos de lavado descritos anteriormente, los complejos
de perlas magnéticas/L. pneumophila se visualizan mediante la reaccion colorimétrica

gue se desarrolla cuando se agregan los sustratos de HRP.

Bacteria-Ag + Ab-PM <= Bacteria-AgAb-PM 1
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FIGURA 10. ESQUEMA DE FUNCIONAMIENTO DEL METODO DE LA SIM

Fuente: Arnau Ripollés et al. 2015, Tecnoaqua (169).
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1.6.6 Criterios de muestreo en instalaciones sanitarias

Como ya se ha explicado en al apartado anterior relativo a la normativa, el nuevo Real
Decreto, con su Anexo V, se basa en la Norma UNE 100030 (153). En ella se indica que
las muestras que se tomen tienen que ser representativas de la estructura, con un
ndmero minimo que puede aumentar en funcién del tamafio de la estructura sanitaria
y de sus caracteristicas. Ademas, en el texto se detallan algunos puntos concretos donde
hay que tomar muestras en el caso de instalaciones con circuito de retorno. Dichos

puntos son:

* Un punto en el depésito.

* Un punto en el acumulador.

* Un punto en el circuito de retorno.

* Dos puntos medios de la instalacion.

* Cada uno de los puntos terminales identificados (152).

1.6.7 Numero de muestras

Segun el nuevo RD487/2022 se establecen también un nimero de muestras (152) que

varia en funcién del numero de puntos terminales de una estructura.
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TABLA 1. PUNTOS TERMINALES DE TOMA DE MUESTRAS EN INSTALACIONES DE USO COLECTIVO

Puntos de toma de muestra

Puntos terminales Circuito de agua caliente Circuito de agua fria

<20 3 1
21a50 4 1
51a100 4 2
101 a 150 5 2
151 a 200 6 3
201 a 250 7 3
251 a 300 8 4
301 a 350 9 4

>350 Aumentar proporcionalmente Aumentar proporcionalmente
(cada 50, 1 punto) (cada 100, 1 punto)

FUENTE: RD486/2022 (152).

1.6.8 Método de la toma de muestras

Fundamentalmente se pueden tomar las muestras de dos maneras diferentes. Una es el
método “preflushing”. Este consiste en recoger el primer flujo de agua. Es util cuando se

quiere establecer el riesgo que se tiene usando este punto terminal.

El segundo método se llama “postflushing”. Consiste en dejar que el agua fluya durante
unos minutos al fin de poder recolectar el agua originaria de la tuberia principal. Cuando
se quiere recoger el ACS con este método, se considera que sea de las tuberias cuando

I “"

ha alcanzado el limite maximo de temperatura. El “postflushing” es utilizado para
analizar el estado de las tuberias o para comprobar si un determinado tratamiento de

desinfeccion ha sido eficaz. Se puede ademas incluir el muestreo del biofilm obtenido

mediante escobillones.
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1.7 METODOS DE DESINFECCION

Existen varios procedimientos de desinfeccidn para controlar la Legionella. Con este
término se define el proceso de destruccién de los microorganismos excepto las
esporas. Existen diferentes métodos de desinfeccion. Algunos utilizan medios fisicos
(temperatura, filtros en punto de uso, rayos UV), quimicos (iones cobre-plata, agentes
oxidantes como el cloro y no oxidantes). El diferente uso de cada uno de estos métodos
hace que se puedan clasificar en base al lugar de actuacidn (sistémicos, focales) o al
tiempo de actuacién (continuos o de choque).

Cada método de desinfeccidon es diferente en su aplicacién y disefio. Por ello, es
necesario un andlisis del entorno y una adecuada planificacién. Aunque se sabe que la
desinfeccion puede favorecer la corrosion de las tuberias, los resultados que se

encuentran en la literatura son contradictorios (170).

1.7.1 Efecto de la temperatura

Se trata de un método de desinfeccién muy utilizado, asi como el control de los niveles
de cloro. Es un método que se suele aplicar en el agua caliente sanitaria (ACS). Esta
practica es de uso comun tanto en hospitales como en hoteles y otros edificios. Se ha
demostrado (81) que la Legionella es capaz de sobrevivir en las tuberias a temperaturas
entre 20 y 50 2C. Diferentes autores han podido averiguar que a mas temperatura del
agua es necesario un menor tiempo para destruir la bacteria. Muraca et al. (1987) (171)
erradicaron completamente L. pneumophila a 60 °C en menos de 3 horas en un sistema
de tuberias sin el efecto de turbidez (172) . Indicaron que el tiempo requerido para

obtener una reduccién del 90% a 45°C, 50°C, 60°C y 70°C fue de 2500, 380, menos de 5
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y menos de 1 minutos, respectivamente. Todos ellos estaban de acuerdo en que era
necesaria una temperatura por encima de 602C para la destruccidn de la bacteria. En
caso de brotes se pueden aplicar tratamientos de choque térmicos donde la
temperatura puede llegar a los 702C permitiendo un alcance de al menos 652C en los

puntos terminales.

Nuevos estudios han demostrado que es necesaria una temperatura mayor de 552C para
poder tener un efecto bactericida, cuando en muchos hospitales la temperatura que se
tiende a mantener es de 50°C (no suficiente para una correcta desinfeccién de

Legionella) (74,173).

1.7.2 Sistemas de ionizacion cobre-plata

El sistema de ionizacién cobre-plata utiliza el efecto sinérgico de los iones de cobre y de
plata para tener un efecto bactericida sobre la Legionella. Los iones de cobre
permeabilizan la membrana celular permitiendo a los iones de plata entrar en las células
causando su muerte a través del bloqueo enzimatico(174). Para tener capacidad
bactericida se recomiendan concentraciones de iones de cobre de 0,2-0,8 mg/L y
concentraciones de iones de plata de 0,02-0,08 mg/L. Hasta la fecha, estos sistemas
Unicamente han demostrado ser eficaces en un entorno hospitalario durante periodos

de tiempo prolongados (175).

Este tipo de sistema tiene la ventaja de ser facil de instalar y la temperatura del agua no

interfiere con su eficacia (respecto al cloro donde una temperatura elevada reduce las
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concentraciones de cloro). Tienen ademas un efecto remanente que dura entre 6y 12

meses en el caso de que el sistema dejase de funcionar (176).

Como desventaja encontramos la necesaria monitorizacidon para evitar formaciones
calcdreas. La eficacia de la desinfeccidn se puede comprometer a causa de excesivos
valores de pH del agua (177,178), por eso es necesario un andlisis de compatibilidad

especialmente en los centros donde el agua es alcalina (179).

1.7.3 Dioxido de cloro

Se trata de un método de desinfeccién compuesto por un gas que se descompone in
situ. Presenta riesgo de toxicidad cuando esta almacenado. Su mecanismo bactericida
es el de interrumpir la sintesis de proteinas de las bacterias. Este compuesto tiene una
mayor eficacia frente al biofilm generado por la Legionella respecto al cloro. Para que se
manifieste su eficacia es necesario un periodo de tiempo largo, entre uno y tres afios
(178,180) y con la problemadtica de que se generen bacterias resistentes a dicho
tratamiento. Sin embargo, el diéxido de cloro no se ve afectado per los cambios pH. Por
otro lado, hay que tener cuidado en mantener una concentracién residual efectiva que
ronda entre 0,3 y 0,5 mg/L en toda la red de distribucién. En los centros sanitarios esta

medida es muy compleja y costosa.
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1.7.4 Monocloramina

El cloro cuando reacciona con el amoniaco en el agua forma tres compuestos: la
monocloramina, la dicloramina y el tricloruro de nitrégeno. La monocloramina es
inestable pero efectiva frente a la Legionella tanto libre como en el biofilm. Varios
estudios han demostrado su eficacia en reducir la legionelosis en el agua de los centros
sanitarios (181), aunque no hay mucha experiencia a largo plazo como para otros
sistemas de desinfeccion. Este producto presenta la ventaja de no verse afectado por
los cambios de pH. Las concentraciones de Legionella se reducen al cabo de pocas

semanas junto a la presencia de otros patogenos (182).

1.7.5 Sistema de cloracion

El uso de cloro como agente desinfectante del agua fria es muy comun y utilizado en los
centros sanitarios. Su control a nivel de las instalaciones sanitarias es relativamente facil
en comparacion a otros sistemas de desinfeccion. Actua sobre las células como agente
oxidante, interfiriendo con las actividades respiratorias y de transporte de acidos
nucleicos de las bacterias, aunque su actividad se ve afectada por la temperatura, pH

del agua y tiempo de accién.

Para su control éptimo se necesitan concentraciones de cloro entre 4 y 6 mg/mL (171)
lo que supondria una hipercloracién. Hoy en dia se tiende a hiperclorar solo por un
tiempo limitado (choque de cloro) debido a su elevada corrosividad hacia las tuberias y
el riesgo para los pacientes. Actualmente se prefiere el uso de concentraciones de cloro

libre ente 0,2 y 0,8 ppm por no tener peligro para la salud humana. Cabe destacar que
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este método no es eficaz al 100% debido a la resistencia de la bacteria al cloro y a la

poca penetracién en el biofilm (183).

1.7.6 Desinfeccion por choques puntuales

Son métodos de uso puntuales. Los mas utilizados son el choque térmico y el choque de

cloro.

El choque térmico se caracteriza por un aumento de la temperatura de los acumuladores
hasta los 802C para luego dejar correr el agua a través de los puntos terminales (duchas,
grifos...). De esta manera se intenta eliminar la Legionella desde estos puntos
terminales. Para conseguir la muerte de la bacteria es importante que a nivel mas distal
se logre alcanzar por lo menos 602C. Siendo el método mas utilizado en casos de brotes
en centros sanitarios, se cuenta con una amplia experiencia clinica. Varios estudios
confirman que este método es eficaz a corto plazo, pero que la Legionella es capaz de
recolonizar las tuberias en poco tiempo (aproximadamente 15 dias) (184,185). Esto se
debe probablemente al hecho de que una temperatura elevada actua frente a la
Legionella libre en al medio acuoso, pero no en el biofilm (186) que es de donde la
bacteria vuelve a colonizar la tuberia. También se ha visto que las instalaciones que
utilizan el choque térmico como método de desinfeccidén tienen menor presencia de
amebas en el agua. A pesar de tener como ventaja el no requerir ningln equipamiento
especial y de poderse utilizar en casos de urgencia en tiempos rdpidos, tiene como
desventajas la necesidad de utilizar personal entrenado y de poder producir
guemaduras en los pacientes o usuarios. Por todo lo anteriormente comentado, es

mejor que sea un método complementario a otros de eficacia continuada.
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El choque de cloro consiste en una hipercloracion de los circuitos de agua. Se lleva a
cabo utilizando agua fria, por lo tanto, también en el caso de los circuitos de ACS se
tendra que enfriar el agua manteniéndola por debajo de 302C y luego afadir cloro al
agua hasta alcanzar los 20-30 ppm y un pH entre 7 y 8. Es importante que en los puntos
terminales llegue agua con una concentracién de cloro de 1-2 ppm y por al menos 3
horas, después de reestablecer las condiciones normales del circuito. Exactamente
como para el choque térmico, también con este método se ha visto una rdpida
recolonizacién por parte de Legionella al cabo de pocos dias (187,188). Esto no ha
causado que las bacterias sean mas resistentes al desinfectante, pero se ha visto un
aumento de amebas en el agua. Ademas, el sistema de choque de cloro puede daiiar las

instalaciones al ser corrosivo.

1.7.7 Desinfeccion y control del riesgo en puntos terminales

Como complemento al control de Legionella se pueden utilizar métodos de desinfeccion
terminales que tienen como objetivo el de tratar las partes.

Luz ultravioleta (UV)

Este método tiene efectos biocidas porque es capaz de generar dimeros de timina y
citosina en el ADN o de uracilo y citosina en el ARN. Su uso estd limitado porque no tiene
efectos residuales (189). De hecho, se tiene que poner muy cerca del punto que se
quiere tratar. Por el contrario, tiene la ventaja de no alterar las caracteristicas del agua

y no producir compuestos secundarios téxicos. La luz UV puede tener un rol importante
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si se instala en puntos terminales como grifos o cabezales de ducha, o se limitan a un

area de desinfeccion limitada.

Su eficacia ha sido demostrada a través de un estudio de 13 afios de duracién donde se
instald el sistema de desinfeccidn en las tuberias de un hospital de nuevo uso, es decir,
en el que todavia no se habia formado el biofilm o forma de Legionella intracelular
donde parece que la eficacia de la luz UV sea menor. Se tomaron 930 muestras vy el

cultivo en todas fue negativo, sin encontrarse casos nosocomiales.

Filtracion en el punto de uso

La filtracidn en el punto de uso consiste en la aplicacién en los puntos terminales de
grifos o duchas de filtros bacterianos de unos 0,2 mm de didametro de los poros. Son una
herramienta muy eficaz, puesto que generan una barrera fisica al paso de la Legionella
(190,191). Tienen como desventajas el alto coste, por lo cual no es posible instalarlo en

todo el hospital sino solo en areas concretas (177).

Generalmente se suelen instalar para controlar el ambiente en servicios de alto riesgo
donde pueden estar pacientes inmunodeprimidos (190). Es importante la educacién y
capacitacion regular del personal y de los pacientes para evitar contaminaciones
retrogradas de la membrana de filtracién (192). Dado que su tiempo de uso es limitado,

seria util establecer un correcto método que pueda trazar el proceso.
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1.7.8 Otros métodos de desinfeccion

Los mencionados anteriormente constituyen los métodos de desinfeccidn para el
control de legionelosis mas frecuentes. Cabe mencionar algunos menos frecuentes que

estan en fase de estudio.

Ozono

El ozono inactiva la Legionella gracias a su capacidad para producir radicales libres de
hidréxilo y superdxido. Actua sobre la permeabilidad, la actividad enzimatica y el ADN
de las células bacterianas. Su capacidad bactericida no se ha visto afectada por el pH o
la temperatura del agua (193,194). El ozono es mas efectivo respecto al cloro o al
perdxido de hidrogeno. Pero al ser un fuerte oxidante tiene como principal desventaja

la falta de accion residual, es corrosivo para los metales y degrada el caucho.

Peroxido de hidrégeno

El peroxido de hidrégeno es otro agente oxidante. Tiene la caracteristica de ser insipido,
no mutagénico, completamente biodegradable, no toxico y estable al calor. Se suele
utilizar solo o junto a otros sistemas como por ejemplo los iones plata, el acido
peracético o el ozono. Se ha demostrado su eficacia también frente al biofilm de
Legionella cuando se utiliza junto con el dcido peracético (195). A pesar de su eficacia,
se ha objetivado una recuperacion de las concentraciones de Legionella a los pocos dias
después del tratamiento (196) aunque no hay muchos estudios de campo. La
combinacidn que parece ser mas prometedora es la de perdxido de hidrégeno junto con

iones de plata que fue reportada en varios estudios (197,198).
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1.8 MARCO TEORICO, ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA

Como ya hemos visto en pdaginas anteriores, la enfermedad por Legionella presenta una
tasa de letalidad que puede llegar hasta el 80% especialmente en pacientes con

comorbididades, ingresados e inmunodeprimidos (199,200).

Inicialmente se asocio esta patologia prevalentemente al turismo y a los viajes. Afos
mas tarde se ha objetivado el problema que esta bacteria puede generar en las
estructuras sanitarias. En estas ultimas se ha visto que la principal fuente de contagio
consiste en el agua sanitaria. Durante muchos afios las Unicas herramientas disponibles
eran el cultivo para el diagndstico y el control del cloro y la temperatura para su

prevencion y desinfeccién.

La Legionella representa un reto para los hospitales, especialmente aquellos cuyas
instalaciones son antiguas. Aunque la incidencia de las infecciones nosocomiales es baja
(201), estas tienen una mayor letalidad a causa de una mayor proporcién de individuos

con factores de riesgo asociados.

