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ABREVIATURAS

ACS Agua caliente sanitaria

ADN Acido ribonucleico

ADNc ADN ciclico

AFC Agua fria de consumo

ARNr Acido desoxirribonucleico ribosémico

BAL Lavado broncoalveolar

BAS Broncoaspirado

BCYE Buffered charcoal yeast extract

BCYEcys/Wcys BCYE sin cisteina

BMPA BCYE con polimixina, cefamandol y
anisomicina

BOE Boletin Oficial del Estado

c-di-GMP Diguanilato dimérico ciclico

CCAA Comunidades auténomas

CDC Centers for Disease Control and Prevention

DGVP BCYE selectivo (dyes, glycine, vancomycin,
polimixin B)

DIL 1/10 Muestra diluida 1/10 sin tratamiento

dNTP Desoxirribosa nucledsidos trifosfato

DOGV Diario oficial de la Generalitat Valenciana

Dot/lcm Defective for organelle trafficking/intracellular
multiplication

ECDC Centro europeo para el control y prevencion
de enfermedades

EDO Enfermedad de declaracion obligatoria

EEE Espacio econdémico europeo

EIA/ELISA Enzimoinmunoanalisis

ELDSNet European Legionnarie’s Disease
Surveillance Network

EMA Monoacida de etidio

ENR Medio enriquecido

EPFs Formas en fase exponencial replicativa

EPOC Enfermedad pulmonar obstructiva crénica

EWGLI Grupo de Trabajo Europeo para las
Infecciones por Legionella
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EWGLINET Red de vigilancia para los casos de
legionelosis asociada a viajes de EWGLI

FA Filtrada con tratamiento acido

FC Filtrada con tratamiento por calor

FFS Formas filamentosas

FST Filtrada sin tratamiento

FTIR Fourier transform infrared spectroscopy

GVPC BCYE con Glycine, vancomycin, polymyxin
B, cycloheximide

GuU Unidades gendémicas

H-NOX Unién de 6xido nitrico / oxigeno

Hsp60 Heat shock protein

IF inmunofluorescencia

IFD Inmunofluorescencia directa

IFI Inmunofluorescencia indirecta

IIF Formas intracelulares inmaduras

ISO International Organization for Standardization

LLAPs “Legionella-like amoebal pathogens”

LPS lipolisacarido

Lvh Legionella vir homologue

MALDI-TOF-MS/MALDI-TOF

Espectrometria de masas en tiempo de

vuelo, ionizacién y desorcion laser asistida

por matriz
MIF Formas infecciosas maduras
mip Potenciador de la infecciosidad de
macréfagos
MOMP Major outer membrane protein
MWY Agar Wadowsky Yee modificado
NAC Neumonia adquirida en la comunidad
NO Oxido nitrico
PC Punto critico
PCR Reaccién en cadena de la polimerasa
PMA Monoacida de propidio
PPCL Plan de prevencion y control de Legionella
PSL Paln sanitario frente a Legionella
PT Punto terminal
QS Quorum sensing
Qx Quirurgico
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RENAVE Red Nacional de Vigilancia Epidemiolégica
de Espafia

RFLP Polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccion

RIA Radioinmunoensayo

ROS Especies reactivas de oxigeno

RPF Formas de la fase replicativa

Rtx Repeats-in-toxin

SBT Sequence-based-typing

Sg Serogrupo

SPFs Formas en fase estacionaria

ST Sin tratamiento

TA Tratamiento acido

TALD Travel associated Legionnaires’ disease

TC Tratamiento con calor

UA Antigeno urinario

UE Unién Europea

UFC Unidades formadoras de colonias

UK United Kingdom /Reino Unido

UNE Asociacion Espariola de Normalizacion

VBNCC Células viables no cultivables
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1. LA ENFERMEDAD DEL LEGIONARIO. INTRODUCCION
HISTORICA.

La enfermedad de los legionarios, o legionelosis pulmonar, es una enfermedad neumodnica aguda
causada por un bacilo gramnegativo del género Legionella. El término legionelosis se refiere a
los dos sindromes clinicos causados por las bacterias del género Legionella. La fiebre de Pontiac
es un proceso agudo, febril y de evolucién limitada estrechamente relacionada con especies del
género Legionella spp. Legionelosis es el término que engloba todas las enfermedades causadas
por las bacterias del género Legionella, como la propia legionelosis pulmonar, las infecciones
focales no pulmonares y la Fiebre de Pontiac (1).

La enfermedad de los legionarios fue identificada inicialmente en 1976, cuando se produjo un
brote de neumonia en un hotel de Filadelfia en el que se celebraba una reunion de la American
Legion Convention. Inicialmente, no se detecto la causa de la infeccion. El estudio epidemiologico
determind que se trataba de una enfermedad de transmision aérea cuyo foco de infeccion era el
hotel donde se habia celebrado la reunién. Unos meses después McDade y Shepard publicaron
el descubrimiento del agente etioldgico y lo relacionaron con una bacteria que causé brotes
anteriores, Legionella pneumophila (2). No obstante, ni la bacteria ni la enfermedad resultaron
ser nuevos, ya que el primer caso conocido de enfermedad del legionario data de 1957 (3). Las
primeras cepas de Legionella spp. se aislaron a partir de cobayas usando técnicas de aislamiento
de Ricketsia s(2). En primer lugar, se aislé por Tatlock en 1943 y por Jackson et. al en 1947(4).
En 1954, Drozanski aisl6 una bacteria que infectaba amebas de vida libre en Polonia(5). Este
microorganismo se clasific6 como especie de Legionella spp. en 1996(6).

La fiebre de Pontiac se describié también en relacion con las cepas aisladas en un brote de fiebre
de corta duracién y sin foco aparente que habia afectado en 1968 a personal sanitario y visitantes
del Oakland County Health Department de Pontiac (Michigan).

Desde 1976 son numerosos los brotes descritos de enfermedad de los legionarios, como el
ocurrido en Holanda en 1999 en el transcurso de una exposicion floral con 106 casos
confirmados(7). Un afio mas tarde, en abril del afio 2000, se confirmaron 125 casos en
Melbourne, Australia, relacionados con el agua de un acuario(8). En octubre de 2014 se declaro
un brote en Portugal con 377 casos declarados y 14 muertes (9). Los investigadores
consideraron que las temperaturas excesivamente calidas durante octubre de 2014 pudieron
haber jugado un papel en la proliferacion de especies de Legionella spp. en los sistemas de
torres de enfriamiento. El episodio se exacerb6é aun mas por la alta humedad relativa y una
inversion térmica que limité la dispersion bacteriana(10). En diciembre de 2015 en Manzanares,
Ciudad Real, Espafia, se declaré un brote de Legionella spp. y se cerrd el 03 de febrero de 2016.
El niumero de casos declarados fue de 593 con 277 casos confirmados pudiendo considerarse
como uno de los brotes con mayor tasa de ataque(11). En la Union Europea, en 2012, se
comunicaron un total de 5.856 casos en 30 paises(12), mientras que en el afio 2018 el niUmero

de casos ascendié a 11343. En Espana en el afo 2012 se declararon 972 casos frente a los
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1513 detectados en 2018(13). Diversos autores alertan de la relacién entre el aumento de
temperaturas debido al cambio climatico y el incremento de casos de legionelosis (14,15).

En Espana Boyd et al. describieron de forma retrospectiva un pequeno brote de enfermedad de
los legionarios en 5 turistas escoceses alojados en un hotel de Benidorm en 1973 (16).
Posteriormente, se han registrado otros brotes como el de Aimufiécar en 1991 con 91 casos(17),
Alcala de Henares en el aino 1997 con 224 casos(18) o Barcelona con 54 casos en el afo
2000(19). Fue a partir del afio 2001, tras un brote declarado en Murcia con 449 casos
confirmados y unos 800 sospechosos(20), cuando la legionelosis se convirtid6 en uno de los
problemas prioritarios de salud publica en Espafa. El Ministerio de Sanidad y Consumo publicd,
con el respaldo de la Comisién de Salud Publica, el primer Real Decreto (RD) de prevencion y
control de la legionelosis, como normativa basica del estado (RD 909/2001 del 27 de julio, por el
que se establecen los criterios higiénico-sanitarios para la prevencion y control de la
legionelosis)(21) que, posteriormente fue sustituido por el RD 865/2003, de 4 de julio (22) y este
ha sido derogado por el RD 487/2022(23).

En 1986, se cred el Grupo de Trabajo Europeo para las Infecciones por Legionella (EWGLI) para
permitir la colaboracién internacional en toda Europa en lo que respecta a la enfermedad de los
legionarios. EWGLI introdujo el Plan Europeo de Vigilancia para la Enfermedad de los
Legionarios Asociados a Los Viajes, que mas tarde llegé a ser conocido como EWGLINET. El
plan fue coordinado por el Laboratorio Nacional de Bacteriologia de Estocolmo y financiado por
la OMS hasta 1993, cuando la coordinacion se transfirié al Centro de Vigilancia de Enfermedades
Transmisibles del Servicio de Salud Publica en Londres y la Comision Europea se convirtié en la
principal fuente de apoyo financiero. Entre 2007 y 2010, EWGLINET fue financiado por ECDC.
Desde abril de 2010, esta coordinado por la ECDC y el nombre del plan cambié a European
Legionnaires' Disease Surveillance Network (ELDSNet). Los procedimientos operativos del
régimen de vigilancia de la enfermedad del legionario asociado a los viajes en la UE/EEE se
actualizaron en diciembre de 2017(24). El objetivo de estos procedimientos es ofrecer un enfoque
normalizado a la notificacion de casos por los Estados miembros de la Unién Europea y otros
paises contribuyentes con el fin de detectar y responder a grupos de enfermedades de

legionarios asociados a viajes (TALD)(25).
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2. DESCRIPCION DE LEGIONELLA SPP.