La correcta gestion de la calidad del agua, incluyendo la limpieza y métodos rapidos de
analisis de la Legionella, son un punto fundamental para prevenir brotes de LD
(202,203); pero los resultados actuales dejan bastante que desear. Con el tiempo, la
mayoria de los hospitales acabara teniendo las tuberias colonizadas por Legionella. Esto
puede llegar a afectar directamente a los pacientes ingresados generando casos de
legionelosis nosocomial que pueden llegar a difundirse causando brotes. Estos ultimos
son un claro indicador del mal control del agua (199). La reciente evolucion del

conocimiento cientifico sobre la transmisidon de la Legionella en los centros sanitarios
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hace necesario modificar las medidas para responder a la colonizacién de las redes de

distribucién del agua de consumo sanitario.

La aparicién de nuevas técnicas diagndsticas rapidas deberia aumentar la eficiencia en
la respuesta preventiva y correctora de la colonizacién, lo cual obliga a redisenar las

recomendaciones actuales.

La normativa precedente a la actual, el Real Decreto 865/2003, estaba quedando
desfasada (204). La nueva norma UNE 100030:2017 (153) ha intentado paliar esa
antigiiedad del Real Decreto incorporando nuevos requisitos técnicos en la prevencion
y control de la Legionella. Desde enero de 2023 se ha hecho efectivo el nuevo Real
Decreto con novedades como el reconocimiento de técnicas diagndsticas alternativas al
cultivo para la deteccion de Legionella, el establecimiento de un nimero de muestras
dependiendo del nimero de puntos terminales de la estructura, o la creacion de un PPCL

y un PSL (este ultimo especialmente recomendado para estructuras sanitarias).

Desde el punto de vista diagndstico, el cultivo, primer método utilizado para la deteccién
de Legionella y considerado actualmente el método de referencia, tiene tiempos de
respuesta muy largos llegando a tardar hasta 8-10 dias. Ademas, hay que tener en
cuenta, como se ha explicado en detalle anteriormente, las limitaciones de este método
como la infraestimacion del nivel de Legionella en presencia de flora interferente o por
la presencia de formas viables pero no cultivables, a parte de ser un método que
requiere precauciones especiales dado el material potencialmente infeccioso que se

manipula.
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Esta lentitud en el resultado del cultivo hace muy dificil poder detectar variaciones en la
carga de Legionella en la red de distribucidn del agua sanitaria que se producen en pocos

dias, siendo este un problema para la salud de los usuarios.

Las instalaciones de muchos hospitales son viejas, y este factor hace que el material
fruto de la corrosion tenga el efecto de inactivar ciertos biocidas y servir como nutriente
para la Legionella. Esto hace que haya un aumento del riesgo de legionelosis por
aumento del numero de bacterias en la tuberia, junto a una pérdida de detectabilidad

de la Legionella a causa del efecto enmascarador de la microbiota interferente.

Por todo esto se ve claramente coémo la prueba diagndstica de la Legionella juega un
papel esencial en la evaluacion del riesgo y en el control del agua en un centro sanitario.

El cultivo imposibilita una gestidn eficaz del riesgo por todo lo anteriormente expuesto.

El método de separacion inmunomagnética (SIM) mejora la recuperacidon vy
detectabilidad de la Legionella en matrices ambientales, sugiriendo la posibilidad de
utilizar este método como un valioso indicador de riesgo. Por lo tanto, puede mejorar
significativamente nuestro conocimiento sobre el riesgo de exposicion a estas bacterias,
lo que nos permitiria implementar estrategias de monitorizacién y desinfeccién basadas
en la evidencia. A esto se afiade el hecho de poder utilizar dicha técnica en un sistema
automatizado, denominado Legiolab®, que permite resultados in situ y en linea,
pudiendo en todo momento controlar el nivel de contaminacién de la red de agua

sanitaria por Legionella.

El crecimiento de Legionella depende de varios factores como, por ejemplo, una dureza
y un pH del agua determinados, tuberias antiguas, agua estancada, dificultad de

mantener una temperatura elevada adecuada, formacion del biofilm, o la distancia de
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las tuberias como factor indirecto (205). En particular, las estructuras sanitarias,
incluyendo los hospitales, centros de salud, residencias o centros de didlisis, pueden
presentar un ambiente de riesgo para el crecimiento de la Legionella y, en consecuencia,
para la aparicion de casos de legionelosis (206,207). La colonizacidn y persistencia de
Legionella en diferentes ambientes (como sistemas de agua dulce) se ven favorecidas
gracias al desarrollo de biofilms. En este sentido, se ha demostrado la relacién de brotes
de legionelosis con la presencia de estos biofilms en la red de distribucion. Por lo tanto,
prevenir la formacién de biofilms en estos espacios es un factor clave para el control de

la presencia de Legionella y evitar posibles casos de legionelosis.

Visto la importancia de detectar la presencia de Legionella y conocer los factores que
determinan su colonizacién de forma rapida, es necesario que se defina un nuevo
estdndar de medicién no basado en el cultivo y que se desarrollen nuevos métodos
diagndsticos que tengan en cuenta los factores de riesgo determinantes de la

colonizacién

Uno de los motivos de esta situacion es la dificultad de realizar un nimero suficiente de
cultivos microbiolégicos, tanto por la dificultad de la recogida de muestras y coste, como
por la complejidad de analizar simultdneamente todos los factores de riesgo. En este
contexto la posibilidad de disponer de métodos rapidos como el método de separacion
inmunomagnética, SIM (Legipid ®) y de un sistema automatizado para el analisis en linea
de las muestras de agua (Legiolab®) nos brinda la oportunidad para responder a la
pregunta planteada: ¢Qué factores independientes y en qué medida son los
responsables de la colonizacidn de las redes del agua? De hecho, la evidencia cientifica

disponible hace referencia a unos pocos factores de riesgo, siendo pocos los estudios
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gue analizan mas de cuatro factores de riesgo simultdneamente y ninguno el que los

analiza todos.

=65 -



- 66 -



2. JUSTIFICACION Y
PROPOSITO
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La prevencion de la legionelosis a nivel nosocomial es un reto para las instituciones. Las
consecuencias de su adquisicién por parte de la poblacién de alto riesgo en la que se
puede agravar su enfermedad de base nos hacen destacarla como prioridad en la

prevencion hospitalaria y un reto importante para la salud publica.

Existe una gran preocupacién por la enfermedad del legionario adquirida en los
hospitales como entornos donde poblaciones importantes con mayor riesgo, debido a
la edad y / o estado de salud del usuario, pueden estar expuestas, lo que puede resultar

en una mortalidad considerable (208).

Para su control es necesario conocer las caracteristicas de las instalaciones y también
los posibles factores de riesgo. Actualmente las medidas universalmente aceptadas para
controlar la colonizacién de la bacteria en las tuberias consisten en utilizar agua caliente
sanitaria (ACS) con temperatura de mas de 50 2C y en algunos paises mas de 552C. Otra

medida de uso comun es la cloracién del agua fria de consumo humano (AFCH).

Ademads de estas medidas existen otros factores que pueden influir en la presencia de
Legionella en el agua. Entre ellos se pueden mencionar, por ejemplo, la longitud de la
tuberia, el periodo del afio, la presencia del biofilm o la presencia de hierro o metales

en las tuberias.

Los estudios que analizan dichos factores de riesgo se focalizan en solo algunos de ellos
y la mayoria de estos estudios se han llevado a cabo en estructuras de uso comun, es

decir, no sanitarias.

De hecho, la complejidad inherente en los sistemas de agua de los grandes edificios,

como los hospitales, dificulta la identificacidon de los factores precisos que desencadenan
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la contaminacién por Legionella, lo que implica efectos interactivos de la temperatura

del aguay la frecuencia del flujo (209).

Son escasos los estudios que integran los aspectos de seguimiento de parametros de
control de la bacteria con las caracteristicas de ingenieria de las instalaciones, que nos
remiten en este hospital Clinico Universitario a tuberias muy longevas y a cambios en la
adecuacién de la temperatura en el agua mas recientemente implementados, recogida
detallada de puntos de toma de muestras y registro puntual de cloracion.
La comprensién y estudio de las medidas bdsicas adoptadas para evitar la proliferaciéon
del microorganismo nos permitira redundar en medidas preventivas basadas en una
mejor evidencia cientifica con conocimiento de los factores de riesgo y los

determinantes de colonizacidn por esta bacteria.

La mitigacién de la colonizacidn por Legionella y la desinfeccion de los sistemas de agua
utilizados en entornos hospitalarios es un factor clave para controlar y prevenir las
infecciones asociadas a Legionella (11,210). Sin embargo, la monitorizacién ambiental
de Legionella también esta plagada de dificultades en estos entornos, incluido qué
métodos de deteccién usar y como interpretar los datos. Los sistemas de agua se han
monitorizado tradicionalmente utilizando métodos basados en cultivos como gold
standard, que pueden tardar muchos dias para detectar el crecimiento, lo que hace
imposible tomar decisiones rapidas y puede estar sesgado hacia L. pneumophila y
algunas otras Legionella spp. (211). Ademas, se sabe que las estrategias de control como
por ejemplo la alta temperatura, la cloracién o la ionizacion cobre — plata, provocan que
L. pneumophila se proteja entrando en un estado viable pero no cultivable (28,29), que

no forma colonias visibles en placas, pero pueden infectar diferentes tipos de
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macréfagos humanos y amebas (208). Estos inconvenientes también dificultan la
identificacion de las fuentes de los brotes de LD, que no son infrecuentes a pesar de las
regulaciones y directrices que abordan la contaminacidn por Legionella en los sistemas
de agua (212,213). Existen métodos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), pero
su capacidad para diferenciar entre organismos viables y no viables aun esta en
desarrollo (214). Por lo tanto, es probable que en el futuro se utilicen combinaciones de
métodos basados en cultivos con métodos rapidos, no basados en el crecimiento, para

ayudar a desarrollar estimaciones de riesgo.

Segun los estudios publicados sobre la dinamica y la plasticidad fenotipica de la
superficie celular de Legionella, la capacidad de Legionella para causar LD depende
predominantemente de su membrana celular (215). Entre estos hallazgos destacan la
importancia de detectar células de Legionella en su entorno al considerar su membrana
celular como un objetivo analitico. Por lo tanto, utilizamos una técnica de separacion
inmunomagnética (SIM) basada en la interaccidn antigeno-anticuerpo a nivel de la
membrana celular, lo que hace que este enfoque tenga un alto valor diagndstico con

fines preventivos (155) .

En este estudio se propone un novedoso indice de positividad para Legionella basado
en la combinacién de tres técnicas diferentes (cultivo, PCR e SIM). A partir de este indice
se evaluaron diferentes factores asociados a la colonizacién por Legionella en un
hospital.

Finalmente cabe destacar que el control de la presencia de la bacteria Legionella se

continua haciendo de manera prevalente con la técnica del cultivo microbioldgico. Esta
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metodologia es considerada como gold starndard para la deteccion de Legionella a pesar

de poder contar con otras técnicas de diagndstico rapido.

Hoy en dia no hay estudios que integren todos los posibles factores de riesgo de
colonizacion por Legionella en una estructura sanitaria teniendo en cuenta también una

posible alternativa diagndstica al cultivo tradicional.

Todo lo anteriormente expuesto ha llevado a plantear como pregunta genérica de
investigacion qué factores condicionan la colonizacién por Legionella en los centros

sanitarios. A esta pregunta genérica, siguen otras preguntas especificas:

1. ¢Es posible definir un estandar diagndstico para la determinacion de Legionella

en el agua?

2. ¢Cudl es la efectividad diagndstica de los métodos rapidos de deteccion de

Legionella?

3. ¢Cual es el riesgo asociado a las distintas variables directas e indirectas en un

centro sanitario?

4, ¢Es posible elaborar un indicador predictor del riesgo de colonizacion del agua

por Legionella en el ambiente hospitalario?
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3.1 HIPOTESIS

Esta tesis se basa en las siguientes hipotesis:

Los centros sanitarios tienen riesgo de colonizacidon por Legionella y dada la
complejidad de las estructuras sanitarias, dicho riesgo depende de multiples
factores.

El riesgo asociado a la colonizacién por Legionella en un centro hospitalario
difiere dependiendo de las distintas variables directas o indirectas de su
presencia.

El estandar diagndstico actual basado Unicamente en el cultivo no es suficiente
para definir correctamente el riesgo de colonizacién por Legionella, por lo cual
se define un nuevo tipo de estandar diagndstico basado en un consenso entre
resultados de cultivo, prueba rapida y molecular (PCR).

El método rapido de deteccién de Legionella es efectivo y representa una
herramienta valiosa para anticipar actuaciones en caso de colonizacién de las
tuberias por Legionella.

La valoracién simultanea de las diferentes variables puede sugerir un nivel de

riesgo futuro de colonizacién del sistema de agua hospitalaria por Legionella.
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4. OBJETIVOS
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El Objetivo general de esta tesis es conocer los factores que condicionan la
colonizacion por Legionella en los centros sanitarios teniendo en cuenta la efectividad

de las pruebas diagndsticas disponibles.

Los objetivos especificos son:

1. Evaluar la validez del cultivo como estandar diagndstico para la determinacion

de Legionella en el agua.

2. Evaluar la efectividad diagndstica de los métodos rapidos de deteccidn.

3. Conocer el riesgo asociado a las distintas variables directas e indirectas presentes

en un centro sanitario.

4, Elaborar un indicador predictor del riesgo de colonizacidn del agua por Legionella

en el ambiente hospitalario.

-79-



-80 -



5. MATERIALY METODOS



-82 -



Para el estudio de los objetivos de esta tesis, se requiere el analisis de diferentes
parametros en un centro con caracteristicas especiales. Se considera de interés realizar
el estudio en un hospital de tercer nivel, con una poblacidn asignada mayor de 200.000
habitantes, que tenga mds de 500 camas y una distribucién en diferentes pabellones.
Ademas, es importante que en el centro estén presentes todas las especialidades
médicas y quirurgicas. También se ha buscado un centro con una red de distribucién del

agua antigua para poder estudiar varios factores de riesgo en distintas condiciones.

5.1 CARACTERISTICAS DEL CENTRO SANITARIO

Teniendo en cuenta estas consideraciones se plantea el estudio en el hospital Clinico
Universitario de Valencia (HCUV). El Hospital Clinico Universitario de Valencia es un
centro hospitalario y docente universitario del Sistema Valenciano Publico de Salud que
pertenece a la Conselleria de Sanitat Universal i Salut Publica (GVA). Es uno de los
mayores hospitales de la ciudad de Valencia, capital de la Comunidad Valenciana.
Ademas, es un centro acreditado de tercer nivel de alta especialidad y mdaxima
complejidad, disponiendo de todas las especialidades médico-quirurgicas. Dispone de
un total de 586 camas de hospitalizacidon. EIl HCUV es el hospital de referencia del

departamento de salud Clinico-Malvarrosa.

El Departamento Clinico-Malvarrosa presta asistencia sanitaria a mas de 300.000
habitantes, lo que lo convierte en uno de los departamentos con mas poblacién de la
Comunidad Valenciana. Pertenece a dicho departamento la zona noreste de la ciudad

de Valencia, asi como varios pueblos de la zona norte de esta ciudad (216).
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Segun la ultima memoria disponible, la del afio 2020, se efectuaron 22.815 ingresos
totales (entre urgentes y programados), con una estancia de 151.777 dias totales y una

estancia media de 6,7 dias. Su indice de ocupacién es del 70,9%.

TABLA 2. DATOS DE HOSPITALIZACION DEL HCUV.

Camas | Camas Ingresos Ingreso | Ingres | Estanci | Estanci | indice

dotacio | funcionant | Programad | s 0s as a de

n es 0s Urgent | totales Media | ocupaci
es 6n

591 586 7021 15794 22815 | 151777 | 6,7 70,9 %

Fuente: memoria del departamento Clinico-Malvarrosa 2020 (217).