En el afio 1979, los estudios de hibridacion ADN-ADN realizados por Brenner demostraron que
el agente etiolégico de la enfermedad de los legionarios constituia un nuevo género bacteriano,el
género Legionella spp., que fue incluido dentro de la familia Legionellaceae(26). Y aparecioé en

la lista de nombres de bacterias en 1980(27).

La familia Legionellaceae esta compuesta por un Unico género, Legionella, que comprende 58
especies y mas de 70 serogrupos distintos (http://www.bacterio.net/Legionella.html). El estudio
del medio ambiente ha permitido el descubrimiento de nuevas especies y es muy probable que
el niumero de especies y serogrupos continie aumentando; aunque no todas causan patologia.
Entre ellas destaca Legionella pneumophila, la primera especie descrita, que comprende 16
serogrupos. En la tabla 1 se muestran las especies y serogrupos de Legionella spp.y su

patogenicidad en humanos.

La familia Legionellaceae esta estrechamente relacionada con la familia Coxiellaceae, y estas
dos familias comprenden el “propuesto orden Legionellales” dentro de la clase
Gammaproteobacteria y del phylum Proteobacteria phy.nov. Coxiella burnetti, el agente
etiologico de la fiebre Q, comparte muchas caracteristicas con Legionella pneumophila, que
incluyen su parasitismo intracelular y estrechas homologias en varios genes de virulencia.
Algunos investigadores propusieron tres géneros separados (Legionella, Fluoribactery Tatlockia)
atendiendo a las caracteristicas fenotipicas de algunas especies de la familia
Legionellaceae(28)(29). Sin embargo, otros estudios basados en el analisis del ARN 16S
ribosémico concluyen que la familia Legionellaceae forma un Unico grupo con una relacién entre
especies del 96%(30).

Los miembros de la familia Legionellaceae son bacilos aerobios, finos y gramengativos que no
crecen en los médios microbiolégicos habituales. El medio que se utiliza para el crecimiento de
Legionella spp. es agar taponado con extracto de levadura de carbdn (Buffered Charcoal Yeast
Extract, BCYE). Algunas especies no pueden crecer en los medios de cultivo habituales y se han
llamado “Legionella-like amoebal pathogens” (LLAPs). Estos organismos se han aislado y
mantenido mediante cocultivo de la bacteria con su hospedaor protozoario. Una de las LLAPs,
Legionella lytica ha demostrado causar enfermedad en humanos. Puede que haya otras cepas
LLAPs que sean patdgenos humanos, pero esto es dificil de comprobar debido a la dificultad de

crecimiento en los medios convencionales de cultivo de Legionella spp.(4).
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Se ha secuenciado el genoma de varias cepas de Legionella pneumophila serogrupo 1: entre
ellas Philadelphia 1, Lens, Paris y Corby. El analisis de estas secuencias muestran que
L.pneumophila contiene ciertos genes similares a los eucariotas, algunos de los cuales permiten
a esta bacteria crear ambientes intracelulares favorables utilizando la maquinaria celular normal.
También muestra que existe una diversidad genética de especies y que algunas cepas virulentas
estan distribuidas por todo el mundo(31)(32). Los genes que codifican la region core del
lipopolisacéarido y la unién del lado O predominan en los aislados clinicos de L. pneumophila
serogrupo 1y podria ser la razén por la que este serogrupo es la principal causa de enfermedad

del legionario(32).

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y FISIOLOGICAS

Los miembros de la familia Legionellaceae son bacilos gramnegativos mesdfilos, moviles
(excepto L. oakridgensis), asacaroliticos, aerobios estrictos, de crecimiento intracelular
facultativo (lisosomas y reticulo endoplasmico de macréfagos), nutricionalmente exigentes,
dependientes de L- cisteina, cuyo crecimiento se ve favorecido en presencia de hierro y con
uniones de acidos grasos de cadena ramificada y ubiquinonas inusuales en los bacilos
gramnegativos(4). Miden de 0.3 a 0.9 um de ancho y de 1.5 a 20 uym de longitud dependiendo
del tiempo de cultivo. Se ha demostrado la presencia de uno o mas flagelos en disposicién polar
o lateral y la presencia de fimbrias y de una estructura polisacaridica acidica extracelular(33). No
obstante, en tejidos y especimenes clinicos se han observado diferentes formas cocobacilares

inmdviles y una gran variedad morfoldgica en el interior de amebas.

Es una bacteria gramnegativa que no se tifie con el gram por su composicion lipidica(4), para su
identificacion utilizamos diversas técnicas de fluorescencia y alternativamente la tincion de

Giménez(34) o la impregnacion argéntica de Dieterle(35).

Son oxidasa variable, catalasa positiva débil, licuan la gelatina, y las reacciones de reduccion de
nitrato y ureasa son negativas. Se colorea mal con la tincién de Gram, por lo que se utiliza
inmunofluorescencia directa (IFD) o tinciones de plata para su identificacion. L. micdadei es
débilmente acido-alcohol-resistente. La mayoria producen beta-lactamasas y pigmento marrén
que se incrementa con la adicién de tirosina al medio de cultivo. Algunas especies son capaces
de producir pigmentos fluorescentes. En contraste con otras bacterias acuaticas, utilizan los
aminoacidos y otros compuestos organicos como el almidén, como principal fuente de carbono

y energia(4).

Tesis Doctoral Universitat de Valéncia 2024 32



Control de Legionella en instalaciones de red de agua hospitalaria

TABLA 1. Especies y serogrupos de Legionella spp.y su patogenicidad en humanos.

Modificada

de: German

collection

microorganism

and cell

cultures.

(http://www.dsmz.de/microorganisms/pnu/bacterial_nomenclature_info_mm.php?genus=Legionella&show_all_details=1

)

+2 relacionada con infecciones humanas; +°, presuntamente relacionada con infecciones humanas; -, no relacionada

con infecciones humanas.

Especies de N° de Patogenicidad Especies de N° de Patogenicidad
Legionella’ serogrupos en humanos Legionella® serogrupos en humanos
L. adelaidensis 1 - L. longbeachae 2 +2
L. anisa 1 +2 L. lytica 1 +2
L. beliardensis 1 - L. maceachernii 1 +2
L. birminghamensis 1 +2 L. massiliensis 1 -
L. bozemanae 2 +2 L. micdadei 1 +2
L. bozemanii 1 - L. moravica 1 -
L. brunensis 1 - L. nagasakiensis 1 +2
L. busanensis 1 - L. nautarum 1 -
L. cardiaca 1 +2 L. oakridgensis 1 +2
L. cherrii 1 - L. parisiensis 1 +2
L. cincinnatiensis 1 +2 L. pittsburghensis 1 +2
L. drancourtii 1 - L. pneumophila 16 +2
L. dresdenensis 1 - L. quateirensis 1 -
L. drozanskii 1 - L. quinlivanii 2 +0
L. dumoffii 1 +2 L. rowbothamii 1 -
L. erythra 1 +a L. rubrilucens 1 +0
L. fairfieldensis 1 - L. sainthelensi 2 +2
L. fallonii 1 - L. santicrucis 1 -
L. feeleii 2 +2 L. shakespearei 1 -
L. geestiana 1 - L. spiritensis 2 -
L. gormanii 1 +a L. steelei 1 +0
L. gratiana 1 - L. steigerwaltii 1 -
L. gresilensis 1 - L. taurinensis 1 -
L. hackeliae 2 +2 L. tucsonensis 1 +2
L. impletisoli 1 - L. tunisiensis 1 -
L. israelensis 1 - L. wadsworthii 1 +2
L. jamestowniensis 1 - L. waltersii 1 +2
L. jordanis 1 +2 L. worsleiensis 1 +0
L. lansingensis 1 +2 L. yabuuchiae 1 -
L. londiniensis 1 +0
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3. ECOLOGIA

En cuanto al reservorio y fuente de infeccion, Legionella spp. es considerada una bacteria
ambiental, ya que su nicho natural son las aguas superficiales de lagos, rios o estanques. Desde
estos reservorios naturales, la bacteria puede pasar a colonizar los sistemas de abastecimientos
de las ciudades y asi se incorpora a los sistemas de agua sanitaria u otros que requieran agua
para su funcionamiento, especialmente en las tuberias de agua caliente y los calentadores de
agua, torres de refrigeracion, equipos de tratamiento respiratorio, humidificadores e instalaciones
recreativas climatizadas. El agua caliente (25-40°C) y el estancamiento de esta en tuberias con
escaso o ningun flujo, facilitan el desarrollo de concentraciones bacterianas elevadas. Estas
instalaciones en ocasiones favorecen el estancamiento del agua y la acumulacién de desechos
y productos que sirven como nutrientes a la bacteria, favoreciendo asi su multiplicacion, a una
temperatura adecuada, hasta alcanzar concentraciones infectantes para el hombre. Se ha
encontrado Legionella spp. mediante cultivo en el 40% de las muestras de aguas superficiales y
en el 80% mediante PCR(36). Excepto L. longbeache que habitualmente esta presente en la
tierra para abono. Esta especie es la principal causa de legionelosis en Australia y Nueva Zelanda
asociada a jardineros y a personas expuestas a tierra para abono que, a diferencia de los
compuestos europeos, contienen corteza de pino y serrin(37,38). L. longbeache parece
adaptarse mejor al suelo y al material vegetal compostado que otras especies de Legionella(39)
L. pneumophila se multiplica a temperaturas entre 25 y 42°C, y tiene una temperatura 6ptima de
crecimiento de 35°C(40). La mayoria de los casos de legionelosis estan asociados a medios
acuaticos fabricados por el hombre donde la temperatura del agua es superior a la del medio
ambiente. En estos medios el balance entre protozoos y bacterias se ve alterado, produciéndose
una rapida multiplicacion de Legionella spp., que puede transformarse en enfermedad humana.
La legionelosis es una enfermedad emergente en la segunda mitad del siglo XX debido a la
alteracion del medio ambiente por el ser humano. En su habitat natural, seria muy infrecuente la

infeccién humana por Legionella spp.(4).

Aunque, hay un caso publicado de probable transmision de Legionella spp. de persona a
persona (41), la gran mayoria de la evidencia sugiere una enfermedad no transmisible. La
exposicion humana ocurre predominantemente a través de la inhalacion de aerosoles de agua

contaminada(42), lo que puede conducir a una enfermedad respiratoria neumodnica(43).

La fuente de infeccidén es desconocida en la mitad de los casos, en los brotes en que se recoge
la posible causa del brote (confirma o sospecha), en el 50,83% se implico el sistema de agua
sanitaria, en 36,8% una torre de refrigeracion u otros dispositivos similares como condensadores
evaporativos, en 4,0% bafios con movimiento y en 8,4% distintos mecanismos como
humidificadores, una arqueta, una cisterna abierta, una instalacion de agua de un barco,

nebulizadores, etc.)(44).
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En los ultimos afios ha aumentado el niumero de brotes asociados a ambitos cerrados como:
residencias de ancianos, distintas instituciones o colectivos, prisiones, balnearios, tanto los
naturales como los urbanos, con instalaciones que utilizan agua en forma de chorros o piscinas

con movimiento (spas).

La transmisién de la infeccion es aérea y la via de entrada al aparato respiratorio. Se necesitan
factores asociados para que se produzca la enfermedad: presencia de cepas virulentas en el
ambiente, forma eficaz de diseminacion de la bacteria (aerosolizacion), condiciones ambientales

adecuadas que permitan la supervivencia e inhalacién de una dosis infectante.

Actualmente se considera que otras especies de Legionella spp., como L. anisa, pueden estar
implicados en brotes de legionelosis, y por lo tanto interesa la basqueda activa en los sistemas
de agua principalmente en agua sanitaria. La produccion de biopeliculas también se observa en
las cepas de L. pneumophila serogrupos 2-14, que son particularmente resistentes a los
procesos de desinfeccion del agua, lo que significa que son dificiles de erradicar del medio

ambiente y del suministro de agua de los hospitales (45).

Legionella spp. presente en biopeliculas y sedimentos y puede ser movilizada por el lavado de
calderas, la demanda de agua, asi como por la temperatura y el flujo, considerados factores de
crecimiento de Legionella spp. (46). El estudio de la influencia de la ocupacién de los edificios o
de la frecuencia de descarga de las tuberias en la cantidad de Legionella spp. presente en los
sistemas de agua potable, ha mostrado que la reduccién de la demanda de agua asociada con
la baja ocupacién del edificio no siempre causa el crecimiento de Legionella spp.,
documentandose cambios variables en la concentracion de Legionella spp., desde no detectarse
cambios, hasta aumentos de > 4 log o disminuciones de >1,5 log de L. pneumophila en periodos
de baja demanda. Estos resultados demuestran que el impacto de la baja demanda de agua
(coloquialmente llamado estancamiento) no es tan sencillo como generalmente se supone, y que
algunas practicas de descarga tienen posibles consecuencias no deseadas. En particular, el
estancamiento debe considerarse en contexto con otros factores de crecimiento de Legionella
spp., como la temperatura y los perfiles de flujo. Las practicas de lavado de calderas que
aumentan drasticamente el caudal y reducen rapidamente la temperatura de la caldera pueden

movilizar la bacteria presente en biopeliculas y sedimentos (47).

Otro factor que influye en el aumento de Legionella spp. es el tiempo de retencion hidraulica
(edad del agua) en los sistemas de agua de los edificios. Este aumento se ha asociado a la
presencia de Legionella spp. en el 100% de las muestras analizadas de los sistemas de aguas
subterraneas, asi como en grifos y torres de refrigeracion. Las cinco especies mas frecuentes en
sistemas de agua son L. pneumophila seguida de L. bozemanii, L. longbeachae, L. micdadeiy L.
anisa (48,49).
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L. pneumophila es un patégeno medioambiental, y la comprensién de su ecologia nos ayudara
a desarrollar métodos para prevenir su diseminacion en el medio ambiente y la transmision de la

legionelosis.

3.1 ASOCIACION CON AMEBAS

La presencia de la bacteria en el ambiente acuatico y el aumento de la temperatura del agua son
dos factores que pueden aumentar el riesgo de enfermedad del Legionario. El tercer factor es la
presencia de factores nutricionales que permiten el crecimiento de la bacteria. Sin embargo, los
niveles nutricionales requeridos por Legionella spp. no suelen encontrase en aguas superficiales,

y si lo estan suelen favorecer el crecimiento de otras bacterias que competirian con ella(50).

En el medio ambiente, las bacterias son objetivos de depredacion por protozoos (51,52). Muchas
bacterias han desarrollado estrategias para evitar la depredacién o sobrevivir y, en algunos
casos, replicarse dentro de los protozoos. Como las bacterias estan destinadas a encontrar una
gran cantidad de especies de protozoos en la naturaleza, su aptitud estara determinada por la
amplitud y diversidad de protozoos dentro de los cuales pueden crecer. Aunque muchos tipos de
bacterias pueden replicarse dentro de los protozoos (53), este comportamiento se caracteriza

mejor en el patégeno bacteriano Legionella spp., en particular Legionella pneumophila (43).

Los huéspedes protozoarios de Legionella spp. se definen por dos técnicas principales: cocultivo
y coaislamiento. Las técnicas de cocultivo dan informacién del comportamiento de la bacteria in
vitro, mientras que en el coaislamiento intentan abordar este problema examinando la
coexistencia de protozoos y Legionella spp. en muestras ambientales. Aunque la mayoria de los
estudios de coaislamiento no proporcionan evidencia directa del crecimiento de Legionella spp.
dentro de los protozoos identificados, pueden usarse para predecir interacciones
ambientalmente relevantes, para corroborar hallazgos experimentales de técnicas de cocultivo y
es probable que impliquen nuevas especies de protozoos como potenciales anfitriones

de Legionella spp.(43).

Legionella spp. sobrevive en medios acudticos y terrestres como parasito intracelular de
protozoos de vida libre(42,54). Aunque sus interacciones con otras bacterias promueven
la supervivencia de L. pneumophila en entornos oligotréficos, el crecimiento intracelular dentro
de los protozoos es probablemente el mecanismo predominante de proliferacion de L.
pneumophila en su habitat natural(54). Se ha demostrado su crecimiento en al menos 14
especies de amebas, 2 especies de protozoos ciliados, y en hongos mucilaginosos, mientras que
el crecimiento de Legionella spp. en ausencia de protozoos solo se ha documentado en el
laboratorio(4,42,55).
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Los protozoos naturalmente presentes en los medios relacionados como fuentes de Legionella
spp. pueden favorecer su crecimiento in vitro (55). Mientras que los protozoos son el hospedador
natural de Legionella spp., la infeccién de las células fagocitarias humanas es oportunista(56).
La comprension de la patogénesis de Legionella spp. ha venido de la mano del andlisis de los

procesos infecciosos en protozoos y macrofagos humanos(4).

Los protozoos en ambientes naturales y artificiales pueden alterar la composicion de las
comunidades microbianas al eliminar las bacterias a través de la depredaciéon o aumentar las

poblaciones de bacterias que son capaces de replicarse dentro de estos organismos(43).

Tanto los analisis basados en cocultivo y en coaislamiento, pueden no estar teniendo en cuenta
la totalidad de protozoos y bacterias involucrados en los ecosistemas estudiados, es por esto por
lo que la metagendmica podria eludir las limitaciones inherentes a los enfoques basados en el

cultivo y proporcionar un perfil mas completo e imparcial de estas comunidades(43,57,58).

Si bien L. pneumophila tiene un amplio rango de huéspedes, el destino de la bacteria una vez
que ingresa a la célula huésped puede variar mucho, desde promover su degradacion a través
de lisosomas, vesiculas, expresion de determinantes patogénicos o ser digerido por el
hospedador hasta resistir en el interior del huésped sin replicarse o favorecer la formacién de
quistes (59-64). Ya sea porque L. pneumophila resiste la depredacion o bien es expulsado en
granulos, se considera que el huésped es solo parcialmente restrictivo en cuanto a la
supervivencia de L. pneumophila y su potencial para la transicién a otras células huésped. De
hecho, se podria especular que tales interacciones intermedias huésped-bacteria (resistencia a
la depredacion de protozoos en ausencia de replicaciéon) podrian parecerse al primer paso

evolutivo para convertirse en un patdgeno intracelular(43).