El Hospital Clinico Universitario de Valencia es un hospital con 587 camas con una unidad
de cuidados intensivos (UCI) médica de 16 camas, que consta de una gran estructura
distribuida en 4 pabellones indicados por las letras del alfabeto (A, B, C, D).

Este hospital esta relacionado con las primeras etapas de la ensefianza de la medicina
proporcionada por la Universidad de Valencia, donde se cred la “Catedra de Medicina
Practica”. El inicio de su construccion se situa en el aiio 1913, pero es en los afios sesenta
cuando se empezo a utilizar de manera continua como hospital. Después del incendio
del verano de 1986, que destruyd los almacenes del hospital y las Unidades de
Hospitalizacidn, se ha acometido una profunda remodelacién que acabd en el afio 1994.
Sus pabellones estan distribuidos en dos edificios, en el primero y mas cercano a la
Universidad de Valencia estan los pabellones By C. En el segundo, los pabellones Ay D.
El pabellon B cuenta con 6 plantas, el pabellon C con 5 plantas, y los pabellones Ay D

con 8 plantas cada uno.
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En el edificio que comprende los pabellones B y C estdn los servicios de hospitalizacién,
urgencias, gerencia y direccion médica, UCI, quiréfanos, documentacién clinica vy
admisién, medicina preventiva, oncologia, cardiocirugia, traumatologia, cirugia general,
cardiologia, medicina interna, psiquiatria, unidad de media-corta estancia (UMCE) y
cirugia toracica.

El edificio que comprende los pabellones Ay D se divide de esta forma: el pabellén D es
de consultas externas, mientras que el pabelldn A comprende el laboratorio de andlisis
clinicos y otras plantas de hospitalizacion (neumologia, pediatria, neurologia,
neurocirugia, ginecologia y obstetricia, y oncologia pediatrica) junto con el hospital de
dia (Figura 12y 13).

Cabe destacar que cada uno de los dos edificios se extiende también dos pisos por
debajo del suelo (teniendo un sétano 1 y un sétano 2), donde se situa el servicio de
mantenimiento, limpieza, almacén general, aljibes de AFCH, calderas y Pastormaster de
ACS.

El servicio de microbiologia, farmacia, personal, medicina del trabajo e ingenieria estan

situados en el edificio de la Universidad de Valencia, que es contiguo al HCUV.

FIGURA 11. FOTOS DEL HOSPITAL CLINICO UNIVERSITARIO DE VALENCIA

Fuente: pagina web del departamento Clinico-Malvarrosa (218).
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FIGURA 13. VISTA AEREA DEL HOSPITAL CLINICO UNIVERSITARIO DE VALENCIA.
Fuente: Inst. Geogr. Nacional. (2023). Valencia, Espafia. [Imagen satelital]. Google Earth.

https://earth.google.com/web/@39.47935832,-0.36166947,18.64593553a,305.4083991d,35y,-
161.2706007h,43.50081762t,0r.
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5.2 LA RED DE AGUA SANITARIA

Inicialmente, en los afios previos al estudio, en el hospital Clinico se utilizaban
acumuladores para almacenar el agua caliente sanitaria. Estos han dado varios
problemas de aciumulo de residuos de hierro y posible fuente de colonizacién vy
dispersién de Legionella. Por lo tanto, se decidid eliminarlos y utilizar un circuito
continuo de ACS donde el agua caliente sale de las calderas, pasa a través de un sistema
de pasteurizacion en continuo, recorre todas las tuberias principales del hospital y luego
vuelve a las zonas de las calderas para volver a ser calentada. Es decir, hay una constante
circulacién de ACS en las tuberias principales. Y desde alli el ACS va a los ramales
terminales para ser utilizada.

Cabe destacar que hay dos puntos de almacenaje de AFCH y de ACS, uno por cada
edificio. Los pabellones Ay D tienen un aljibe, calderas y una red de distribucion de agua
diferentes a los pabellones B y C. Tanto los aljibes como las calderas estan situados en
los s6tanos de cada edificio. En cada edificio hay dos circuitos, uno para el agua fria y el
otro para el agua caliente. Estos circuitos tienen como punto de partida los sétanos,
suben hasta la ultima planta de sus respectivos edificios y luego bajan. El circuito de ACS
vuelve otra vez al punto de partida para garantizar una circulacion constante del agua y
evitar que esta se enfrie. El agua fria por el contrario no vuelve al interior de los aljibes
y no hay circulacién constante. Simplemente sale de los aljibes para su uso.

El agua fria procede de la red de distribucién municipal y se acumula en los aljibes. Estos
ultimos no solamente funcionan da acumulador de agua, sino que tienen un sensor de
pH y de cloro. Este sensor funciona de manera que mientras que el agua se esta

acumulando viene corregida llevando el pH cercano a 7 y corrigiendo el nivel de cloro.
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El HCUV cuenta también con un sistema de pasteurizacién en continuo del agua caliente
sanitaria, Figura 14. Necesita una conexidn con el sistema de calderas para alcanzar la
temperatura de pasteurizacidon del agua que es de aproximadamente 1509C. El sistema
permite al agua alcanzar una temperatura de 702C y mantener esta temperatura

durante un minimo de tres minutos.

FIGURA 14. SISTEMA DE PASTEURIZACION DEL ACS INSTALADO EN EL HCUV.

Pastormaster® (Physis Development, S.L.)
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5.3 DISENO DEL ESTUDIO
5.3.1 Evaluacion de la validez del cultivo como estdndar diagndstico para la
determinacion de Legionella en el agua y evaluacion de la efectividad

diagndstica de los métodos rdpidos de deteccion.

Para responder a los objetivos especificos 1y 2 se usé un disefio transversal para utilizar

técnicas de evaluacion de pruebas diagndsticas.

5.3.2 Conocer el riesgo asociado a las distintas variables directas e indirectas
presentes en un centro sanitario y elaboracion de un indicador predictor del

riesgo de colonizacion del agua por Legionella en el ambiente hospitalario.

Para responder a los objetivos especificos 3 y 4 se ha disefiado un estudio de tipo

observacional de casos y controles.

Definicidn de caso: puntos de la red de distribucion del agua que presenten una carga

de Legionella > 99 UFC/L (unidades formadoras de colonias/ litro).

Definicion de control: puntos de la red con una carga de Legionella < 100 UFC/L.
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5.4 METODOLOGIA

5.4.1 Evaluacion de pruebas diagndsticas

Para esta parte del estudio que comprende los objetivos 1y 2 se ha procedido a la toma

de muestras de agua de los puntos terminales como grifos y duchas.

Se ha procedido al analisis de cada muestra con el método de cultivo y con el método
rapido de la SIM. Ademas, se utilizdé la PCR para discriminar los resultados que eran
dudosos. Estas muestras fueron analizadas por dos laboratorios y evaluadas por parte
de tres microbidlogos. Esto ha permitido la propuesta de un nuevo estandar diagndstico.
Los resultados del cultivo y la SIM se han utilizado para determinar la efectividad de los
métodos rapidos en términos de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y

valor predictivo negativo.

El criterio para definir una positividad o negatividad frente a Legionella en el nuevo
estandar fue el resultado del consenso de tres microbidlogos considerando
conjuntamente los datos de todas las muestras analizadas por cultivo, PCR y SIM. Una
muestra de agua se consideraba positiva para Legionella spp. si cumplia al menos uno
de los siguientes criterios: (i) recuento de cultivo, no menos de 100 UFC-L ! informado
por al menos un laboratorio; (ii) resultado de SIM, no menos de 300 UFC ¢q-L tinformado
por al menos un laboratorio; (iii) resultado positivo de SIM informado por todos los
laboratorios; (iv) resultado positivo de SIM informado por al menos un laboratorio, si la
PCR es positiva.

La muestra de agua se consideraba negativa para Legionella spp. cuando se cumplia al

menos uno de los siguientes criterios: (i) recuento de cultivo menor a 100 UFC-L !
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informado por al menos un laboratorio, incluso si la PCR fue positiva; (ii) un recuento de
cultivo inferior a 100 UFC-L “*informado por todos los laboratorios.

La sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo positivo (VPP) y el valor predictivo
negativo (VPN) se calcularon comparando el método SIM con el método de cultivo
(método de referencia actual). Ademas, estas medidas también se obtuvieron
comparando la SIM y el método de cultivo con el indice de positividad de Legionella
como nuevo gold standard. Estos resultados se han reflejado mediante el uso de una

tabla 2x2

TABLA 3. CLASIFICACION DE LOS RESULTADOS DE UN ESTUDIO DE EVALUACION SOBRE PRUEBAS DIAGNOSTICAS

Resultado segtin prueba diagndstica de referencia

Resultado prueba

diagnéstica Positiva Negativa Total
Positiva a b oulh
Negativa c d c+d
Total a+c b+d N

Se recogieron un total de 204 muestras de agua en 68 puntos de muestreo diferentes
(suelos y pabellones) del Hospital Clinico Universitario de Valencia, en enero, mayo y
octubre de 2017. De estas, 102 (50%) eran agua fria y 102 (50%) eran agua caliente. Los
lugares muestreados incluyeron agua fria y caliente del grifo, la entrada de agua potable
al edificio, tanques de almacenamiento, puntos de distribucion y puntos de uso
(regaderas, grifos de bafio) que estan cerca y lejos de los puntos de distribucidn. Las
muestras de agua se recolectaron en dreas donde los pacientes podrian estar expuestos

al contagio, excluyendo dreas como reservorios y acumuladores de agua en el sétano
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del hospital. Los sitios de muestreo fueron seleccionados al azar de entre aquellos que

habian tenido colonizacién por Legionella en los ultimos tres afios (Anexo II).

5.4.2 Andlisis de los factores de riesgo

Para realizar el estudio se ha procedido a la toma de muestras de agua en los puntos
criticos de un hospital de referencia, de manera que se hayan considerado las diferentes
condiciones de la red de distribucion del agua, espaciales y temporales. Se analizaron
tanto los puntos terminales como el circuito principal. Las muestras se analizaron
microbiolégicamente mediante cultivo y métodos rapidos. En todos los puntos de
muestreo se ha analizado la presencia de Legionella en la red y se ha cuantificado los
niveles de cada variable incluida en el estudio, lo que ha permitido estimar el riesgo
relativo (OR) simple y ajustado mediante analisis multivariante, asociado a cada variable

del estudio.

Se recogieron un total de 136 muestras de agua en 42 puntos de muestreo diferentes
del HCUV en el periodo febrero 2020 - abril 2021. De estas, 79 (58,1%) eran de agua fria
y 57 (41,9%) de agua caliente sanitaria. Se muestrearon puntos terminales (pilas y
duchas) y puntos de las tuberias centrales que aportan el agua a estos puntos terminales
(Anexo Il y Anexo Ill). También para esta segunda fase se seleccionaron los puntos al
azar entre aquellos que habian tenido una colonizacidn por Legionella mas elevada en
los ultimos afios.

Se analizé si las diferentes variables a estudio tenian diferencias en positividad por

Legionella, pudiéndose de esta manera considerar como factores de riesgo o como
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factores protectores. Para ello se utilizaron test estadisticos conformes al tipo de
variables (cualitativa vs cualitativa, cualitativa vs cuantitativa, si es paramétrica o no
paramétrica) y que se ha detallado en el capitulo correspondiente (andlisis estadistico).
Por ultimo, los factores de riesgo de colonizacion por Legionella se ajustaron mediante

analisis de regresion logistica sobre variables dicotdmicas.

-93-



5.5. TOMA DE MUESTRAS Y ANALISIS MICROBIOLOGICO

Para contestar a los objetivos especificos 1 y 2 (“Evaluar la validez del cultivo como
estandar diagnostico para la determinacion de Legionella en el agua” y “Evaluar la
efectividad diagndstica de los métodos rdpidos de deteccion”), se recogieron muestras
en botellas estériles de 3 litros directamente de la salida del punto terminal. Antes del
muestreo, se insertd un hisopo estéril en las salidas de los grifos y se giré presionando
la superficie interior dos veces en el sentido de las agujas del reloj y hacia arriba y hacia

abajo dos veces para desalojar el sedimento.

La recoleccion de agua se diseiid para proporcionar simultaneamente: (i) muestras de
agua que fueran representativas en la medida de lo posible del estado global del sistema
de agua, incluido el sedimento extraido para compensar al menos parcialmente el efecto
de dilucidn, y (ii) un volumen de muestra de agua suficiente para aplicar diferentes
técnicas para la determinacion de Legionella en porciones de agua lo mas equivalente
posible para cada punto de muestreo.

La temperatura de cada muestra de agua se registré en el momento de la recoleccién
de la muestra. Cada muestra de 3 litros se dividid inmediatamente en porciones iguales
de 1 litro y se distribuyeron al laboratorio 1 y al laboratorio 2, ambos laboratorios
acreditados por la Entidad Nacional de Acreditacién Espafiola (ENAC) segun la norma
UNE-EN ISO/IEC 17025. Las porciones se distribuyeron a temperatura ambiente en
botellas de plastico de polipropileno con tapdn de rosca de boca ancha estériles de 1
litro que contenian tiosulfato de sodio, protegidas de la luz solar, dentro de las 4 horas
posteriores al momento de la recoleccion.

El analisis de Legionella se realizd dentro de las 24 horas posteriores a la recoleccién.
Cada laboratorio analizd una porcidn de 1 litro para Legionella spp. utilizando tanto un
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cultivo estandar realizado de acuerdo con las recomendaciones del método estandar
internacional I1SO 11731:1998 (Calidad del agua - Deteccion y enumeraciéon de
Legionella) (220) como la SIM (Legipid® Legionella Fast Detection Test, Bidtica, Espafia).
El laboratorio 2 analizé otra porcion de 1 litro de agua para Legionella spp, utilizando,
ademads de las dos anteriores, la técnica basada en la reaccién en cadena de la

polimerasa (PCR) (IELAB, Alicante, Espaia).

Para contestar a los objetivos especificos 3 y 4 (“Conocer el riesgo asociado a las
distintas variables directas e indirectas presentes en un centro sanitario” y “Elaborar un
indicador predictor del riesgo de colonizacidon del agua por Legionella en el ambiente
hospitalario”), se ha mantenido invariado el procedimiento de toma de muestra y
analisis. Los cambios en esta fase han sido que solo se ha recogido 1 litro de agua para
cada punto terminal. Se recogié mas de una muestra de agua tanto fria como caliente
por cada punto terminal para estudiar diferencias en las varias horas del dia.

Otro aspecto diferente es que solo se han enviado las muestras para ser analizadas a un
laboratorio.

Para el analisis del circuito en un principio se ha procedido a instalar in situ el sistema
Legiolab®, una maquina automatizada que permite un andlisis rapido de la presencia
de Legionella basado en la tecnologia de la separacidon inmunomagnética (Legipid®) con
la finalidad de obtener un resultado y detecciéon de Legionella en tiempo real.
Sucesivamente, a causa de la pandemia de SARS-CoV-2 que afectd a esta segunda fase
del estudio, no se ha podido cambiar de ubicacion la maquina para que pudiese medir

en tiempo real los varios puntos del hospital. Por tal razén, se ha procedido a la recogida
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de muestras de un litro de agua con metodologia post-flush aplicando de todas formas
la misma tecnologia rapida que la maquina.
Los tipos de puntos de recogida de muestras fueron:

Puntos terminales y tuberia

Para tomar la muestra, se tomé como referencia lo definido por la norma UNE
100030:2017 como “pre-flush”, es decir, sin dejar correr el agua (153). Esto consiste en
recoger el primer flujo de agua. Es util cuando se quiere establecer el riesgo que se tiene

al usar este punto terminal.

Circuito

Para tomar la muestra, se tomé como referencia lo definido por la norma UNE
100030:2017 como post-flush (dejando correr el agua) (153). Consiste en dejar que el
agua fluya durante unos minutos al fin de poder recolectar el agua originaria de la
tuberia principal. Cuando se quiere recoger el ACS con este método, se considera que

Ill

sea de las tuberias cuando ha alcanzado el limite maximo de temperatura. El “post-
flushing” viene utilizado para analizar el estado de las tuberias o para comprobar si un

determinado tratamiento de desinfeccién ha sido eficaz.

En cada muestra se ha procedido a la identificacidn y registro del nimero identificativo
del punto terminal muestreado, tipo de instalacion, fecha y hora de la toma de muestras,

temperatura del agua, temperatura ambiente y humedad relativa del ambiente.

Las muestras se enviaron al laboratorio para su analisis en las primeras 48 horas tras su

recogida. Las muestras que llegaron el mismo dia de la toma se han transportado a
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temperatura ambiente protegidas de la luz solar y evitando temperaturas extremas, en
caso contrario, se han conservado refrigeradas (entre 2 y 8 2C). Las muestras de agua

caliente se han refrigerado inmediatamente después de ser tomadas.

5.5.1 Cultivo

El tratamiento de las muestras y el cultivo estandar de Legionella se realizaron de
acuerdo con las recomendaciones del método estandar internacional ISO 11731:1998
(Calidad del agua - Deteccidon y enumeracién de Legionella) (220), basado en el
procedimiento de filtracion y cultivo de bacterias en medios selectivos. Brevemente, se
filtré un litro de cada muestra a través de un filtro de membrana de policarbonato con
un tamafio de poro de 0,4 um (Millipore, Madrid, Espaia); este tamafio de poro es
conveniente para retener las células de Legionella presentes en las muestras
ambientales y evita la obstrucciéon del filtro. A continuacién, el filtro se retird
asépticamente y se coloco en un tubo de 100 mL que contenia 15 mL de diluyente estéril
(Bidtica, Castellén, Espafia). Posteriormente, las bacterias se resuspendieron mediante
agitacion tipo vortex durante 2 minutos.

Las muestras concentradas se sembraron directamente en placas (100 pL) en medios
BCYEa + GVPC que contenian antibidticos (agar Legionella GVPC, cédigo 43032;
Biomerieux, Francia) para enumerar las colonias de Legionella (CFU). Todas las placas se
incubaron a 36 £ 2 °C hasta 10 dias en condiciones aerobias y atmdsfera humidificada.
Las colonias se contaron después de 1, 3, 5, 7, 8, 9 y 10 dias. Las colonias lisas que
mostraban un color amarillento o, a veces, amarillo verdoso o blanco grisaceo se

contaron como legionelas sospechosas a confirmar. Se subcultivaron entre 5y 7 colonias
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sospechosas de ser positivas para Legionella en agar BCYE (sin antibidticos) (Biomerieux)
y agar sangre (alternativamente podemos usar agar BCYE sin L-cisteina) para su
confirmacién (agar Columbia + 5% sangre de caballo, cddigo 43050; Biomérieux,
Francia). Las colonias aisladas que crecen solo en agar BCYE pero no en agar sangre se
consideraron colonias de Legionella. Los resultados se expresaron en UFC-L- 1y el limite
de cuantificacién del procedimiento fue de 50 UFC-L- 1. No se realizaron mas pruebas
confirmatorias, como inmunofluorescencia directa o indirecta y aglutinacién en latex,

para colonias dependientes de cisteina.

5.5.2 SIM

Nueve mililitros de cada muestra concentrada como se describié anteriormente se
agregaron a una cubeta para ser analizada por el método SIM (Legipid ® Legionella Fast
Detection Test; Bidtica, Espafia). Brevemente, se afiade una suspensién de microesferas
magnéticas que llevan anticuerpos anti-Legionella. Si en las muestras a analizar esta
presente la bacteria, las microesferas se uniran a ella a través de los anticuerpos
formando asi un complejo Legionella/microesferas. Sucesivamente, dichos complejos se
separan a través de un iman (separacién inmunomagnética), se lavan y se resuspenden.
Finalmente, estos complejos se incuban con un anticuerpo frente a Legionella conjugado
con un enzima en grado de ser marcado. Los complejos bacteria/microesferas se
visualizan colorimétricamente después de un lavado y tras afadir los sustratos

enzimaticos.
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5.5.3 PCR

Cada muestra de agua de 1 litro se mezcld agitandola y se filtré a través de un filtro de
membrana de policarbonato de 0,2 um de didmetro de poro (Millipore). A continuacién,
se retird el filtro de membrana y se coloco en 10 mL de solucidn estéril libre de RNasa y
DNasa y se usd 1 mL para la extraccién de ADN con un kit comercialmente disponible
(DNeasy Blood & Tissue Kit, cédigo 69504; Qiagen, Hilden, Alemania). El ADN se eluyd
en 200 pL de tampdn de elucidn (suministrado en el kit). Los ensayos de PCR se llevaron
a cabo con un kit comercialmente disponible (Legionella spp. qPCR Quantitative
Detection Kit, cédigo 992402; ielab, Alicante, Espafia). La mezcla comercial contenia
cebadores especificos para Legionella spp. TagMan Universal Master Mix, sondas
fluorescentes, IPC (control positivo interno: ADN plasmidico). A 15 uL de la mezcla de
reaccion se afiadieron: 10 puL de matriz de ADN; 10 uL de agua libre de nucleasas (control
negativo); 10 uL de control positivo: 6 diluciones sucesivas de control positivo (una cepa
de Legionella pneumophila) a la concentracidn inicial de 1x 10 ® unidades de genoma/pL.
Todas las muestras se ensayaron mediante repeticiones de 3 veces. Los resultados se
leyeron con el uso de la pendiente estandar proporcionada por el productor (los puntos
de pendiente fueron: 100.000, 10.000, 1.000, 100, 10, 1). La amplificacién comprendio:
50°C, 2 minutos; 95°C, 10 minutos; 42 ciclos, cada uno compuesto por: 95 °C, 15 s y 60

°C, 1 min. La cuantificacidn el limite era 480 GU-| 1.

5.5.4 Andlisis fisicos y quimicos
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Todos los analisis fisicos y quimicos del agua se determinaron en el momento de la toma

de muestras.

Se analizé la temperatura del agua y el cloro libre residual (método DPD, colorimétrico),
la conductividad, la humedad relativa y la dureza total como estara especificado en el

apartado correspondiente a continuacién y en el Anexo lll.
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5.6 VARIABLES A ESTUDIO
5.6.1 Seleccion de las variables a estudiar y preparacion de recogida de

informacion

Tras revisar la literatura (221-226) se identificaron los factores de riesgo conocidos o
qgue potencialmente pueden condicionar la presencia de Legionella en el agua, se
seleccionaron los factores de riesgo en funcion del grado de recomendacién y nivel de

evidencia cientifica(227).

Tras identificar los factores de riesgo que condicionan la colonizacion por Legionella se
seleccionaron las variables a estudiar en funcion de la evidencia y factibilidad de
recogida y la posibilidad de recoger la informacién de las variables en el mismo

momento o que requieran varios muestreos en un mismo punto.

5.6.2 Seleccion de puntos de muestreo.

Se seleccionaron los puntos de mayor riesgo teniendo en cuenta:

a) La experiencia de muestras microbioldgicas recogidas en el hospital durante los

5 ainos anteriores.

b) La inclusion de los diferentes factores a estudiar.

c) Caracteristicas de las variables que obliguen a modificar los puntos de muestreo
para su registro. Mientras que hay variables que se pueden medir en todos los puntos
(cloro, temperatura), otras requieren cambios de los equipos para la medicion en linea;

es el caso del tipo de agua (ACS o AFCS), o del punto de muestreo (ducha o pila).
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5.6.3 Variables de resultado o de respuesta:

e Presencia de Legionella detectada mediante cultivo y Legipid ©®.

Para cultivos: la muestra de agua es recogida en una botella de 1 litro y llevada al

laboratorio.

Para Legipid ®: como para el cultivo o directamente de la maquina en el punto donde

estara instalada.

La carga de Legionella pneumophila se analizara utilizando dos tipos requeridos segun

los diferentes estudios y test:

- De tipo continuo, con resultado en Unidad Formadora de Colonias/ litro (UFC /

L).

- Dicotémica (presencia de Legionella si/no). Donde por presencia se entiende un
valor de UFC >100 (con valores inferiores no se considera colonizacién, aunque

para considerar los controles los resultados deberan ser totalmente negativos).

- Cualitativa: carga de Legionella baja (<100 UFC/L), media (>100 - <1000 UFC/L),

alta (>1000 UFC/L).

5.6.4 Variables explicativas

Variables estructurales:
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Tipo de agua: se define como la diferencia entre agua caliente sanitaria (ACS) y agua

fria de consumo humano (AFCH).

Variable cualitativa dicotomica (ACS / AFCH). Se eligieron puntos terminales de
agua fria de consumo humano y de agua caliente sanitaria representativos de la

situacidén del hospital.

Punto de muestreo: se define como la seleccidon de puntos terminales elegidos para

el estudio.

Variable de tipo -cualitativa politdmica (varios puntos). Se midieron
seleccionando aquellos puntos con un riesgo de tener Legionella con carga mas

elevada, teniendo en cuenta las muestras de los aflos anteriores.

Distancia: se define como la longitud de la tuberia medida en metros.

Variables cuantitativas (metros de longitud por cada punto de muestreo). Se
midié la distancia en metros a partir del punto inicial (aljibe para el AFCH,
acumulador/Pastormaster para ACS) hasta el punto terminal de recogida de
muestras. Se hard uso de planos de las tuberias del hospital proporcionados por

el servicio de Ingenieria.

Planta: se define como la planta del hospital donde esta situado el punto terminal.

Variable cuantitativa ordinal (12, 22, 32, etc.). Se considerd la planta del hospital

Clinico Universitario donde estara ubicado el punto terminal.

Estancamiento: se define como agua estancada en un determinado punto del

recorrido de la tuberia.
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Variable de tipo cualitativa dicotdmica (agua estancada si /no). Se considerd si el
agua recogida desde los puntos terminales tiene un recorrido tal para producir
estancamiento en algun punto de las tuberias. Se contd con el apoyo del servicio

de Ingenieria del hospital.

Métodos de desinfeccion

e Biocidas (cloro): presencia de la sustancia de cloro en el agua de los puntos

terminales.

Variable cuantitativa. Niveles de cloro medidos en partes por millén (ppm) o
mg/L por cada muestra tomada. Se utilizé los niveles de cloro medidos
diariamente por el servicio de mantenimiento y se afiadieron mediciones de

cloro por cada toma de muestra del mismo punto en el mismo dia.

e Temperatura: temperatura del agua en los puntos de muestreo terminales.

Variable cuantitativa (grados centigrados por cada muestra tomada). Se utilizé
los valores de temperatura medidos diariamente por el servicio de
mantenimiento y se afiadieron mediciones por cada toma de muestra del mismo

punto en el mismo dia.

e PH: valor del pH del agua.

Variable cuantitativa (valor de pH por cada punto de muestra tomado). Se utilizé
los valores de pH medidos diariamente por el servicio de mantenimiento y se
afiadieron mediciones de este por cada toma de muestra del mismo punto en el

mismo dia.

Variables ambientales:
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e Hora del dia: hora del dia en el cual se toma la muestra.

Variable de tipo cualitativo (hora definida en hora y minutos por cada muestra).
Se considerd un numero de cuatro muestras por cada dia en los siguientes

horarios: 8.00, 12.00, 16.00, 20.00.

e Periodo del afo: el periodo del afio en el cual se toman las muestras

Variable de tipo cualitativo (estaciones del afio). Se registro el periodo del afio

diferenciando entre invierno, primavera, verano y otofio.

e Temperatura ambiente: variable cuantitativa medida en grados centigrados. Se trata
de la temperatura del ambiente donde se toma la muestra de un determinado punto
terminal en el momento de la toma.

e Humedad relativa: variable cuantitativa (expresada en %). Se trata del valor de
humedad relativa del ambiente donde se toma la muestra de un determinado punto

terminal en el momento de la toma.

Otras variables:

e Tipo de recogida: se define como el tipo de recogida de la muestra de agua desde el

punto de muestreo terminal, manual o con la maquina.

Variable dicotdmica cualitativa:

Recogida manual: llenar una botella de 1 litro de agua directamente del punto

de muestreo deseado.

-105 -



Recogida con la maquina: la maquina recoge vy filtra el agua. El agua filtrada
puede ser utilizada directamente para el test Legipid® en la misma maquina y de
forma automatica. También es posible recoger dicha agua filtrada y llevarla a un
laboratorio donde se puede hacer el Legipid®, cultivo, PCR, etc. (esto ahorraria

el proceso de filtracidn del agua en el laboratorio).

Frecuencia de uso: se expresa como variable dicotomica (frecuente/ no frecuente)
en base al uso diario /semanal del punto. Para que se considere un punto de uso
frecuente tiene que ser utilizado con una frecuencia de mas de 5 minutos al dia o de

mas de 35 minutos a la semana.

Conductividad: variable cuantitativa (expresada en pS). Se trata del valor de
conductividad del agua del punto terminal donde se toma la muestra en el momento

de la toma.

Dureza total: variable cuantitativa (expresada en FR2). Se trata del parametro de
dureza total del agua del punto terminal donde se toma la muestra en el momento

de la toma.

Material de la tuberia: variable cualitativa (PPR/hierro galvanizado). Se trata del
material del que estda compuesta la tuberia de la red de distribucion final que lleva

al punto terminal de la toma de muestra.
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5.7 ANALISIS ESTADISTICO

Para las muestras de agua, temperatura, puntos de muestreo y resultados de cultivo se
hizo un estudio descriptivo. Para ello, las variables cualitativas se expresaron como
porcentaje mientras que las variables cuantitativas se expresaron mediante la media
aritmética mas desviacion estandar (si la distribucion fue normal), el uso de la mediana

mas los percentiles 25 y 75 para distribuciones no normales.

Para contestar a los objetivos especificos (de 1 a 4), se utilizd el software IBM SPSS
Statistics 21.0 y el software R statistics version 4.2.1. Se realizé un analisis estadistico
univariado, bivariado y multivariado. Se calcularon las razones de probabilidad (OR) y
los intervalos de confianza (IC) considerando estadisticamente significativa la
probabilidad (p) menor de 0,05, es decir con un nivel de confianza del 95%, para evaluar
las variables de riesgo categoricas asociadas con la positividad de Legionella. Para llevar
a cabo el analisis bivariado se utilizé la prueba de Chi-cuadrado y/o la prueba exacta de
Fisher para variables cualitativas. La prueba exacta de Fisher se utilizé como alternativa
a la prueba de independencia de Chi-cuadrado cuando no se tenia una distribucion
normal o uno o mas de los recuentos de celdas en una tabla de 2 x 2 era menor que 5.

Para variables cualitativas versus cuantitativas se comprobd inicialmente si la
distribucidn era normal o no paramétrica a través de la prueba de Kolmogorov-Smirnoff.
Sucesivamente se utilizé la prueba t de Student, considerando el andlisis de varianza
segun la prueba de Levene, para variables continuas. Si las variables no tenian
distribucidn normal se utilizo la prueba correspondiente para variables con distribucion

no paramétrica (test de Mann-Whitney).
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Finalmente, se aplico la regresion logistica binaria para realizar el ajuste multivariado de

los factores de riesgo.

5.7.1 Andlisis aplicado para los objetivos especificos.

Para el objetivo especifico 1 (Evaluar la validez del cultivo como estandar diagndstico
para la determinacion de Legionella en el agua) se utilizé la técnica diagndstica clasica
(cultivo) y una rapida (Legipid®). La comparacidn entre ambas técnicas se hizo mediante
la prueba Chi-cuadrado y/o la prueba exacta de Fisher. De igual manera se cosiderd

también la comparacion de dichas técnicas con el nuevo estandar propuesto.

Para el objetivo especifico 2 (Evaluar la efectividad diagndstica de los métodos rapidos
de deteccidn) se utilizaron técnicas de evaluacion de pruebas diagnodsticas. Cada prueba
ha sido evaluada en términos de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y
valor predictivo negativo. Sucesivamente se compararon los resultados de cada método

diagnostico.