Esta ampliamente aceptado que la capacidad de L. pneumophila para prosperar dentro de la
biopelicula de los sistemas de plomeria domésticos se basa en la utilizacién de protozoos
huéspedes para protegerse de los factores estresantes ambientales y aumentar su tasa de
crecimiento y la infectividad de la bacteria en las células huésped humanas (65-74). Los genes
que regulan la secrecién de proteinas y, en ultima instancia, las caracteristicas filogénicas de
replicacion efectiva dentro y fuera de las células huésped se utilizan para modelar el ciclo de vida
de las bacterias. Como las bacterias tienen una infectividad limitada para los macréfagos
humanos sin replicarse dentro de una célula protozoaria huésped, la replicacion dentro y la salida
de una célula huésped protozoaria es una parte integral del ciclo de vida de la bacteria. Hay una
gran cantidad de redundancias en las funciones genéticas de L. pneumophila, 1o que hace que
la bacteria sea mas resistente a los factores estresantes ambientales y adaptable a sus
condiciones ambientales. Sin embargo, esta claro que delecciones genéticas especificas, como
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las descritas en la revision de Mraz et al., reducen la virulencia de las bacterias en la biopelicula

y los sistemas de plomeria de las instalaciones (75).

A pesar de la posible gravedad de los casos individuales de enfermedad, y aunque, hay un caso
reportado de probable transmisién de Legionella spp. de persona a persona (41), la gran mayoria
de la evidencia sugiere una enfermedad no transmisible. Legionella spp. no se transmite de
persona a persona. Por lo tanto, desde la perspectiva del patégeno, las interacciones con las
células humanas son accidentes de tiempo y espacio: callejones sin salida evolutivos sin impacto
en lasupervivencia a largo plazo o la trayectoria patogénica de Legionella
spp. Entender Legionella spp. como patégeno es comprender su interaccién con sus huéspedes
naturales: los protozoos, un grupo de eucariotas unicelulares con una asombrosa cantidad de

diversidad evolutiva(43).

Recientemente se ha descrito la coexistencia de L. pneumophila con nematodos en comunidades
de biopeliculas presentes en torres de enfriamiento. La investigacion de las interacciones entre
Legionella spp., nematodos y amebas subrayé la importancia de las amebas como reservorios y
vehiculos de transmision del patdégeno para los depredadores de nematodos. Hemmerling et al.
subrayan la necesidad de estudios futuros para obtener una imagen mas realista de la relacion

depredador-presa entre nematodos y L. pneumophila (76).

3.2 ASOCIACION CON BIOFILMS

Legionella spp. sobrevive dentro de biofilms en los sistemas de agua de los edificios. La
colonizacion y actividad microbiana asociada a las superficies, o a la formacién de biofilms,
aparece ampliamente descrita en los ambientes acuaticos naturales y artificiales, y en un amplio
rango de tipos de superficies. En el biofilm, los microorganismos estan embebidos en una matriz
extracelular que proporciona estructura, estabilidad, nutrientes y proteccion de los posibles
efectos toxicos en el sustrato sobre los que el biofilm crece (70,77—79) . El biofilm es un
mecanismo de resistencia de los microorganismos que lo forman en condiciones adversas tales
como la limitacién de nutrientes y las condiciones extremas. Los gradientes de nutrientes, pH y
oxigeno en la matriz suplen las distintas necesidades de los diferentes microorganismos de la
poblacion heterogénea que forma el biofilm(80,81). Legionella spp. es capaz de alimentarse de

otras bacterias y amebas presentes en la comunidad y regula la formacion del biofilm (82).

La bacteria se detecta mas facilmente a partir de muestras recogidas con escobillén o0 muestras
de biofilm que de agua corriente, lo que sugiere que la mayoria se encuentra asociada al biofilm
(83). Los biofilms, que pueden incluir Legionella spp. y protozoos, se pueden formar en la

superficie de los circuitos de agua de edificios o torres de refrigeracion poco controlados. Los
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biofilms se desarrollan tanto en las interfases solido-agua (biofilms asociados a sustratos) como
en las interfases aire-agua (biofilms flotantes)(84). La presion del movimiento del agua en los
circuitos de agua puede provocar el desprendimiento de algunas partes del biofilm, permitiendo
la colonizacién de otras partes del sistema si las condiciones son adecuadas(85). Esto explicaria
por qué después de tratamientos de choque o en épocas de aumento de flujo de los dispositivos

se observan aumentos de los inéculos de Legionella spp.

Las ultimas publicaciones sugieren que el crecimiento de Legionella spp. en biofilms puede
favorecer su virulencia. Los aislados de L. pneumophila serogupos 1, 10 y 12 que fueron aislados
de biofilms se mostraron mas citotdxicos hacia las amebas que las cepas de referencia de los
brotes y epidemias mundiales(86). Ademas, los datos iniciales indican que la Legionella spp. que

proviene del biofilm puede evadir la respuesta inmune de los macréfagos(87).

Al papel de los protozoos como medio de replicacién hay que afiadir que el medio intracelular
confiere proteccion a L. pneumophila frente a los factores adversos medioambientales(88,89),
incluidos los biocidas usados para desinfectar los sistemas de agua. Ademas, los biofilms en los
que estan presentes amebas termotolerantes les proporcionan proteccion frente a tratamientos
con calor (90), lo cual demuestra que las amebas proporcionan un nicho de proteccién para L.

pneumophila(89).

Diversos estudios ponen de manifiesto el diferente papel que juegan ciertas especies bacterianas
en la colonizacién del biofilm por L. pneumophila. Algunas especies pueden promover su
crecimiento, mientras que otras lo inhiben. En las estaciones calurosas, que coinciden con los
brotes de legionelosis, se favorece la proliferaciéon de L. pneumophila frente a otras especies de
Legionella spp. en las torres refrigeradoras(91). Basado en este hecho, se piensa que L.
pneumophila podria inhibir el crecimiento de otras especies del mismo género. Se ha demostrado
que la presencia en solitario de Pseudomonas aeruginosa en el biofilm inhibe el crecimiento de
L. pneumophila. Mientras que en los biofilms donde se encuentra P. aeruginosa junto a otras

especies bacterianas o amebianas favorecen su crecimiento(77,92-95).

Son muchos los factores que pueden influir en la produccion de biofilms por L. pneumophila, y
muchos aun son desconocidos. La presencia de otras especies microbianas, parametros
fisicoquimicos, y la regulacion genética de L. pneumophila son factores que podrian utilizarse
para prevenir la colonizacion por L. pneumophila en sistemas antropogénicos de agua. Un area
de creciente interés es el rol de otras bacterias en la producciéon del biofilm junto con L.
pneumophila, y el mecanismo por el que ciertas especies promueven su crecimiento mientras
que otras lo inhiben, asi como la regulacion mediante el quérum sensig y la expresion del gen
mip. L. pneumophila asociada a biofilms es resistente a los biocidas y los brotes de legionelosis
se han atribuido a los biofilms. Por lo tanto, prevenir la formacion de biopeliculas aparece como

una estrategia para reducir la contaminacion del sistema de agua (82,96,97).
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La mayoria de los sistemas acuaticos de ingenieria (especialmente hospitales y hoteles) tienen
areas con biofilms, incluso cuando el sistema tiene un buen funcionamiento. Cuando las medidas
de control se relajan, los microorganismos se multiplican rapidamente a niveles detectables y
capaces de infectar al hombre, por tanto, es necesario controlar el crecimiento de L.

pneumophila y sus huéspedes naturales para optimizar la erradicacion de la bacteria (98—101).

4. PATOGENESIS

4.1 CICLO CELULAR Y FACTORES DE VIRULENCIA

La ecologia y patogénesis de Legionella spp. estan muy relacionadas. La principal caracteristica
de la patogénesis de Legionella spp. es su capacidad de multiplicarse intracelularmente. El ciclo
celular de Legionella spp. se ha descrito en protozoos y en células de mamiferos. Varios
experimentos llevados a cabo por Howrwitz et al. en los anos 80 mostraron la multiplicacién
intracelular en macréfagos humanos evitando la fusion del fagosoma-lisosoma (102).
Rowbotham demostré que L. pneumophila podia infectar amebas, y describio el ciclo de vida
intracelular en ellas(85). La bacteria comenzaba a multiplicarse y adquiria movilidad dentro de la
célula hospedadora. Sus investigaciones mostraban que la bacteria podia abandonar la célula

hospedadora tras lisis celular o bien permanecer en la ameba enquistada (85).

Parece haber una notable similitud en el proceso por el cual Legionella spp. infecta protozoos y
células fagociticas de mamiferos. Diversos estudios han determinado que la entrada de la
bacteria en la célula hospedadora se produce por fagocitosis (103). Una vez la bacteria esta en
el interior celular, ocupa un unico fagosoma que no sigue la via endosomal. Unas 4-6 horas
después, el fagosoma de L. pneumophila se fusiona con el reticulo endoplasmico de la célula
hospedadora. El ultimo estadio del ciclo infectivo seria la muerte de la célula hospedadora y la
liberacion de la bacteria. L. pneumophila mata a su célula hospedadora bien por apoptosis, bien
por necrosis mediada por formacion de poros, o por las dos. Varios estudios sugieren que existen
diferencias en la mediaciéon de la muerte celular para la liberacion de la bacteria en células de

mamiferos o de protozoos (50).

La interaccién de legionellas virulentas con células fagociticas humanas puede dividirse en
diferentes etapas: a) adhesion del microorganismo a los receptores de la superficie de las
células, b) endocitosis, penetraciéon del microorganismo en los fagocitos, c¢) vacuolizacion,
escape del ataque bactericia, d) formacion de la vacuola replicativa, €) multiplicacion intracelular
y, f) muerte de la célula huésped y liberacion de las bacterias que pueden infectar otros
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macrofagos, de manera que se inicia de nuevo el ciclo celular con el consecuente aumento de la
concentracion de bacterias en el pulmén. En consecuencia, su multiplicacién intracelular se
considera un paso fundamental de su ciclo biolégico en general, y en su diferenciacion en
particular (104-108).