Para el objetivo especifico 3 (Conocer el riesgo asociado a las distintas variables directas
e indirectas presentes en un centro sanitario) se estudiaron las diferencias de resultados
en término de presencia o ausencia de Legionella en funcidon de cada variable y se realizé
un analisis bivariante y multivariante donde el riesgo de obtener una carga determinada
bacteriana en funcion de un factor se ajusté por los potenciales factores de confusién

(regresidn logistica).

Para el objetivo especifico 4 (Elaborar un indicador predictor del riesgo de colonizacién
del agua por Legionella en el ambiente hospitalario) se realizé un anélisis de regresién

logistica que permitid establecer la relacidn de diferentes factores de riesgo analizados
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con los resultados obtenidos (UFC). A partir de la regresion logistica multivariante se
cred un indicador predictor de riesgo, utilizando como valor constante el valor de la
regresion logistica. A cada factor de riesgo se le ha asignado un valor numérico. Las
variables cualitativas se definieron con numeracién 0 en caso de un evento, 1 en caso
del sucesivo...Por ejemplo, en caso del uso frecuente del punto se le dio un 0 al uso poco
frecuente y 1 al uso frecuente. Sucesivamente cada variable se multiplica por un factor
gue es el correspondiente que ha resultado del modelo multivariante de regresion
logistica. Finalmente, se obtiene una férmula predictora de riesgo de colonizacién por

Legionella en las tuberias de un centro sanitario.

Tanto para el objetivo 3 como para el objetivo 4 se estudiaron las variables en agua fria

y en agua caliente por separado. Sucesivamente se estudiaron conjuntamente.
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6. RESULTADOS
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6.1 EVALUACION DE LAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS (CULTIVO Y PRUEBAS
RAPIDAS)

Para contestar a los objetivos 1y 2 se recogieron un total de 204 muestras de agua en
68 puntos de muestreo diferentes (suelos y pabellones) del Hospital Clinico Universitario
de Valencia, en enero, mayo y octubre de 2017. De estas, 102 (50%) eran de agua friay

102 (50%) eran de agua caliente.

6.1.2 Elaboracion del patron de referencia (gold standard)

En primer lugar, se analizé la existencia de posibles diferencias en términos de
resultados entre los distintos laboratorios. Sucesivamente se pasd a averiguar si hubo
diferencias entre el método del cultivo y la SIM en cuanto a ofrecer mas o menos
resultados positivos frente a Legionella comparados con un nuevo estandar (véase
apartado sucesivo). Los resultados no mostraron diferencias significativas ni entre los
dos laboratorios ni entre el cultivo y el método SIM (Tabla 4), lo que indica que estos
métodos fueron equivalentes en términos de positividad para Legionella y también de
acuerdo con los resultados de la validacion informada (228). Los laboratorios 1 y 2

reportaron tasas de positividad de 33,82 % y 32,35 %, respectivamente.
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TABLA 4. COMPARACION ENTRE LABORATORIOS Y METODOS

n (%) Test exacto de Fisher p
Laboratorio
Ambientalys 70 (34,3)
Iproma 134 (65,7) 0.417
Método
Cultivo 116 (56.9)
SIM 88 (43.1) 0.463

TABLA 5. COMPARACION DEL NUEVO ESTANDAR CON EL CULTIVO Y LA SIM

Muestra Método Prev + Prev + Sensibilidad Especificidad VVP VPN
de agua diagnostico  Mét (%)  N. Est (%) (%) (%) (%) (%)
55
Total SIM 35 61,4 91,1 89,7 65,1
Cultivo 33 78,9 100 100 68,3
32
Fria SIM 17 40,9 93,9 75,0 77,5
Cultivo 18 50,0 100 100 80,7
76
Caliente SIM 51 69,0 83,3 93,5 43,5
Cultivo 48 63,8 100,0 100,0 46,8

Prev+ Mét: prevalencia de resultados positivos en cada método; Prev+ N.Est:
prevalencia de resultados positivos en el nuevo estdndar; VG: valor global; VPP: valor
predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo.

Analizando en detalle tanto el cultivo como la SIM en comparacién con el nuevo
estandar propuesto (Tabla 5), vemos que la prevalencia de resultados positivos fue del
55% en el nuevo estdndar, mientras que fue del 35% en la SIM y del 33% en el cultivo.
La SIM obtuvo una sensibilidad del 61,4%, una especificidad del 91,1%, un valor
predictivo positivo del 89,7% y un valor predictivo negativo del 65,1%. El cultivo obtuvo
una sensibilidad del 78,9%, una especificidad del 100%, un valor predictivo positivo del

100% y un valor predictivo negativo del 68,3%.
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En agua fria la prevalencia de resultados positivos fue del 32% con el nuevo estandar
mientras que fue del 17% con la SIM y del 18% con el cultivo. La SIM obtuvo una
sensibilidad del 40,9%, una especificidad del 93,9%, un valor predictivo positivo del 75%
y un valor predictivo negativo del 77,5%. El cultivo obtuvo una sensibilidad del 50%, una
especificidad del 100%, un valor predictivo positivo del 100% y un valor predictivo
negativo del 80,7%.

En agua caliente sanitaria la prevalencia de resultados positivos fue del 76% con el nuevo
estandar mientras que fue del 51% con la SIM y del 38% con el cultivo. La SIM obtuvo
una sensibilidad del 69,0%, una especificidad del 83,3%, un valor predictivo positivo del
93,2% y un valor predictivo negativo del 43,5%. El cultivo obtuvo una sensibilidad del
63,8%, una especificidad del 100%, un valor predictivo positivo del 100% y un valor
predictivo negativo del 46,8%.

La SIM y el cultivo se compararon con el indice de positividad de Legionella como un
nuevo estandar diagndstico para muestras de agua fria y caliente (Tabla 5). En general,
encontramos una sensibilidad similar para estos dos métodos, aunque mas alta para el
método SIM en agua caliente. En comparacion con el cultivo, la menor especificidad de
la SIM probablemente se deba a bacterias Legionella viables pero no cultivables en el
agua. El rendimiento de la SIM como método de rutina para la determinacidn rapida de

Legionella spp en aguas era aceptable.
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6.1.3 Evaluacion de la prueba rapida (SIM)

TABLA 6. ANALISIS DE LA SIM COMPARADA CON EL CULTIVO

Método de Método Sensibilidad Especificidad VVP VPN

referencia diagnéstico (%) (%) (%) (%)
Cultivo SIM

Total 70,8 73,9 55,6 82,9

Agua Fria 40 87,8 25 93,5

Agua caliente 78,9 51,2 41,7 84,6

Los resultados al evaluar la efectividad del método rapido (SIM) en comparacién con el
cultivo (actualmente considerado de referencia) se pueden ver en la tabla 6. Esta
muestra que la sensibilidad de la SIM en comparacion con el cultivo (gold standard
actual) fue del 70,8 %, la especificidad del 73,9 %, el valor predictivo positivo (VPP) del
55,6 % y el valor predictivo negativo (VPN) del 82,9 %. Si segregamos los resultados por
tipo de agua, vemos que en el agua fria la sensibilidad es del 40%, la especificidad del
87,8%, el valor predictivo positivo del 25%, el valor predictivo negativo del 93,5%. Por

otra parte, en agua caliente tenemos una sensibilidad del 78,9%, una especificidad del

51,2%, un valor predictivo positivo del 41,7% y un valor predictivo negativo del 84,6%.

Resumiendo, en este estudio la sensibilidad aumentd en agua caliente (78,9 %) mientras

gue la especificidad aumenté en agua fria (87,8 %).
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6.2 FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LA COLONIZACION POR
LEGIONELLA

6.2.1 Estudio descriptivo

Para contestar a los objetivos especificos 3 y 4 se recogieron un total de 136 muestras
de agua en 42 puntos de muestreo diferentes del HCUV en el periodo febrero 2020 -

abril 2021. De estas, 79 (58,1%) eran de agua fria y 57 (41,9%) de agua caliente sanitaria.

TABLA 7. DESCRIPCION DE LAS MUESTRAS EN EL ESTUDIO.

Objetivos especificos N. muestras tomadas AFCH ACS

ly?2 204 102 (50%) 102 (50%)
3y4 136 79 (58,1%) 57 (41,9%)
Totales muestras 340 181 (53,24%) 159 (46,76%)
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6.2.2 Andlisis bivariante

TABLA 8. ANALISIS BIVARIANTE DE LOS FACTORES ASOCIADOS CON LA COLONIZACION POR LEGIONELLA EN AGUA

FRIA
n (%) OR 95% CI
Periodo del afio
Otofio 40 (50,64) 1
Invierno 18 (22,78) 2,692 0,668 10,847 0,164
Primavera 9 (11,39) 5,600 1,114 28,143 0,036
Verano 12 (15,19) 2,333 0,467 11,649 0,302
Frecuencia de uso
Frecuente 20 (40) 1
No Frecuente 30 (60) 21,714 2,568 183,634 0,005
Distancia (longitud) 1,000 0,980 1,020 0,983
Cloro en AFCH 0,066 0,015 0,281 0,000
Temperatura 0,954 0,867 1,049 0,327
Estancamiento
Estancada 24 (30,38) 1
No estancada 55 (69,62) 0,041 0,010 0,170 0,000
Hora del dia
20 h 24 (30,38) 1
8 h 20 (25,32) 1,041 0,284 3,818 0,952
12 h 11 (13,92) 0,911 0,185 4,476 0,908
16 h 24 (30,38) 0,106 0,012 0,941 0,044
pH 8,343 0,586 118,746 0,117
T. ambiente 0,945 0,677 1,317 0,737
Humedad relativa 0,996 0,941 1,054 0,883
Conductividad 0,994 0,982 1,006 0,332
Dureza total 1,079 0,970 1,200 0,161
Material tuberia
PPR 12 (15,19) 1
Hierro 67 (84,81) 0,481 0,126 1,847 0,287
Galvanizado
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TABLA 9. ANALISIS BIVARIANTE DE LOS FACTORES ASOCIADOS CON LA COLONIZACION POR LEGIONELLA EN AGUA

CALIENTE
n (%) OR 95% ClI
Periodo del afo
Otorfio 28 (49,12) 1
Invierno 21 (36,84) 0,66 0,183 2,372 0,524
Primavera 8 (14,04) 0,704 0,118 4,198 0,700
Distancia (longitud) 1,008 0,988 1,029 0,432
Temperatura 0,942 0,892 0,995 0,034
Estancamiento
Estancada 22 (38,60) 1
No estancada 35 (61,40) 0,014 0,002 0,122 0,000
Hora del dia
20 h 16 (28,07) 1
8h 5(8,77) 4,667 0,457 47,629 0,194
12 h 18 (31,58) 5,600 0,974 32,198 0,054
16 h 18 (31,58) 2,000 0,314 12,745 0,463
pH 0,874 0,010 75,082 0,953
T. ambiente 0,932 0,546 1,591 0,797
Humedad relativa 1,094 0,983 1,217 0,099
Conductividad 1,009 0,988 1,032 0,396
Dureza total 0,969 0,871 1,078 0,564
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TABLA 10. ANALISIS BIVARIANTE DE LOS FACTORES ASOCIADOS CON LA COLONIZACION POR LEGIONELLA

n (%) OR 95% Cl p
Periodo del afio
Invierno 39 (28,676) 1
Primavera 17 (12,5) 1,582 0,448 5,382 0,464
Verano 12 (8,824) 0,967 0,187 4,032 0,964
Otoifio 68 (50) 0,752 0,298 1,942 0,547
Pabellon
A 27 (19,9) 1
B 31(22,78) 0,833 0,229 3,028 0,782
C 66 (48,52) 0,939 0,365 2,638 0,900
D 12 (8,8) 0,571 0,076 2,915 0,530
Tipo de asistencia
Hospitalaria 102 (75) 1
Ambulatoria 34(25) 3,949 0,990 15,754 0,052
Planta
-2 48(35,3) 1
1 17(12,5) 1,325 0,392 4,227 0,639
2 15(11) 0,607 0,125 2,277 0,488
4 12 (8,8) 0,486 0,069 2,154 0,388
5 17(12,5) 0,152 0,008 0,860 0,081
7 12(8,8) 0,221 0,012 1,304 0,166
8 15(11) 1,619 0,467 5,389 0,434
Punto de muestreo
Ducha 33 (24,3) 1
Pila 53 (39) 1,212 0,491 3,079 0,679
Mdquina 50 (36,8) 0,833 0,012 0,343 0,002
Frecuencia de uso
Frecuente 57 (66,3) 1
No Frecuente 29 (33,7) 7,933 2,047 30,752 0,003
Tipo de agua
Agua caliente 57 (41,9) 1
Agua fria 79 (58,1) 0,703 0,318 1,554 0,380
Rango de Temperatura
<25 76 (55,9) 1
25-50 46 (33,8) 2,520 0,822 7,729 0,106
>50 14 (10,3) 7,8 1,786 34,070 0,006
Distancia (longitud) 1,002 0,988 1,017 0,733
Cloro 0,219 0,075 0,555 0,003
Cloro en AFCH 0,066 0,134 0,257 0
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TABLA 10. ANALISIS BIVARIANTE DE LOS FACTORES ASOCIADOS CON LA COLONIZACION POR LEGIONELLA

n (%) OR 95% ClI p

Temperatura 0,966 0,924 1,003 0,093
Temperatura ACS 0,942 0,887 0,992 0,034
Estancamiento

No estancada 90 (66,2) 1

Estancada 46 (33,8) 36,676 12,565 136,287 0,000
Hora del dia

8h 25 (18,4) 1

12 h 29 (21,3) 1,299 0,423 4,103 0,649

16 h 42 (30,9) 0,287 0,077 0,987 0,052

20 h 40 (29,4) 0,617 0,199 1,920 0,399
pH 2,992 0,351 24,913 0,309
T. ambiente 0,966 0,734 1,268 0,801
Humedad relativa 1,012 0,965 1,060 0,609
Conductividad 0,997 0,990 1,004 0,395
Dureza total 1,027 0,952 1,106 0,487
Material tuberia

PPR 69 (50,7) 1

Hierro Galvanizado 67 (49,3) 0,590 0,261 1,299 0,195

Elementos estructurales como plantas, pabellon y longitud de las tuberias

Se analizaron las diferentes plantas y la longitud de las tuberias como posibles factores
determinantes para la colonizacién por Legionella. En nuestros analisis no se ha visto
asociacion significativa entre las diferentes plantas ni las diferentes longitudes de las
tuberias que tenian los puntos terminales. La longitud de la tuberia se consider6 como
una variable de ajuste. Tampoco se ha visto una correlacion significativa entre los

diferentes pabellones del hospital (Tabla 11).
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Analizando el diferente material de la tuberia no se ha visto tampoco diferencias en
aumentar o disminuir de manera significativa el riesgo de colonizacidn.

Variabilidad horaria/temporal

Se registré la estacion del afo (primavera, verano, otofio e invierno) y tampoco se vio
una diferencia significativa (Tabla 11).

También se registré la hora del dia en la que se tomaron las muestras. En ninguna hora
se ha visto una diferencia estadisticamente significativa (P>0,05), aunque la hora 16 se
asocié con un menor riesgo de colonizacion por Legionella (OR=0,287, IC de 95% = 0,077
a 0,987, P=0,052).

La asistencia sanitaria ambulatoria se asocid significativamente con un mayor riesgo de
colonizacidn por Legionella (OR = 3,949, IC del 95% = 0,990 a 15,754, P = 0,052).
Analizando los puntos de muestreo, no se encontré diferencias entre la pila y la ducha.
Por el contrario, las muestras de agua recogidas directamente desde la tuberia central
se asociaron a una disminucién del riesgo de colonizacién por Legionella respecto al
agua recogida desde la ducha o la pila (Tabla 11).

El uso poco frecuente de los puntos terminales supone un riesgo de colonizacién por
Legionella (OR=7,933,1C95% = 2,047 a 30,752, P<0,05). De manera que el uso frecuente
del punto terminal supone una proteccion frente a la Legionella (Tabla 11).

Elementos fisicos-quimicos.

La temperatura es un factor protector por cada grado de aumento de temperatura en
el agua, especialmente en ACS (P<0,05).

De la misma manera, el cloro supone un factor protector frente a la colonizacion por

Legionella, especialmente en AFCH (P<0,05).
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Una temperatura del agua > 502C se asocio positivamente con un riesgo de colonizacién
por Legionella (Tabla 11).

Durante la fase 2 se hizo un estudio del factor de riesgo “estancamiento”. El agua que
ha estado estancada en punto de su recorrido antes de salir por el punto terminal donde
se tomd la muestra, tiene un riesgo de hasta 36 veces de colonizacién por Legionella.
Por ultimo, el andlisis de los factores pH, temperatura ambiente, humedad relativa,
dureza total y conductividad no se han relacionado con un cambio estadisticamente
significativo en el riesgo de colonizacién por Legionella.

Considerando por separado el agua fria y el agua caliente, podemos ver cdmo en AFCH
el cloro es un factor protector mientras que el uso poco frecuente del punto terminal
sigue siendo un factor de riesgo. También son factores de riesgo la estacion primaveral,
el agua estancada y la hora de recogida por la tarde (16H).

Considerando el agua caliente sanitaria vemos como tiene una mayor importancia el
punto de muestreo (tanto la pila como la ducha son factores de riesgo respecto a la
tuberia central donde el agua estd constantemente circulando), el estancamiento y la
temperatura (cada grado de aumento de temperatura supone una mayor proteccién

frente a Legionella).
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6.2.3 Andlisis multivariante

TABLA 11. REGRESION LOGISTICA MULTIPLE DE LOS FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS CON LA CONTAMINACION

POR LEGIONELLA.
95% Cl

Cloro 0,030 0,002 0,419 0,009
Distancia 0,969 0,918 1,016 0,209
Frecuencia Uso

Frecuente 1

No frecuente 11,822 1,386 100,844 0,024
Hora del dia

8h 1

12 h 0,160 0,007 2,151 0,200

16 h 0,0395 0,001 0,516 0,027

20 h 0,064 0,002 0,946 0,076
Material tuberia

PPR 1

Hierro galvanizado 7,992 1,896 15,547 0,028
Periodo del afo

Invierno 1

Primavera 0,0676 0,001 2,3 0,162

Verano 0,0419 0,00039 1,781 0,13

Otofio 1,127 0,157 8,566 0,904
Punto muestreo

Ducha 1

Pila 4,181 0,748 3,065 0,123

Mdquina XXX XXX XXX XXX
Rango temperatura

<25¢eC 1

25-509C 0,112 0,013 0,66 0,025

>50°C 0,615 0,037 10,1 0,734
Tipo de agua

Agua caliente 1

Agua fria 0,806 0,078 9,525 0,856
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Los factores de riesgo incluidos en el modelo de regresion fueron cloro, distancia,
frecuencia de uso, hora del dia, material de la tuberia, periodo del afio, punto de
muestreo, rango de temperatura y tipo de agua.

El cloro (OR = 0,030, IC = 0,002 a 0,419, P <0,05) se comporta como factor protector. El
estudio indicé que el uso poco frecuente del punto terminal (OR = 11,822, IC=1,386 a
100,844, P <0,05) se asocidé con un mayor riesgo de colonizacidn por Legionella.

La distancia no se relacioné significativamente con un aumento del riesgo de positividad,
asi como las diferentes estaciones del afio en las cuales se ha tomado muestras. Sin
embargo, la diferencia de material de la tuberia se correlaciona con un aumento de
riesgo de positividad: una tuberia de hierro galvanizado es mas probable que se llegue
a colonizar por Legionella respecto a una de PPR.

Con las variables ajustadas en un unico modelo, se ha visto diferencias significativas
entre pila y duchas en términos de riesgo de colonizacién por Legionella (Tabla 14).

Las 16 horas del dia fue un factor protector frente a positividad por Legionella (OR=
0,0395, IC= 0,001 a 0,516, P=0,027).

En el ajuste del modelo, el tener una tuberia de hierro galvanizado supone un riesgo
muy elevado de colonizacion por Legionella en las tuberias.

La temperatura del agua, tanto fria como caliente, supone un factor de proteccion si se
sitla entre 25 y 50 grados (OR= 0,112, IC= 0,013 a 0,66, P= 0,025), mientras que no hay
diferencia en el tipo de agua fria o caliente.

El andlisis multivariado mostrd que, si los suministros de agua caliente no se usaban
diariamente, el riesgo de colonizacién por Legionella era mas de once veces mayor (OR:

11,822, IC del 95% = 1,386 a 100,844).
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No ha sido posible calcular el modelo de analisis multivariante por separado para el
AFCH y para el ACS debido al escaso tamafio muestral de cada una de estas variables.

Se analizaron los puntos de ACS de uso frecuente comparados con la temperatura del
agua de estos. Se ha visto que los puntos terminales de uso poco frecuente (NFU)
presentaron un mayor porcentaje de temperatura del agua inferior a 50 °C que los
puntos de uso frecuente (FU). Ninguno de estos puntos NFU presentd una temperatura
superior a 55°C, a diferencia de los puntos terminales FU (fig. 15). La temperatura
promedio en los puntos terminales de poco uso fue de 41,92 °C, mientras que en los de

uso frecuente fue de 48,06 °C.
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FIGURA 15. RANGO DE TEMPERATURA DEL AGUA CALIENTE EN DIFERENTES PUNTOS TERMINALES.

Porcentaje de puntos terminales en un rango de temperatura determinado (NFU: no

se usa con frecuencia, FU: se usa con frecuencia)
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6.2.4 Indicador predictor de riesgo

Después de analizar los factores de riesgo de colonizacion por Legionella
conjuntamente a través de una regresion logistica, se propuso una ecuacion predictora

de riesgo en la instalacién.

Puntuacion de riesgo (PR) = 5,358 + (-7,707x(Cloro libre))+(-5,754x(Frecuencia de
uso))+(-3,232x(16horas del dia))+(2,079x(hierro galvanizado))+(-2,191x(rango

temperatura 25-502C)).

La prediccién de riesgo (PrR) se obtuvo de la siguiente forma:

PrP=Exp(PR) / (1+exp(PR)).

-127 -



-128-



/. DISCUSION



-130-



7.1 CONSIDERACIONES GENERALES

Hasta la fecha, este estudio es el primero que evalua diferentes factores de riesgo de
colonizacidn del agua en un centro sanitario por parte de Legionella. Muchos estudios
evaluaron algunos factores de riesgo, pero casi todos en ambiente doméstico, privado
o de hosteleria. Una estructura sanitaria es, por una parte, semejante a un complejo
turistico, pero por otra parte tiene muchas peculiaridades que imposibilitan su
comparacion con este. Por ejemplo, el hecho de tener pacientes ingresados, entre ellos
personas inmunodeprimidas, que a menudo pueden necesitar de intervenciones
invasivas con liberacion de aerosoles que hace que aumente el riesgo de posibles
infecciones por Legionella si las tuberias estan contaminadas. Hay que tener en cuenta
también que muchas veces estos pacientes estan ingresados por un numero elevado de

dias.

Otra caracteristica peculiar de este estudio es que se ha querido evaluar la eficacia del
cultivo como método estandar de diagndstico de Legionella en el agua. El avance de la
tecnologia también en el campo del diagnodstico de laboratorio ha hecho que se hayan
desarrollado metodologias innovadoras y rapidas. Una de ellas es la SIM. Con este
estudio se ha querido proponer y valorar un nuevo estandar diagnéstico basado en este
método rapido, comparando este Uultimo con el clasico método de cultivo

microbioldgico.

Todo ello ha llevado a desarrollar un indicador predictor del riesgo de colonizacién por

Legionella en el agua de un centro sanitario.
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7.2 EVALUACION DEL CULTIVO Y PROPUESTA DE UN NUEVO ESTANDAR
DIAGNOSTICO PARA EL DIAGNOSTICO DE LEGIONELLA EN EL AGUA

Hasta donde sabemos, este estudio es el primero en presentar pruebas hospitalarias
para Legionella para examinar los factores de riesgo asociados con la colonizacion de
esta bacteria mediante la definicién de un indice de positividad de Legionella que
combina tres técnicas analiticas diferentes (cultivo, PCR y SIM). Analizar el agua para
detectar la presencia de Legionella puede ser un componente importante de la gestion
del riesgo de enfermedad del legionario en un hospital (139,229). Estudios previos han
descrito una baja sensibilidad (59 %) y especificidad (74 %) frente a Legionella cuando
se utilizaba el método de la prevalencia del 30% de puntos positivos (230). Las técnicas
basadas solo en la medicidn de resultados positivos para Legionella por cultivo pueden
no corresponder con la situacién de riesgo real de los sistemas de tuberias porque las
condiciones estresantes para el crecimiento de Legionella en las mismas pueden influir
en su no deteccion por dichos métodos. La Legionella en un estado viable pero no
cultivable no debe descuidarse al evaluar el riesgo de Legionella durante la vigilancia
ambiental nosocomial (231).

El andlisis de la tasa de positividad entre el nuevo indice proporcionado y el cultivo ha
evidenciado resultados interesantes. Considerando la temperatura del agua que esta en
el rango entre 20 y 502C, se ha visto cémo el nuevo indice proporciond mas tasas de
positividad de Legionella (51,56 %) respecto al cultivo (26,56 %). Un resultado similar se
obtuvo analizando las temperaturas mas elevadas (> 502C), donde se encontrd una tasa
de positividad del 88,00 % con el nuevo indice respecto a un valor del 54,15 %
proporcionado con el cultivo (Figura 15). Estos hallazgos sugieren la presencia de células

de Legionella viables pero no cultivables (232,233), cuya deteccién mediante este nuevo
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indice permitiria anticipar la necesidad de un adecuado tratamiento de limpieza y
desinfeccion. Esto es debido a que la técnica de la separacién inmunomagnética (SIM)
es mas sensible en detectar estas formas viables pero no cultivables. Estas, como ya se
ha comentado, no se pueden aislar por cultivo cldsico, pero son todavia capaces de
causar enfermedad.

Demostramos que la positividad de Legionella se estima mejor con el nuevo indice de
positividad de Legionella (tasa de positividad del 55%) que solo con los datos de cultivo
(tasa de positividad del 33 %). Para cualquier punto de muestreo dado, el indice es
positivo si el cultivo es positivo (31,09 % de los puntos de muestreo) o si es negativo
pero laSIMy la PCR son positivas (23,94 % de los puntos de muestreo). El indice se utilizé
para ayudar a resolver dos deficiencias en la evaluacion de la positividad de Legionella,
a saber: (1) subestimacién de la presencia y concentracidon de Legionella spp. por el
método basado en cultivo porque la mayoria de las células de Legionella podrian
permanecer en un estado viable pero no cultivable (VBNC), y (2) del mismo modo, las
técnicas basadas en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) no pueden diferenciar
células vivas versus muertas (no viables) o ADN libre, por lo que el nimero de Legionella
podria estar sobreestimado (234). De particular interés es que los altos porcentajes de
las poblaciones de Legionella en los sistemas de agua no pueden crecer en un medio de
cultivo convencional (235).

Estos hallazgos sugieren que el verdadero nivel de colonizacién de Legionella
probablemente puede ser subestimado por cultivo y sobreestimado por gPCR. Ademas,
no hay consenso en cuanto a la concentracién que causard LD (231). Por lo tanto, se
implementdé una técnica de SIM basada en la interaccién antigeno-anticuerpo a nivel de

la membrana celular. Como los antigenos relacionados con la virulencia residen
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principalmente en la membrana celular, esta interaccién permite incorporar el efecto
de integridad de la membrana, ya demostrado al examinar el efecto de biocidas sobre
Legionella en otros estudios (229).

De acuerdo con otros estudios (236), nuestras observaciones sugieren que se debe
considerar el uso de métodos que no conlleven la realizacion de un cultivo a la hora de
examinar los factores de riesgo como determinantes de la colonizacidén por Legionella
en el agua hospitalaria, para reducir la exposicién potencial de los pacientes a estas
bacterias. Nuestro indice puede ayudar a evitar que muchos hospitales pasen por alto la
existencia de un riesgo real o que asignen recursos innecesarios para hacer frente a un
riesgo insignificante.

Especialmente después de reconocer a la Legionella como un posible patédgeno que
causa la coinfeccion entre los pacientes con COVID-19 (237) se debe recomendar una
monitorizacion mas sensible de Legionella y un lavado de los puntos terminales como
estrategia de descolonizacién de Legionella.

Los resultados obtenidos sugieren que el método de la separaciéon inmunomagnética
puede ser utilizado como prueba de rutina, de acuerdo con estudios previos (74). El
método de la SIM se centra en capturar aquellas bacterias que presentan antigenos
accesibles, muchos de ellos relacionados con la virulencia, en la membrana exterior
(4,155). Esto permite un enfoque de alto valor diagndstico porque la SIM no puede
detectar ADN de células muertas y puede detectar estados viables pero no cultivables
(VBNC), que podrian ser potencialmente infecciosos. Por lo tanto, los resultados de este
estudio y de estudios previos (238) sugieren que la SIM puede ser util para prevenir

casos y brotes de enfermedad del legionario. Ademas, su tecnologia puede ser utilizada
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también en el seguimiento de brotes especialmente por su rapidez en ofrecer los

resultados.
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7.3 FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LA COLONIZACION POR
LEGIONELLA EN EL AGUA DE UNA ESTRUCTURA SANITARIA

Durante todo el trabajo de esta tesis se analizaron diferentes posibles factores de riesgo

de colonizacion por Legionella del agua sanitaria tanto fria como caliente.

Como ya se ha visto en estudios previos realizados en instalaciones residenciales, la
erradicacion completa de Legionella spp. parece improbable (9,239). Los factores que
contribuyen en la permanencia de la bacteria en el agua, especialmente en el entorno
sanitario, son las redes y tuberias grandes, muchas veces antiguas y complejas,
caracterizadas en varios puntos de su recorrido por la presencia de ramales sin salida,
materiales inadecuados vy, a veces, tuberias corroidas. Estos factores pueden contribuir
a promover la colonizacidn por Legionella en los puntos criticos donde el desinfectante
no alcanza una concentracidn efectiva contra la bacteria. Muchos estudios también
llegan a nuestro mismo resultado al considerar la estacionalidad como un factor de
riesgo no significativo para lo colonizacién por Legionella en un hospital (240). Ademas,
no se ha asociado un riesgo considerando los meses del afo o las estaciones. Estas
observaciones sugieren que la colonizacién por Legionella probablemente sea constante
durante todo el afio, lo que indica la importancia de la higiene del agua en las

instalaciones hospitalarias.

A nivel de la estructura hospitalaria en nuestro estudio no se ha visto una asociacién
directa con un mayor riesgo de colonizacion. Tener el punto terminal en un piso mas o
menos alto, estar en un pabelldon u otro, o tener una distancia de la tuberia mayor
respecto a otros puntos terminales no se ha visto que incremente el riesgo de
positividad por Legionella. Por el contrario, hay estudios realizados en entornos

residenciales que observan cdmo la distancia, es decir, la longitud de la tuberia se
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comporta como un factor de riesgo para la colonizacion por Legionella (241). El hecho
de utilizar un entorno residencial hace que las condiciones de base sean distintas. Un
ambiente hospitalario tiene dindmicas y variables que se desarrollan de manera distinta

respecto a un edificio residencial, por lo tanto, dificilmente comparables.