Los ultimos datos publicados sefialan la existencia de un mecanismo complicado que incluye
varias formas de desarrollo(109) (tabla 2). Teniendo en cuenta la complejidad de la ecologia de
L. pneumophila y la diversidad de formas de desarrollo implicadas, Gardufio et. al(104,106)
proponen la existencia de una red de desarrollo (dividida en cinco ciclos de desarrollo), y nos
invitan a dejar de lado la vision de la diferenciacion de L. pneumophila como un proceso bifasico
que alterna entre las formas de replicacion y las de transmision(110). Esta red de desarrollo
incluye el hospedador “accidental” que alberga las formas intracelulares de L. pneumophila en el

contexto de las investigaciones de laboratorio, o en el contexto de la enfermedad del Legionario.

Para poder establecer un ciclo de desarrollo es imprescindible demostrar que varias formas
pueden diferenciarse en otras, cerrando un proceso circular. En un ciclo bifasico una forma
original se convierte en otra, que vuelve a convertirse en la primera. En el caso de un ciclo
multifasico, mas de dos formas pueden diferenciarse de forma secuencial en otra. Cuando las
diferentes conexiones no siguen una secuencia circular se establece una red de desarrollo (figura
1)(110).
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FIGURA 1 Ejemplos graficos de como el nimero de formas y sus diferentes conexiones
definen diferentes tipos de ciclos de desarrollo, o una red de desarrollo. (a) ciclo
bifasico en el cual dos formas sencillas alternan una con otra. (b) ciclo multifasico
mostrando cuatro formas que dan lugar unas a otras de forma secuencial. (c) red de
desarrollo con cinco formas cuyas relaciones no son lineales. La red de desarrollo de
L. pneumophila incluye 14 formas reconocidas hasta la fecha, relacionadas de un modo

no lineal, haciendo la red altamente compleja.
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Tabla 2. Formas de desarrollo de L. pneumophila identificadas y publicadas hasta la fecha.

Extraida de: L. pneumophila’s developmental network. Robertson et al., 2014.

2aVBNCC: Células viables no cultivables.

Nombre

(abreviatura en inglés)

Caracteristicas principales

Primeras

publicaciones

Forma de la fase

exponencial (EPF)

Se produce de forma extracelular, no infecta células del
hospedador, sensible al estrés, se replica activamente

Byrne y Swanson,
1998

Forma de la fase

estacionaria (SPF)

Se produce de forma extracelular, infecta células del

hospedador, resistente al estrés

Byrne y Swanson,
1998

Forma filamentosa (FF)

Se produce de forma extra e intracelular, infecta células

del hospedador, forma densos biofilms

Rodgers et al., 1978;
Piao et al., 2006

Formas infecciosas Se produce de forma intracelular, infecta células del

) Gardufio et al., 2002
maduras (MIF) hospedador, resistente al estrés
Formas intracelulares Se producen en cultivos de macrofagos,

inmaduras (lIF)

morfolégicamente indiferenciadas, menos infecciosas y

menos resisitentes al estrés que las MIFs, alargadas

Abdelhady y
Garduno, 2013

Formas de Ila fase

replicativa (RPF)

Se producen intracelularmente, se replican de forma

activa

Faulkner y Garduio,
2002

Formas intermedias MIF-
EPF.

Se producen extracelularmente tras la germinacion de
formas infecciosas maduras en BYE, parecen vesiculas

intraperiplasmaticas

Faulkner y Garduio,
2002

Formas intermedias MIF-
RFP

Se producen intracelularmente en respuesta a la
presencia de aminoacidos, precursor de la iniciacion de
la replicacién en las vacuolas que contienen Legionella
(LCV)

Sauer et al., 20052

Se producen intracelularmente en los ultimos estadios
del ciclo infeccioso, exhiben perfiles de envoltura

Unicos. Parecen similares a las IIFs

Faulkner y Garduio,
2002

Formas intermedias
RFP-MIF

VBNCC? derivadas de
SPF

Se producen extracelularmente en respuesta a factores

estresantes, resucitan en presencia de amebas

Steinert et al., 1997;
Al-Bana et al., 2014

VBNCC derivadas de
MIF

Se producen extracelularmente en respuesta al estrés,
muestras una ultraestructura intracelular intacta, no

resucitan en presencia de amebas

Al-Bana et al., 2014

VBNCC derivadas de
EPF

Aparentemente mas fragiles que las VBNCC

mencionadas anteriormente

Ohno et al., 2003

MIFs
(pelleted)

recicladas

Producidas por ciliados y amebas, muestran rasgos de

desarrollo Unicos

Berk et al.,
2008

1998,

VBNCCs recicladas

Producidas por ciliados, pueden mostrar rasgos de

desarrollo Unicos

Al-Bana et al., 2014
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La fase de desarrollo extracelular de L. pneumophila implica un ciclo bifasico que engloba formas
en fase exponencial replicativa (EPFs) y formas de la fase estacionaria (SPFs) con vinculos
diferenciados a células viables no cultivables (VBNCCs) y formas filamentosas (FFs) (Tabla
2)(110).

Los ciclos de desarrollo intracelulares de L. pneumophila son multifasicos. Se ha observado que
la progenie de L. pneumophila producida en Acantamoeba castellanii estd morfolégicamente
diferenciada e infecta las células en cultivo, mientras que la progenie derivada de macréfagos
humanos esta diferenciada solo parcialmente y muestra defectos en su capacidad infectiva (111).
Ademas, Berk et al. y Faulkner et al. comprobaron que cuando L. pneumophila interactia con
protozoos ciliados del género Tefrahymena a temperaturas de 30°C o menores, no se replica,
pero sigue diferenciandose intracelularmente, estableciendo un nuevo ciclo de desarrollo
(68,106,110).

En 2018 Oliva G. et al. publican una revision donde describen cédmo se regulan los diferentes
estados de desarrollo de esta bacteria, con un énfasis particular en la respuesta estricta activada
durante la transicion de la fase replicativa a la fase infecciosa y las caracteristicas metabdlicas
que van de la mano. Proponen que la diferenciacion celular de este patégeno intracelular esta
estrechamente asociada a cambios metabdlicos clave en la bacteria y la célula huésped, que en

conjunto tienen un papel crucial en la regulacién de la virulencia de L. pneumophila (112).

L. pneumophila alterna entre diferentes formas morfogenéticas, incluida una forma replicativa
(RF) y una forma transmisiva / virulenta que tiene muchas caracteristicas distintas (106,113—
115). El hambre y el estrés ambiental inducen la transicion de las bacterias metabdlicamente
replicantes a bacterias virulentas moviles resistentes al estrés(113). Ademas, se describidé una
forma intracelular madura (MIF), caracterizada por bacterias altamente infecciosas, moéviles y
similares a quistes (107,110) asi como formas viables pero no cultivables (VBNC) que se
desarrollan en respuesta a condiciones dispares(109,116). La capacidad de alternancia,
utilizando diferentes elementos reguladores, hace posible su supervivencia y el éxito de su ciclo
bioldgico (112).

La transicién entre la fase replicativa no virulenta y la fase no replicativa virulenta se rige por una
red reguladora compleja, en la cual los elementos reguladores transcripcionales y
postranscripcionales estan comprometidos para asegurar un ciclo de infeccion eficiente. Fields
et al. y Hilbi et al. sugirieron que la coevolucién de Legionella spp. dentro de los protozoos habia
proporcionado a la bacteria una estrategia efectiva para colonizar dos células huésped
evolutivamente diferentes (50,117). De hecho, esta coevolucion se refleja en su genoma, tal
como demostraron diferentes autores, que demostraron que L. pneumophia y L. longbeachae
han adquirido genes que codifican proteinas con propiedades similares a las eucariotas de sus

hospedadores protozooarios. Mostrando que la mimica molecular es una importante estrategia
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de virulencia, desarrollada por Legionella spp. debido a la presién selectiva del entorno
natural(114,118,119).

Dentro de la célula huésped, la capacidad de adaptacion depende del establecimiento de un ciclo
de infeccion exitoso, mediado por mas de 300 proteinas efectoras que se sabe que son
secretadas por el sistema Dot/lcm. Después de la absorcion de Legionella spp. por las células
fagociticas, la bacteria evita la degradacién mediada por lisosomas y forma un compartimento
permisivo de replicacién unico dentro de su célula huésped: una vacuola que contiene Legionella
(LCV). El desencadenante de esta respuesta al estrés morfoldgico esta mediado principalmente
por cambios metabdlicos y, por lo tanto, por la disponibilidad de nutrientes en los
alrededores. Por lo tanto, dentro del LCV, el uso de serina como fuente de carbono y energia
apoya la multiplicacion de las bacterias en las cuales las bacterias replicantes muestran una alta
actividad metabdlica. Tras el agotamiento de los aminoacidos, la respuesta estricta media la
expresion de los rasgos virulentos, pero en paralelo también permite que las bacterias sobrevivan
a largo plazo bajo condiciones de estrés y hambre. Esto se garantiza, entre otros, mediante la
expresion de genes relacionados con el estrés y la virulencia y un cambio metabdlico general
que conduce al uso de fuentes alternativas de carbono como glucosa y glicerolipidos y una mayor
produccion de la molécula de almacenamiento PHB (poli-3-hidroxibutirato). Bajo estas
condiciones, L. pneumophila esta optimamente equipado para escapar del huésped que ha
usado, y sobrevivir durante un periodo incierto en el entorno extracelular y eventualmente
comenzar un nuevo ciclo de infeccidon. En la figura 2 se muestra un resumen esquematico de
los estados morfolégicos de L. pneumophila durante su ciclo de crecimiento: 1) Absorcién de L.
pneumophila virulenta por la célula huésped como los protozoos o macréfagos a través de la
convencion o la fagocitosis en espiral. 2) Después de la internalizacion, las bacterias evaden la
fusion fagosoma-lisosoma y comienzan la multiplicacién intracelular dentro del LCV, que esta
rodeado de vesiculas (en amarillo) ricas en lipidos y proteinas. 3) La inanicion de nutrientes
induce la activacion de la respuesta estricta y los cambios morfolégicos. Las bacterias expresan
los rasgos transmisivos como la motilidad (flagelos) y se vuelven citotdxicas. 4) Estas bacterias
infecciosas pueden lisar la membrana vacuolar y se liberan en el entorno extracelular. 5) Las
bacterias transmisoras de vida libre pueden comenzar un nuevo ciclo o persistir en el ambiente
extracelular como forma plancténica. 6) Alternativamente, L. pneumophila puede estar asociado
a biofilms, ya sea en habitats naturales de agua dulce o artificiales. 7) En el caldo de cultivo, L.
pneumophila muestra también un ciclo de vida bifasico, que imita de cerca las formas

intracelulares replicativas y transmisivas (112).
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FIGURA 2. Resumen esquematico de los estados morfolégicos de L.
pneumophila durante su ciclo de crecimiento.

Tomado de Oliva G. et al.: “The life cycle of L. pneumophila: cellular differentiation is linked to virulence

and metabolism”(112).

En conjunto, el ciclo de vida bifasico de L. pneumophila produce cambios morfoldgicos distintos
y un metabolismo bipartito del carbono. Por lo tanto, durante el ciclo de vida bifasico, el
metabolismo influye en la transicién entre la fase replicativa y transmisiva, asi como en la
expresion reciproca de los factores de virulencia y sus reguladores. Todavia falta un analisis
exhaustivo de la adaptaciéon de L. pneumophila a las sefales metabdlicas durante la fase
transmisiva in vivo, ya sea en amebas o0 macréfagos. La revelacion continua de esta compleja
interaccion entre el metabolismo y la virulencia de L. pneumophila también puede ensefarnos

sobre la interaccion huésped-patégeno en general (112).

No se han identificado de forma clara los factores individuales biolégicos e inmunolégicos que
median la virulencia de Legionella spp. No obstante, el analisis del proceso de infeccion en
protozoos y células huésped humanas han ayudado a identificar algunos factores que pueden
afectar a la virulencia. Para mantener su estilo de vida intracelular, Legionella spp. extrae hierro
esencial de la célula, bloquea las respuestas inflamatorias y manipula el trafico para evitar la
fusion con el lisosoma. EI huésped mamifero tiene estrategias contrarias, que incluyen la
liberacion de citocinas proinflamatorias, la activacion de caspasas y la inmunidad mediada por
anticuerpos (120).

Las estructuras de superficie de membrana son importantes en la patogenia de Legionella spp.

(121). La adherencia seguida de la entrada de la bacteria en la célula huésped es un paso crucial
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en el ciclo de infeccion. Ciertas proteinas de superficie de membrana junto con el
lipopolisacarido, el flagelo y el pili tipo IV, estan involucradas en la adherencia y entrada de
Legionella spp. en macréfagos alveolares y protozoos. Estas proteinas incluyen, entre otras, a la
proteina principal de la membrana externa (“major outer membrabe protein”, MOMP), las
proteinas de choque térmico (“heat shock protein”, Hsp60), la proteina potenciadora de la
infectividad (“major infectivity potentiator”, Mip) y la toxina implicada en la formacién del poro
(“pore-formation protein”, RtxA). La MOMP es una porina que se une al componente C3 de
complemento, y media la entrada de L. pneumophila via receptores de macréfagos de
complemento CR1 y CR3(122). Sin embargo, la fagocitosis de L.penumophila también puede
producirse por un mecanismo independiente de complemento (123). La proteina Hsp60 aumenta
la invasion en células epiteliales (108). La proteina Mip, codificada por el gen mip es un producto
claramente relacionado con la virulencia de Legionella spp. (56). Esta proteina interviene en los
estadios de infeccion temprana y es necesaria para una infeccién eficiente tanto en las células
fagociticas humanas como en los protozoos (124). Se piensa que la proteina Mip esta
conservada en todo el género (125), e incluso se utiliza la secuencia del gen mip para identificar
especies de Legionella spp (126). La toxina RtxA, perteneciente a la familia Rtx (repeats-in-toxin)
y codificada por el gen rtxA, participa en la adherencia, entrada de Legionella spp. en la célula

huésped y formacion del poro, asi como en la supervivencia intracelular de la misma (127,128).

En respuesta a la bacteria, la célula huésped puede activar varias caspasas y enviar sefiales a
sus vecinos no infectados, lo que permite la elaboracién de citocinas inflamatorias. Las subclases

de anticuerpos proporcionan una proteccion robusta contra Legionella spp (120).

4.2 PRESENTACION CLINICA, DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO

El abanico de manifestaciones clinicas de la legionelosis abarca desde cuadros asintomaticos,
detectables Unicamente por estudios de seroprevalencia, a procesos pseudogripales como la
fiebre de Pontiac 0 neumonicos como la enfermedad del legionario descrita por primera vez en
Filadelfia. Se desconoce la causa de esta variabilidad clinica, aunque es probable que tenga
relacién con el tamafio del inéculo, la forma de transmisién y con algunos factores del huésped.
La seroprevalencia de anticuerpos frente a Legionella spp. en estudios poblacionales oscila entre
el 0.1 al 26%. Estos individuos no recogen antecedentes de enfermedad sintomatica por

Legionella spp. (129-131).

La Fiebre de Pontiac, es una enfermedad auto limitada que da lugar a un cuadro clinico similar
al de la gripe. El periodo de incubacién suele oscilar entre uno y tres dias. Los sintomas incluyen
fiebre, malestar, escalofrios y cefalea. La radiologia de térax es normal. La enfermedad es
benigna y no requiere tratamiento. Este sindrome se ha descrito en contados brotes epidémicos

y la patogenia es confusa. Las especies de Legionella spp. implicadas en la mayoria de los casos
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han sido L. pneumophila serogrupos 1, 4 y 6(132-136), L. feeley sg. 1(137), L. micdadei (138—
140)y L. anisa (141,142). La neumonia causada por Legionella spp. o enfermedad del legionario,
es clinicamente indistinguible de otras neumonias y se caracteriza por un periodo de incubacién
que oscila entre 2 y 10 dias, aunque este periodo podria ser algo mayor. Esta enfermedad se
incluye en el diagnéstico diferencial de la neumonia atipica, junto con las infecciones producidas
por Chlamydophila pneumoniae, Chlamidophyla psittaci, Mycoplasma pneumoniae, Coxiella
burnetii y algunos virus (143). Por tanto, el diagndstico de la enfermedad debe realizarse por
métodos microbioldgicos. Una informacion muy valiosa que se debe recabar durante la
anamnesis es la relacionada con algunos factores de riesgo predisponentes y antecedentes
epidemioldgicos, tales como viajes a paises con una incidencia elevada de legionelosis, estancia

en hospitales y exposicion a sistemas generadores de aerosoles (tabla 3).

TABLA 3. Factores de riesgo para la adquisicion de la infeccién por Legionella spp.

Factores de riesgo clinicos mayores

Trasplante

Dialisis

Inmunodepresién farmacoldgica

Glucocorticoides

Neoplasias

Tabaquismo

Factores de riesgo clinicos menores

EPOC!

Alcoholismo

Diabetes

Sexo masculino

Edad>50afos

Factores de riesgo ambientales

Exposicién a duchas y/o aerosoles generados por agua caliente sanitaria
Exposicién a aerosoles generados por las torres de refrigeraciéon
Exposicién a aerosoles generados por excavaciones

Estancia en hotel

Estancia en hospital

'EPOC, enfermedad pulmonar obstructiva crénica. Modificada de Pedro-Botet et al.
2008(143).

El comienzo de la enfermedad suele ser abrupto, con fiebre alta, malestar general, debilidad,
mialgias, dolor de cabeza y tos inicialmente no productiva, y frecuentemente requiere

hospitalizacion. Las manifestaciones extrapulmonares generalmente incluyen confusion, diarrea
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y dolor pleural, a veces los primeros sintomas son diarrea, dolor muscular y moderada cefalea.
La enfermedad puede llegar a cursar con confusion mental e insuficiencia respiratoria y renal.
Con el tratamiento adecuado al inicio de la infeccion se llega a la curacion total de esta. Sin
embargo, es posible que queden algunas secuelas como enfermedad restrictiva pulmonar,
debilidad, fallo en la memoria y fatiga, entre otros que, en ocasiones, permanecen durante varios
meses. La enfermedad de los legionarios puede ser mortal si no se trata correctamente durante

la primera semana.

El patrdn radiolégico también es similar al de otras neumonias, siendo comun el infiltrado alveolar
unilobular. Se han descrito bilateralizaciéon de los inflitrados en pacientes inmunodeprimidos en
relacién con la evolucién desfavorable de estos pacientes. Puede observarse derrame pleural de
escasa cuantia en un 20% de los casos. La cavitacion aparece hasta en un 4% de los pacientes

y suele incidir en pacientes inmunodeprimidos(144).