Un factor importante a tener en cuenta en un entorno sanitario es la frecuencia de uso
de cada punto terminal. Previamente se informd de una alta colonizacién por Legionella
en el punto de uso que no se usa a diario (210). De acuerdo con este hallazgo,
encontramos que el uso poco frecuente de puntos terminales se asocio positivamente
con la colonizacién de Legionella en agua caliente. Por lo tanto, el uso menos frecuente
de puntos terminales puede desempefiar un papel en la colonizacidn persistente y el
desarrollo de casos clinicos. Nuestros resultados indican que todos los puntos
terminales dentro del edificio del hospital, como grifos y cabezales de ducha, deben
abrirse regularmente para evitar la colonizacién por Legionella, probablemente debido

al estancamiento del agua y la consiguiente formacidn del biofilm.

De hecho, se ha visto cdmo el agua estancada sea un factor de riesgo para el crecimiento
de la bacteria (242,243). No obstante, hasta la fecha no se habia contextualizado este
factor de riesgo en la practica diaria de un centro sanitario.

Todos los factores de riesgo estudiados que conllevan una reduccion del flujo de agua,
simulando casi un estancamiento, aumentaron el riesgo de que el resultado dé positivo
para Legionella.

En nuestro estudio, en el andlisis bivariado, hemos visto cémo el factor de riesgo
estancamiento estad significativamente relacionado a una positividad para la bacteria en

el agua. Pero al ajustar todas las variables en un analisis multivariante a través de la
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regresion logistica se ha visto como el estancamiento pueda actuar como factor de
confusion por presentarse junto con la frecuencia de uso y el tipo de punto de muestreo.
De hecho, un punto que se use poco frecuentemente conlleva que el agua en el interior
de las tuberias se quede estancada y aumente el riesgo de colonizacién por Legionella.
Al mismo tiempo, el riesgo de colonizacidn por Legionella aumenta en la pila y ducha
gue son puntos donde el agua no fluye si se quedan cerrados. Este hallazgo pone en
evidencia que las muestras de agua tomadas directamente desde la tuberia central que
tiene un flujo mas constante tienen menos riesgo de favorecer la colonizacién por
Legionella en su interior (244).

Nuestro estudio ha intentado averiguar si también existen cambios en las diferentes
horas del dia en un mismo dia. El hecho de tener un menor riesgo de colonizacién a las
16h puede sugerir que después de una mafiana entera el agua ha ido circulando,
evitando estancarse o reducir su flujo en las tuberias.

La circulacién del agua es un factor muy importante a tener en cuenta. Este ultimo
supone que el agua fria que circule con frecuencia también reduce su temperatura en la
red de distribucion y especialmente en épocas calidas. El agua caliente tiene su sistema
de circulacién en la red de distribucién principal, pero es importante un uso frecuente
del punto terminal para garantizar que el ramal terminal no sufra un enfriamiento del
agua (233).

En este escenario, la frecuencia de uso de puntos terminales debe considerarse como
uno de los determinantes mas importantes para la colonizacidn por Legionella en los
centros de salud.

Los protocolos de desinfeccién del agua utilizados en el hospital incluyen control

térmico, cloracion y muestreo de Legionella.
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Un resultado importante se ha visto también en la temperatura del agua como
pardmetro importante de monitorizacidn y factor de riesgo que puede favorecer el
crecimiento de Legionella. De hecho, hay estudios previos que han evaluado la
temperatura del agua caliente sanitaria en un hospital (74,173). Segun los autores, una
temperatura del ACS superior a 502C no es suficiente para reducir el riesgo de
colonizacion por Legionella. Ellos afirman que es importante intentar mantener una
temperatura mayor de 552C. Nuestros hallazgos respaldan la importancia de mantener
el agua caliente sanitaria a una temperatura superior a 50 °C (74,173). Ademas, en el
analisis bivariante para el ACS se ha visto como cada aumento de un grado de

temperatura del agua supone una proteccion frente a Legionella.
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7.4 ELABORACION Y PROPUESTA DE UN MODELO PREDICTOR DEL RIESGO
DE COLONIZACION DEL AGUA POR LEGIONELLA EN UN AMBIENTE
HOSPITALARIO

Después de considerar y analizar todos los posibles factores de riesgo y comparar el
método del cultivo con un nuevo estandar basado también en una nueva metodologia
(SIM), se ha querido elaborar un modelo que pudiera predecir el riesgo de colonizacién
por Legionella del agua sanitaria.

El analisis multivariado de los factores de riesgo relevantes para la colonizacion de la red
de distribucidon del agua sanitaria por Legionella ha demostrado que cuando los factores
de riesgo se ajustan entre ellos el peso de cada uno difiere respecto a considerarlos por
separado.

En la literatura existen estudios que analizan diferentes factores de riesgo de positividad
a Legionella en el agua sanitaria y en edificios de uso residencial (205,245). Hasta la fecha
no se ha encontrado un estudio que analizara posibles factores de riesgo conjuntamente
en un solo modelo como en nuestra investigacion.

Dependiendo del disefio del estudio y de los ajustes de varios factores hay estudios que
han mostrado resultados que no coinciden con los nuestros, como por ejemplo el hecho
de considerar el agua caliente como factor de riesgo de positividad por Legionella (246),
aunque estan de acuerdo en considerar hospitales antiguos como fuentes mas
frecuentes de Legionella en las tuberias.

El factor que tiene mas peso en reducir el riesgo de colonizacion es la cloracion del agua
(especialmente en agua fria). Mientras que el uso poco frecuente de un punto terminal

es el que mas riesgo conlleva.
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Segun nuestra investigacion, en una estructura sanitaria es importante que el agua esté
bien clorada, que se use frecuentemente el punto terminal y que las tuberias sean
controladas y se usen materiales nuevos.

Por cada unidad de cloro que baja respecto a los valores de normalidad, el riesgo
aumenta 33,34 veces. El uso poco frecuente de los puntos terminales aumenta el riesgo
11,822 veces. El uso de una tuberia de hierro aumenta el riesgo casi 8 veces.

Un dato interesante es el aumento de riesgo segun el material de la tuberia. El Ministerio
de Sanidad y varios articulos (247-255) han estudiado el tipo de material de las tuberias
para establecer una posible relacidn con el aumento de Legionella. El acero tiene la
ventaja de una simple y sencilla instalacién permitiendo tuberias de grandes diametros,
pero tiene al mismo tiempo la desventaja de una posible pérdida de carga en la red al
producirse la corrosién de la misma o calcareos en el depdsito interior ademas de una
mayor facilidad para la corrosion galvanica que conlleva a un aumento de proliferacién
y formacion del biofilm (256).

En la tuberia de agua fria que se queda estancada puede que aumente la temperatura,
especialmente en los periodos mas cdlidos del afo llevando a una situacién favorable
para el crecimiento y colonizacidon por parte de Legionella de ese tracto de tuberia. Con
un uso frecuente del punto terminal esto no ocurriria porque el continuo flujo del agua
enfriaria otra vez la tuberia.

El mismo concepto se puede aplicar al ACS. De hecho, solo en la red de tuberias centrales
el agua caliente esta en circulacion, garantizando una temperatura superior a los 502
constantemente. Pero esto no ocurre en los tramos finales antes del punto terminal
suponiendo un riesgo de positividad. De la misma manera que con el AFCH, un uso

frecuente del punto terminal garantiza que en el ramal final el agua esté por un tiempo
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mayor a una temperatura superior a 502 y ralentiza el proceso de colonizacion de las
tuberias.

Hay que considerar que este indicador esta disefiado para considerar el riesgo de
colonizacion teniendo en cuenta el nuevo estandar.

De todos modos, es interesante como este estudio, aunque considere muchos posibles
factores de riesgo, tenga implicacion en la practica de mantenimiento y prevencién
rutinaria aplicando sencillas medidas y controlando finalmente unos pocos factores de
riesgo. Estos factores de riesgo mencionados anteriormente son los que tienen mas
importancia en predecir una posible colonizacion de las tuberias por Legionella.

La ecuacidon que se ha generado a partir del analisis multivariante de los factores de
riesgo puede constituir una herramienta de gran utilidad a la hora de establecer el riesgo

de colonizacién de un determinado punto terminal por Legionella.
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7.5 TRASFERENCIA DE LOS RESULTADOS

Este estudio tiene implicaciones practicas directas. Los resultados obtenidos sugieren
gue, en un centro sanitario, en particular en un hospital, es importante mantener los
parametros quimico-fisicos correctos (cloro, temperatura), utilizar materiales para las
tuberias adecuados y usar frecuentemente los puntos terminales. De esta manera se
reduciria el riesgo de colonizacion por Legionella. Esta conclusion es practica y de
inmediata aplicacién en un centro hospitalario, ayudando a reducir le incidencia de

legionelosis nosocomial y el gasto en intervenciones a posteriori.

Cabe destacar que los resultados se han analizado también con un nuevo método rapido
y en diferentes horas del dia. Visto la efectividad del método SIM, se podria utilizar un
sistema de control del agua en tiempo real utilizando este método en un sistema
automatizado y conectado a una red con la posibilidad de controlar el nivel de
contaminacidén por Legionella y actuar en tiempos muy rapidos. De esta forma se podria
intervenir de manera preventiva cuando todavia no se hayan producido los efectos,

como posibles casos nosocomiales.

Una parte de los resultados de este estudio se publicaron en un articulo de una revista
cientifica (grupo Nature) en febrero del 2022 (ver anexo). Algunas propuestas de esta
publicacidn coinciden con novedades aportadas por el nuevo Real Decreto donde por
primera vez se habla de métodos rapidos y alternativos como complemeto y ayuda al
cultivo microbioldgico para el control de la Legionella. Creemos que este hecho refuerza
aun mas nuestra posicidn en el estudio de los factores de riesgo junto con las nuevas

metodologias rdpidas para poder actuar con celeridad en momentos tempranos.
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7.6 LIMITACIONES DEL ESTUDIO

El nuevo indice utilizado en este estudio aumentd la sensibilidad de deteccién de
Legionella spp. en agua con respecto a los métodos basados en cultivo, cuyo valor
diagnostico ambiental en la prevencién se ve comprometido. Sin embargo, se
recomienda realizar mas estudios en profundidad para definir un estandar validado

internacionalmente en un futuro préximo.

La situacién pandémica y la falta de financiacién provocé la imposibilidad para el
desarrollo de algunas partes del proyecto inicial, como el estudio del biofilm.
El nuevo indice predictor de riesgo tiene una validez interna al estudio es decir en el

HCUV.
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7.7 FUTURAS INVESTIGACIONES

A partir de este estudio se plantean diferentes investigaciones futuras.

Visto que el estudio evalua el riesgo de colonizacién por Legionella considerando
diferentes factores y el uso de nuevas técnicas de diagndstico, son necesarios mas
estudios que vinculen las mejoras en la validez interna de las pruebas diagnodsticas y la
deteccion temprana de este patdgeno en tuberias de agua con cambios en la efectividad
de las practicas correctivas y con una potencial reduccion de casos de legionelosis. Vista
la caracteristica novedosa de esta metodologia rapida son necesarios mas estudios para

gue sea validada.

Por otra parte, seria necesario investigar otros parametros que pudieran contribuir al
riesgo de colonizacion por Legionella, como por ejemplo parametros quimico-fisicos del
agua que no se han podido investigar en el presente estudio como el hierro, el calcio o

el oxigeno disuelto.

Son necesarios mas estudios que evaluen en detalle tanto el impacto de la edad de las

tuberias como su corrosion.

También seria interesante definir el papel del biofilm y de otras bacterias y protozoos
como posibles factores de riesgo para establecer la utilidad de una evaluacion rapida de
los mismos mediante el uso de métodos rapidos. De hecho, en el presente estudio
estaba contemplado inicialmente el andlisis del biofilm en las tuberias para poder

evaluarlo junto con los otros factores de riesgo de colonizacion del agua por Legionella.
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8. CONCLUSIONES
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1. Los principales factores que condicionan la colonizacion por Legionella son la baja
cloracién del agua fria, el estancamiento del agua en la red de distribucién y el uso poco
frecuente de un punto terminal. La temperatura alta en agua caliente supone un factor

protector.

2. El cultivo sigue siendo considerado el método de referencia. No obstante, el nuevo
indice permite evaluar mejor la colonizacién de Legionella en el sistema de agua de un
hospital. Su uso: (i) podria anticipar la necesidad de un tratamiento de limpieza y

desinfeccion, y (ii) permitiria evaluar su efectividad.

3. El método rapido SIM puede generar resultados mas sensibles en condiciones
especificas, como en temperaturas altas donde hay mayor presencia de formas viables
pero no cultivables. Ademas, su rapidez puede ser clave a la hora de aplicar medidas

correctoras.

4. El riesgo asociado para la asistencia ambulatoria es de casi 4 veces, para un uso poco
frecuente del punto terminal es de casi 12 veces y para el agua estancada es de casi 37
veces. Una correcta cloracién para el agua fria de consumo humano y una correcta

temperatura para el agua caliente sanitaria han demostrado ser factores protectores.

5. Se ha elaborado un indicador predictor de riesgo de colonizacion del agua por

Legionella en al ambiente hospitalario.
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ANEXO |. ARTICULO PUBLICADO EN UNA REVISTA INTERNACIONAL PERTENECIENTE AL PRIMER
QUARTIL (Q1).

Este estudio ha generado varias comunicaciones a congresos y un articulo publicado en
una revista cientifica de alto impacto (Q1 segun la escala JCR).
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ARTICLE R Ghoch fur updtes
New immunomagnetic separation method to analyze risk
factors for Legionella colonization in health care centres

Rafael Manuel Orti-Lucas'*" and Eugenio Luciano™**

© The Author(s), under exclusive licence to Springer Nature Amenca, Inc. 2022

BACKGROUND: It's pivotal to contral the presence of legionella in sanitary structures. So, it's important to determine the risk factors
associated with Legionella colonization in health care centres. In recent years that is why new diagnostic techniques have been
developed.

OBJECTIVE: To evaluate risks factors for Legionella colonization using a novel and more sensitive Legionella positivity index.
METHODS: A total of 204 one-litre water samples {102 cold water samples and 102 hot water samples), were collected from 68
different sampling sites of the hospital wa(er system and tested for Legionella spp. by two laboratories using culture, polymerase

chain reaction and a hod based on i paration (IMS). A Legionella positivity index was defined to evaluate
Legaonefla colonization and associated risk factors in the 68 water samples sites. We performed bivariate analyses and then logistic
lysis with adj of pc ially confounding variables. We compared the performance of culture and IMS

methods using this index as a new gold standard to determine if rapid IMS method is an acceptable alternative to the use of slower
culture method.

RESULTS: Based on the new Legionella positivity index, no statistically significant differences were found neither between

lab nor b hods (culture, IMS). Positivity was significantly correlated with ambulatory health e (p = 0.05}
and frequency of use of the terminal points. The logistic regression model revealed that chlorine (p = 0.009) and the frequency of
use of the terminal points (p = 0.001) are predictors of Legionella colonization. Regarding this index, the IMS method proved more
sensitive (6955) than culture method (65.4%) in hot water samples.

SIGNIFICANCE: We showed that the frequency of use of terminal points should be considered when ining envi |
Legionella colonization, which can be better evaluated using the provided Legionella positivity index. This study has implications for
the prevention of Legi ires’ di in h | settings.

Keywords: Legionella; Legionnaires’ di ; water distribution sy coloni ; rapid tech risk factors
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ANEXO II. RELACION DE MUESTRAS POSITIVAS Y NEGATIVAS PARA LEGIONELLA CON LAS VARIABLES
CONSIDERADAS.