La mayoria de los casos de neumonia por Legionella spp. estan causados por L. penumophila.
Teniendo en cuenta que todas las especies de Legionella spp. pueden multiplicarse
intracelularmente, cabe sospechar que las infecciones causadas por las cepas menos comunes
no se encuentran habitualmente por su rareza y por la metodologia diagnéstica disponible

actualmente(4).

Existen datos de laboratorio sugestivos de la enfermedad del legionario como son el incremento
de las transaminasas, la hiponatremia, el incremento de la creatinquinasa(145). Se describen
casos de rabdomidlisis en formas graves de la infeccién en pacientes infectados por el VIH(144).
Se puede observar proteinuria y hematuria que denotan la existencia de afecciéon glomerular
secundaria. La afectacién extrapulmonar es rara, aunque se han descrito casos que incluyen
sinusitis, celulitis, pielonfritis, pancreatitis y endocarditis. En estos casos es probable que la via
de entrada siga siendo respiratoria, la via de diseminacién sea hematégena y que la expresividad
clinica pulmonar sea minima o inexistente. La precocidad en el diagnéstico y la eficacia del
tratamiento actual justifican esta menor incidencia con respecto a descripciones previas.
Contrastan estos casos con los de infeccion de herida quirdrgica por Legionella spp.,
relacionados con el uso de agua contaminada, en la ducha o lavado de la herida, en los que la

inoculacién de Legionella spp. es directa.

METODOS DE DETECCION EN MUESTRAS DE ORIGEN CLINICO

Desde un punto de vista clinico, es dificil distinguir la neumonia causada por Legionella spp. de
otras neumonias como las producidas por Mycoplasma spp. 0 SARS-CoV2, por lo que resulta
necesario recurrir a procedimientos microbiolégicos especificos. La sospecha diagnédstica se

basa, principalmente, en el contexto epidemioldgico y en algunos datos clinicos. El diagnéstico
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de neumonia por Legionella spp. incluye la integracion de caracteristicas epidemioldgicas,
manifestaciones clinicas, hallazgos radioldgicos y pruebas de laboratorio. La incidencia de
neumonia por Legionella spp. se correlaciona directamente con las precipitaciones y la
estacionalidad, siendo mas frecuente en verano y al inicio del otofio, lo que demuestra la afinidad
de Legionella spp. por los climas calidos y humedos(146). Debemos sospechar neumonia por
Legionella spp. cuando se cumplan los criterios epidemiolégicos y clinicos en pacientes
ancianos, inmunodeprimidos o pluripatolégicos. Disponemos de multiples pruebas de
diagnéstico microbiolégico para detectar Legionella spp. a partir de muestras respiratorias por
cultivo o PCR, deteccién de anticuerpos en suero y deteccion de antigeno urinario de L.
pneumophila sg 1 en orina.
DEFINICION DE CASO

Segun el protocolo recogido en la Red Nacional de Vigilancia Epidemiolégica, los casos de
legionelosis se clasifican en(147):

Definicion de caso

Criterio clinico:

-Legionelosis: enfermedad respiratoria aguda con signos focales e imagenes radiolégicas
compatibles con neumonia. Otros sintomas y signos son cefalea, mialgias, diarrea y vomitos, la
mitad de los pacientes pueden presentar confusion mental y delirio.

-Fiebre de Pontiac: sindrome febril agudo autolimitado sin neumonia

Criterio de laboratorio

Caso confirmado

— Aislamiento de cualquier especie o serogrupo (SG) de Legionella spp.a a partir de secreciones
respiratorias, tejido pulmonar o sangre.

— Deteccion de antigeno L. pneumophila en orina por inmunocromatografia o ELISA.

— Seroconversiéon (aumento del titulo de anticuerpos en cuatro veces o mas) con un segundo
titulo minimo de 128 frente a L. pneumophila SG1 por inmunofluorescencia indirecta, en sueros
tomados en la fase aguda y convaleciente de la enfermedad.

Caso probable

— Deteccién de antigeno especifico de L. pneumophila en secreciones respiratorias o tejido
pulmonar, por inmunofluorescencia directa usando reactivos monoclonales frente a cualquier
especie o serogrupo de Legionella spp., incluido el sg1.

— Deteccién de acido nucleico de Legionella spp en secreciones respiratorias, tejido pulmonar
u otras muestras normalmente estériles.

— Seroconversiéon (aumento del titulo de anticuerpos en cuatro veces o mas) con un segundo
titulo minimo de 128 frente a cualquier especie o serogrupo de Legionella spp. distinto de L.
pneumophila SG1, por inmunofluorescencia indirecta, en sueros tomados en la fase aguda y

convaleciente de la enfermedad.
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— Titulo Unico de anticuerpos elevado (= 256) frente a L. pneumophila sg 1.

Criterio epidemioldgico

Pacientes que presentan sintomatologia compatible con legionelosis, pero sin pruebas
diagnésticas de laboratorio y que estan relacionados con una fuente de infeccion que ha sido la
causa de casos confirmados. El criterio de relacion epidemiolégica se tendra en cuenta en el
estudio de brotes.

Clasificacion de los casos

Caso sospechoso: No procede.

Caso probable: Persona que cumple con los criterios clinicos junto con, al menos, un resultado
positivo en las pruebas de laboratorio que definen caso probable o si tienen una relacién
epidemioldgica, especialmente cuando el caso se estudie en el contexto de un brote.

Caso confirmado: Compatible con la definicion clinica de caso y con al menos un resultado
positivo en alguna de las pruebas de laboratorio consideradas de confirmacion.

CULTIVO E IDENTIFICACION DE LEGIONELLA SPP.

El aislamiento de la bacteria en cultivo es el método de referencia y proporciona un diagndstico
de confirmacion de la infeccion causada por Legionella spp. Es el unico método disponible que
permite detectar infecciones causadas por cualquiera de las especies y serogrupos de Legionella
spp. (aproximadamente 15-20 % de las infecciones se deben a especies o0 serogrupos diferentes
de L. pneumophila serogrupo 1)(148).

La sensibilidad esta cerca del 60% y la especificidad del 100% al comparar el cultivo en pacientes
con serologia positiva(149,150). Sin olvidar, que existen varios factores que limitan la sensibilidad
del cultivo, como la experiencia del laboratorio en el aislamiento de Legionella spp. Ademas, en
muchos laboratorios, para aumentar la especificidad en el aislamiento de bacterias piogénicas,
se rechazan muestras de esputos con muchas células escamosas o pocos leucocitos
polimorfonucleares. Sin embargo, los pacientes con enfermedad del legionario producen esputos
muy poco o nada purulentos, que serian descartados para su cultivo rutinario. La bacteria vive
poco tiempo en las secreciones respiratorias, por lo que su procesamiento debe ser rapido(4).

Aunque se puede considerar un método tedioso e incluso de dificil realizacion, es muy
recomendable su utilizacion de forma rutinaria, ya que permite realizar posteriores estudios que
ayudan a mejorar el conocimiento de la bacteria, como las investigaciones epidemiolédgicas para
detectar las posibles fuentes de infeccion, o la realizacion de estudios de sensibilidad frente a

antimicrobianos.

La muestra de eleccién para el cultivo de Legionella spp. son las secreciones respiratorias

(esputo, lavado broncoalveolar (BAL), broncoaspirados (BAS), liquido pleural, liquido
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cefalorraquideo; aunque se puede aislar a partir de sangre, tejido pulmonar, y heces. También
se ha aislado de médula 6sea, prétesis valvulares cardiacas y heridas esternales(149,151-153).
L. pneumophila se aisl6 inicialmete en agar Mueller-Hinton suplementado con hemoglobina e
IsoVitakex (MH-IH). Los componentes esenciales suministrados por estos suplementos son el
hierro y la L- cisteina. Este conocimiento ayudd al desarrollo del agar Feeley-Gorman, que
favorece el crecimiento del microorganismo a partir de tejidos(154). Actualmente, el medio que
se utiliza para el crecimiento de Legionella spp. es agar taponado con extracto de levadura de
carbon (Buffered Charcoal Yeast Extract, BCYE) enriquecido con a-cetoglutarato con o sin otros
agentes afiadidos(155—-157). Son necesarios de 3 a 10 dias para visualizar colonias. Aunque la
mayoria de cepas crecen en agar BCYE, algunas necesitan un suplemento de albimina de suero

bovino para favorecer el crecimiento(158).