Obj.1y2 Obj.3vy4 Totales

Muestras

Totales 204 136 340
Positivas Legionella 111 33 144
Negativas Legionella 93 103 196
AFCH 102 79 181
ACS 102 57 159
Laboratorio 1 70 /// 70
Laboratorio 2 134 /// 134
Método cultivo 116 136 252
Método SIM 88 136 224
pabellén A 54 27 81
pabellén B 60 31 91
pabellén C 60 66 126
pabellén D 30 12 42
hospitalaria 162 102 264
ambulatoria 42 34 76
ducha 123 33 156
pila 81 53 134
maquina /// 50 50
uso frequente 144 57 201
uso no frequente 60 29 89
<25 Ce 84 76 160
25-50 C2 72 46 118
>50 C2 48 14 62
agua no estancada  /// 90 90
agua estancada /// 46 46
8h /1] 25 25
12h /// 29 29
16h /// 42 42
20h /// 40 40
PPR /// 69 69
Hierro galvanizado  /// 67 67

Obj. 1y 2: muestras utilizadas para contestar a los objetivos especificos 1y 2.
Obj. 3 y4: muestras utilizadas para contestar a los objetivos especi 3y 4
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ANEXO IIl. RELACION DE MUESTRAS CON RESPECTIVOS PARAMETROS MEDIDOS PARA CONTESTAR A

LOS OBJETIVOS ESPECIFICOS 3 Y 4.

N2 | Fecha Temp_amb | Hum_relat | Dist | Temp_agua | PH Conduct_uS | Cl_libre_mg/L | Dur_total_(FR?)
1 5/2/20 24,3 40,5 45 47,5 7,47 | 1026 0,45 14,1
2 5/2/20 24,3 40,5 43 51,3 7,46 | 1022 0,09 23,9
3 5/2/20 24,4 46,5 44 49,8 7,52 | 1022 0,08 14,5
4 4/2/20 23,9 40,5 45 39,1 7,63 | 1034 0,07 24,5
5 4/2/20 23,9 40,5 43 49,8 7,5 | 1042 0,02 11,8
6 4/2/20 25 42 44 51,3 7,55 | 1036 0 23,5
7 4/2/20 24,3 41,6 45 41,3 7,46 | 1040 0,12 24,3
8 4/2/20 24,3 41,6 43 47,7 7,41 | 1051 0,12 23,2
9 4/2/20 24,6 47,6 44 50,1 7,39 | 1047 0,11 24,9
10 | 4/2/20 23,7 40,4 45 47,7 7,42 | 1057 0,3 24,4
11 | 4/2/20 23,7 40,4 43 49,7 7,41 | 1044 0,43 24,4
12 | 4/2/20 24,2 46 44 50,2 7,41 | 1030 0,04 24,5
13 | 4/3/20 21,5 57,2 75 17,8 7,52 | 1149 0,28 24
14 | 4/3/20 21,5 57,2 73 17,5 7,58 | 1144 1,33 22,1
15 | 4/3/20 20,9 63 74 17,7 7,56 | 1147 1,32 23
16 | 3/3/20 21,7 31,7 75 18,7 7,58 | 1094 1,14 26,3
17 | 3/3/20 21,7 31,7 73 17,2 7,55 | 1092 0,97 20,5
18 | 3/3/20 21,8 45 74 17,1 7,56 | 1092 1,2 16,3
19 | 3/3/20 22,2 43,7 75 18,2 7,57 | 1092 1,29 22
20 | 3/3/20 22,2 43,7 73 17,8 7,48 | 1097 0,8 20,1
21 | 3/3/20 21,6 53 74 17,7 7,55 | 1084 1,22 19,6
22 | 3/3/20 21,6 43 75 18,2 7,6 | 1162 0,56 22
23 | 3/3/20 21,6 43 73 17,9 7,58 | 1164 0,44 16,3
24 | 3/3/20 21,4 52,6 74 18,6 7,6 | 1155 0,91 21,8
25 | 21/7/20 | 24,1 58,4 75 25,3 7,7 | 1143 0,43 14
26 | 21/7/20 | 24,1 58,4 73 25,1 7,84 | 1127 0,73 13,2
27 | 21/7/20 | 23,3 62,8 74 24,7 7,9 | 1120 0,84 16,3

-177 -




N2 | Fecha Temp_amb | Hum_relat | Dist | Temp_agua | PH Conduct_uS | Cl_libre_mg/L | Dur_total_(FR2)
28 | 20/7/20 | 23 60 75 25,5 7,82 | 1145 0,37 14,3
29 | 20/7/20 | 23 60 73 24 7,81 | 1147 0,36 15
30 | 20/7/20 | 24 61 74 24,7 7,85 | 1147 0,39 13,2
31 | 20/7/20 | 24 62 75 26 7,82 | 1145 0,37 15
32 | 20/7/20 | 24 62 73 25 7,81 | 1147 0,36 14
33 | 20/7/20 | 25 62,5 74 25 7,85 | 1147 0,39 16,3
34 | 20/7/20 | 24,3 61,8 75 25,6 7,7 | 1143 0,43 14,3
35 | 20/7/20 | 24,3 61,8 73 25,7 7,84 | 1127 0,73 15
36 | 20/7/20 | 24,2 62,6 74 25,4 7,9 | 1120 0,84 13,2
37 | 14/10/20 | 22,9 51,2 45 51,8 7,47 | 1026 0,45 10
38 | 14/10/20 | 22,9 51,2 43 30,7 7,46 | 1022 0,09 9,6
39 | 14/10/20 | 22,9 51,2 44 56,2 7,52 | 1022 0,08 11,5
40 | 13/10/20 | 23,2 37 45 23,7 7,63 | 1034 0,07 12
41 | 13/10/20 | 23,2 37 43 34,1 7,5 | 1042 0,02 11,6
42 | 13/10/20 | 23,2 37 44 55 7,55 | 1036 0 12,3
43 | 13/10/20 | 25,1 37,1 45 31,5 7,6 | 1040 0,45 12
44 | 13/10/20 | 25,1 37,1 43 28,7 7,6 | 1051 0,09 11,6
45 | 13/10/20 | 25,1 37,1 44 50,8 7,6 | 1047 0,08 12,3
46 | 13/10/20 | 24,2 38,5 45 24,8 7,6 | 1057 0,07 12
47 | 13/10/20 | 24,2 38,5 43 27,4 7,6 | 1044 0,02 11,6
48 | 13/10/20 | 24,2 38,5 44 50,1 7,6 | 1030 0 12,3
49 | 21/10/20 | 24,6 51,6 60,66 | 22,7 7,46 | 1026 0,12 14
50 | 21/10/20 | 24,6 51,6 60,66 | 44,7 7,54 | 1022 0,12 13,7
51 | 21/10/20 | 26,1 48,8 60,66 | 23,8 7,37 | 1022 0,3 15,2
52 | 21/10/20 | 26,1 48,8 60,66 | 45,7 7,37 | 1040 0,43 14
53 | 21/10/20 | 27,3 48 60,66 | 22,2 7,37 | 1051 0,3 14
54 | 21/10/20 | 27,3 48 60,66 | 37,3 7,37 | 1047 0,43 13,7
55 | 21/10/20 | 26,1 47,6 60,66 | 22,9 7,46 | 1057 0,12 15,2
56 | 21/10/20 | 26,1 47,6 60,66 | 24,2 7,54 | 1044 0,12 14
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N2 | Fecha Temp_amb | Hum_relat | Dist | Temp_agua | PH Conduct_uS | Cl_libre_mg/L | Dur_total_(FR2)
57 | 21/10/20 | 24,6 51,6 60,66 | 22,7 7,45 | 1100 1,18 14
58 | 21/10/20 | 26,1 48,8 60,66 | 23,6 7,4 | 1149 0,55 13,7
59 | 21/10/20 | 26,1 48,8 60,66 | 23,8 7,4 | 1144 1,18 15,2
60 | 21/10/20 | 27,3 48 60,66 | 22,7 7,37 | 1153 1,25 14
61 | 21/10/20 | 27,3 48 60,66 | 23,4 7,37 | 1124 1,25 13,7
62 | 21/10/20 | 26,1 47,6 60,66 | 23,2 7,37 | 1149 1,18 15,2
63 | 21/10/20 | 26,1 47,6 60,66 | 24,2 7,41 | 1144 1,18 14
64 | 5/11/20 | 23,3 47,7 57,66 | 25,8 7,7 | 930 0,07 14
65 | 5/11/20 | 23,3 47,7 57,66 | 27 7,7 | 930 0,02 13,6
66 | 4/11/20 | 25,5 40,2 57,66 | 25,6 7,4 | 997 0 12,8
67 | 4/11/20 | 25,5 40,2 57,66 | 30,4 7,4 | 997 0,07 12
68 | 4/11/20 | 24,2 42,4 57,66 | 25,7 7,5 | 930 0,02 11,9
69 | 4/11/20 | 24,2 42,4 57,66 | 38,5 7,5 | 930 0 12,4
70 | 5/11/20 | 23,3 47,7 57,66 | 24,7 7,39 | 1149 1,1 14
71 | 5/11/20 | 23,3 47,7 57,66 | 24,7 7,39 | 1144 1,1 13,6
72 | 4/11/20 | 25,5 40,2 57,66 | 25,5 7,4 | 1153 1 12,8
73 | 4/11/20 | 25,5 40,2 57,66 | 25,3 74 | 1124 1 12
74 | 4/11/20 | 24,2 42,4 57,66 | 25,6 7,4 | 1149 1 11,9
75 | 4/11/20 | 24,2 42,4 57,66 | 25,7 7,4 | 1144 1 12,4
76 | 11/11/20 | 23,3 46,2 97,56 | 22,6 7,04 | 1057 0,07 9,6
77 | 11/11/20 | 23,3 46,2 97,56 | 52,7 7,04 | 1044 0,09 10
78 | 10/11/20 | 23,6 51,6 97,56 | 22 7,29 | 997 0,08 11,3
79 | 10/11/20 | 23,6 51,6 97,56 | 54 7,29 | 997 0,45 14,2
80 | 10/11/20 | 23,5 51,8 97,56 | 22,7 7,29 | 1057 0,09 10
81 | 10/11/20 | 23,5 51,8 97,56 | 53,9 7,29 | 1044 0,08 9,6
82 | 11/11/20 | 23,3 46,2 97,56 | 22,2 7,04 | 1153 1,06 11,3
83 | 11/11/20 | 23,3 46,2 97,56 | 22 7,04 | 1124 1,06 14,2
84 | 10/11/20 | 23,6 51,6 97,56 | 24,4 7,29 | 1116 1,1 10
85 | 10/11/20 | 23,6 51,6 97,56 | 21,4 7,29 | 1122 1,1 9,6
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N2 | Fecha Temp_amb | Hum_relat | Dist | Temp_agua | PH Conduct_uS | Cl_libre_mg/L | Dur_total_(FR2)
86 | 10/11/20 | 23,5 51,8 97,56 | 21,9 7,33 | 1153 1,06 9,6
87 | 10/11/20 | 23,5 51,8 97,56 | 21,4 7,33 | 1124 1,06 10
88 | 16/12/20 | 24,7 32,7 21 42,8 7,2 | 1057 0,07 11,5
89 | 16/12/20 | 24,7 32,7 21 38,4 7,2 | 1044 0,09 12
90 | 16/12/20 | 24,7 32,7 21 61 7,2 | 1030 0,08 10,4
91 | 15/12/20 | 25,1 35,8 21 40,7 7,29 | 1057 0,07 16,5
92 | 15/12/20 | 25,1 35,8 21 39,7 7,29 | 1044 0,02 14
93 | 15/12/20 | 25,1 35,8 21 62,6 7,29 | 1030 0 13,2
94 | 15/12/20 | 25,8 33,4 21 42 7,24 | 1057 0,09 14,1
95 | 15/12/20 | 25,8 33,4 21 40 7,24 | 1044 0,08 13,5
96 | 16/12/20 | 24,7 32,7 24 21,2 7,2 | 1149 1,16 11,5
97 | 16/12/20 | 24,7 32,7 24 22,6 7,2 | 1144 1,16 12
98 | 16/12/20 | 24,7 32,7 24 18,3 7,2 | 1147 1,16 10,4
99 | 15/12/20 | 25,1 35,8 24 20,5 7,24 | 1100 1,23 16,5
100 | 15/12/20 | 25,1 35,8 24 21,2 7,24 | 1149 1,23 14
101 | 15/12/20 | 25,1 35,8 24 18,5 7,24 | 1144 1,23 13,2
102 | 15/12/20 | 25,8 33,4 24 21,4 7,29 | 1100 1,23 14,3
103 | 15/12/20 | 25,8 33,4 24 23,6 7,29 | 1167 1,23 13,6
104 | 15/12/20 | 25,8 33,4 24 20,6 7,29 | 1148 1,23 11,8
105 | 2/2/21 23,7 36,8 12 20,7 7,35 | 1057 0,07 24
106 | 2/2/21 23,7 36,8 12 22,1 7,35 | 1044 0,02 22,3
107 | 2/2/21 23,7 36,8 12 38,8 7,35 | 1030 0 21,5
108 | 2/2/21 23,7 36,8 12 20,7 7,26 | 1057 0,07 25,6
109 | 2/2/21 23,7 36,8 12 22,1 7,26 | 1044 0,09 24
110 | 2/2/21 23,7 36,8 12 38,8 7,26 | 1030 0,08 23,6
111 | 2/2/21 24,5 35 12 21,2 7,32 | 1057 0,07 24
112 | 2/2/21 24,5 35 12 22,7 7,32 | 1044 0,02 22,3
113 | 2/2/21 24,5 35 12 37,2 7,32 | 1036 0 21,5
114 | 2/2/21 23,7 36,8 15 20,5 7,26 | 1162 1,21 24
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N2 | Fecha Temp_amb | Hum_relat | Dist | Temp_agua | PH Conduct_uS | Cl_libre_mg/L | Dur_total_(FR2)
115 | 2/2/21 23,7 36,8 15 18,7 7,26 | 1164 1,21 25,3
116 | 2/2/21 23,7 36,8 15 17,7 7,26 | 1155 1,21 22,8
117 | 2/2/21 24,5 35 15 20,4 7,35 | 1155 1,24 26,1
118 | 2/2/21 24,5 35 15 20,6 7,35 | 1165 1,24 24
119 | 2/2/21 24,5 35 15 18,2 7,35 | 1143 1,24 22
120 | 6/4/21 25,8 45,1 9 23,6 7,3 | 1065 0,07 24
121 | 6/4/21 25,8 45,1 9 20,9 7,3 | 1033 0,09 25,3
122 | 6/4/21 25,8 45,1 9 28,8 7,3 | 1022 0,08 16,3
123 | 6/4/21 25,8 45,1 9 23,6 7,31 | 1065 0,07 21
124 | 6/4/21 25,8 45,1 9 20,9 7,31 | 1033 0,02 22
125 | 6/4/21 25,8 45,1 9 28,8 7,31 | 1022 0 23,1
126 | 6/4/21 27,1 38,3 9 23 7,3 | 1044 0,09 23,8
127 | 6/4/21 27,1 38,3 9 21,7 7,3 | 1055 0,08 24,1
128 | 6/4/21 27,1 38,3 12 23,1 7,32 | 1149 0,56 24,6
129 | 6/4/21 27,1 38,3 12 20,7 7,32 | 1144 0,55 23,5
130 | 6/4/21 27,1 38,3 12 18,7 7,32 | 1147 1 21
131 | 6/4/21 25,8 45,1 12 23,7 7,31 | 1100 1,2 20
132 | 6/4/21 25,8 45,1 12 20 7,31 | 1149 1,2 24
133 | 6/4/21 25,8 45,1 12 18,5 7,31 | 1144 1,2 23,6
134 | 6/4/21 27,1 38,3 12 23,1 7,3 | 1100 0,44 25,4
135 | 6/4/21 27,1 38,3 12 20,7 7,3 | 1167 0,35 22
136 | 6/4/21 27,1 38,3 12 18,7 7,3 | 1148 1,1 20

N: n. de muestra; fecha: fecha de recogida de la muestra; Temp_amb: temperatura ambiente al
momento de recogida de la muestra; Hum_relat: humedad relativa del ambiente en porcetaje al

momento de recogida de la muestra; Dist: distancia en metros; Temp_agua: temperatura del agua;

Conduct_uS: conductividad; Cl_libre: cloro libre; Dur_total: dureza total del agua.
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