Para el cultivo de Legionella spp. ademas del BCYE, se utiliza un medio selectivo suplementado
con antibiéticos, BMPA (BCYE suplementado con polimixina, cefamandol y anisomicina). Para
el primer aislamiento las placas deben incubarse a 35-37°C, en condiciones de aerobiosis y
humedad, y aunque el crecimiento de la bacteria generalmente empieza a ser visible a partir del
tercer dia de incubacion, los cultivos se deben mantener en estas condiciones 10-12 dias antes
de considerarlos negativos. Pequefias cantidades de CO:2 (2,5-5%) pueden favorecer el
crecimiento de algunas especies. Cuando se procesan muestras contaminadas (esputo) se
recomiendan tratamientos de descontaminacion, ya que ayudan a eliminar la microbiota
acompanante y favorecen el reconocimiento de las colonias de Legionella spp. Los tratamientos
utilizados son de 2 tipos, calor (50°C 30 min) y tratamiento acido (pH de 2,2 durante 5 min). Como
la mayoria de las cepas de Legionella spp. empleadas en el control de los medios de cultivo se
adaptan rapidamente a los medios tras sucesivos subcultivos, se recomienda la utilizacién de un
tejido infectado con la bacteria para comprobar el crecimiento. El uso de estos métodos hace
posible el aislamiento en cultivo de Legionella spp., pero sélo si la carga bacteriana es
relativamente suficiente y se encuentra en un estado cultivable. Sin embargo, Legionella spp.
podria entrar en un estado viable pero no cultivable (VBNC), reduciéndose la tasa de
aislamiento. En un estudio reciente, Mohammadi et al. desarrollaron un proceso de
descontaminacion selectiva utilizando agar glicina, vancomicina, polimixina y cicloheximida
(GVPC), con separacién inmunomagnética para el cultivo de Legionella longbeache,
disminuyendo asi el limite deteccion, paso fundamental en el diagndstico de neumonia leve por
Legionella spp. (159) Desafortunadamente, no existen métodos eficaces disponibles para romper

la limitacion del aislamiento en cultivo de VBNC o Legionella spp. muerta.

Aunque el género Legionella spp. comprende 58 especies y mas de 70 serogrupos, la mayoria
de los cultivos recuperados de muestras de pacientes pertenecen a la especie L. pneumophila,
siendo L. pneumophila serogrupo 1 el que se identifica con mayor frecuencia. Se debe tener en

cuenta que mientras L. pneumophila crece bien en los medios de cultivo utilizados, no ocurre lo
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mismo con otras especies, que crecen con mas dificultad, requieren mas tiempo y, en ocasiones

pueden llegar a perderse en subcultivos sucesivos.

Las especies de Legionella spp. pueden identificarse por varios métodos. Estos incluyen la
inmunofluorescencia (IF) con anticuerpos poli 0 monoclonales, aglutinacién en porta o con
particulas de latex, ensayos con anticuerpos género-especificos mediante dot-blot en colonias y
amplificacion especifica del ADN mediante técnicas de PCR. También se pueden utilizar algunas
pruebas bioquimicas, aunque no suelen ser muy utiles debido a que aportan resultados variables.
También se han desarrollado métodos de secuenciacién de fragmentos de genes, utilizando
como dianas el gen 16S ribosomal o el gen mip (macrophage infectivity potentiator). La
identificacion se realiza por comparacion de la secuencia obtenida con las secuencias conocidas
e incluidas en las bases de datos de secuencias existentes. En el caso del fragmento 16S
ribosomal se utiliza la base de datos “Gene Bank Database” (www.ncbi.nlm.nih.gov) y en el caso

del gen mip la base de datos del EWGLI (www.ewgli.org).

En los ultimos afios se han introducido los sistemas automaticos de espectrometria de masas
para la identificaciéon de especies bacterianas. Entre ellos, la espectrometria de masas de tiempo
de vuelo, ionizacion y desorcion laser asistida por matriz (MALDI-TOF-MS) es la mas comun. Tal
como publican multiples autores. el sistema de biotipado produce espectros de MALDI-TOF
constates y reproducibles para las cepas de Legionella spp. y se puede utilizar para una
identificacion rapida y fiable. También proponen la inclusién de mas especies de Legionella (no
pneumophila) en la base de datos del sistema para aumentar la precisién en la identificacion de
las cepas (160,161). Sus principales limitaciones son la necesidad de aislar la bacteria en cultivo
para realizar la identificacion, lo que retrasa el resultado con especial relevancia en pacientes
criticos (162) y la imposibilidad de puede discriminar especies de Legionella spp. en serogrupos
(163).

Sin embargo, recientemente Kyritsi et al. proponen un método mediante el cual MALDI-TOF MS
ofrece un buen rendimiento para la asignacion del serogrupo de Legionella pneumophila y la
deteccion de los genes de virulencia Ivh y rtxA. Estos hallazgos podrian contribuir a la
investigacion de casos y evaluacién de riesgos rapida, econémica y completa. Los autores
sostienen que se necesitan mas estudios para estandarizar y evaluar el método utilizando el
perfil directo de proteinas de la placa directa en lugar de la extraccién de proteinas para

simplificar el protocolo (164).

Diferentes estudios en los campos de la identificacién de bacterias sugieren que combinar el
analisis del sistema MALDI Biotyper con la FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy), que
se puede utilizar para analizar compuestos de carbohidratos y glicoproteinas, es capaz de
proporcionar un espectro de "huella digital" unico para cada especie de bacterias que exceden

el limite previamente descrito. La espectroscopia infrarroja aplicada a la microbiologia se basa
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en que las moléculas presentes en las células pueden ser excitadas mediante la absorcion de
radiacién infrarroja y emitir vibracion que sera registrada en el equipo. La selectividad de la
técnica de FTIR es tan alta que permite la diferenciacion de microorganismos altamente
relacionados entre si. Por ello, que es una técnica excelente para el tipado de microorganismos,
ya que pequefias variaciones dentro de la misma especie se pueden utilizar para clasificar los
aislados en distintos grupos (162,163,165).

INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA

La microscopia directa con anticuerpos fluorescentes es un método rapido y fue el primer método
diagnéstico usado para detectar Legionella spp. en tejido pulmonar y secreciones respiratorias.
La inmunofluorescencia directa es un procedimiento de tinciéon que permite detectar con rapidez
la presencia de cualquier serogrupo de L. pneumophila en muestras clinicas(166). Se realiza con
reactivos polivalentes, algunos de los cuales estan disponibles comercialmente. Estos reactivos
contienen un anticuerpo monoclonal capaz de reconocer todos los serogrupos de L.
pneumophila. Los anticuerpos, marcados con fluoresceina, se unen a los antigenos de la pared
de L. pneumophila, un posterior lavado elimina los anticuerpos no fijados y al examinar la
extension con un microscopio de fluorescencia se puede observar la fluorescencia en la pared
de estas bacterias.

Es un método que ha sido sustituido por otras pruebas como la deteccion de antigeno urinario

de Legionella pneumophila serogrupo 1 o la deteccion de acidos nucleicos.

SEROLOGIA

Se han desarrollado una variedad de pruebas para detectar anticuerpos especificos en muestras
de suero, incluyendo inmunofluorescencia indirecta (IFI), microaglutinacion y métodos de
enzimoinmunoensayo (ELISA), asi como ensayos de hemaglutinacion indirecta y
contrainmunoelectroforesis (148).

Se han descrito reacciones cruzadas de antigenos entre Legionella spp. y otros patdgenos, o
diferentes serogrupos y especies de Legionella spp., que pueden disminuir la especificidad de

los ensayos seroldgicos y dar lugar a falsos positivos (162,167,168)

La IFI ha sido el método diagnostico mas utilizado durante afios y por ello, el mas evaluado,
principalmente para L. pneumophila serogrupo 1. Las pruebas de microaglutinacién presentan la
ventaja de que por su facilidad de realizacion permiten ensayar un gran nimero de muestras a
la vez, presentando una sensibilidad del 80% y una especificidad que oscila entre el 97 y 99%.

También existen disponibles ensayos de ELISA para la deteccién de anticuerpos frente a
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Legionella spp., aunque éstos no han sido suficientemente evaluados. Se han desarrollado
ensayos frente a proteinas purificadas (FLA, MOMP, MIP, IP, and PILE) para mejorar la
especificidad de la técnica (162,169).

La IFI se realiza utilizando un sustrato antigénico de L. pneumophila serogrupo 1 inactivado con
calor, o un pool conteniendo antigenos de varios serogrupos. Estos antigenos estan
comercializados, estandarizados y prefijados en los portaobjetos sobre los que se anaden
diluciones seriadas del suero del paciente. La deteccion de anticuerpos en el suero del paciente
se realiza mediante una reaccion antigeno—anticuerpo que se revela con una antiglobulina
humana marcada con fluoresceina, que permite la visualizacién de los microorganismos con un
microscopio de fluorescencia. La sensibilidad de la IFl oscila entre 78-91%, siendo la
especificidad del 99%. Para la determinacion del titulo de anticuerpos en el suero de un paciente
es preferible realizar un ensayo de IFI en una pareja de sueros, tomados en la fase aguda y
convaleciente de la enfermedad, para demostrar una seroconversiéon (aumento del titulo al
menos al cuadruple). Se considera positiva una seroconversion en la q se objetiva un aumento
del titulo de anticuerpos en cuatro veces o mas, con un segundo titulo = 1/128 frente a L.
pneumophila SG1 por inmunofluorescencia indirecta, en sueros tomados en la fase aguda y
convaleciente de la enfermedad (147). La seroconversion se produce en alrededor del 70-80%
de los casos confirmados con cultivo, se puede producir en la primera semana tras el inicio de
los sintomas, aunque también puede requerir de 6 semanas a 2 meses en aparecer, € incluso

no producirse.

Cuando se cuenta con un suero Unico la interpretacion de los resultados en mas compleja, ya
que el nivel de anticuerpos de la poblacion general puede variar de unos lugares a otros, y en
general este nivel no se conoce. Por ello, titulos superiores a 1/256 son sugerentes de
enfermedad reciente o pasada, pero titulos inferiores a este valor deben considerarse negativos.
Por otro lado, un resultado negativo no descarta la enfermedad, ya que en ocasiones se han

detectado fallos en la produccion de anticuerpos.

Para aumentar la sensibilidad es importante utilizar reactivos que detecten inmunoglobulinas
totales (IgG, IgM e IgA). Aunque la IFI ha sido una herramienta diagnéstica de gran utilidad, las
limitaciones que presenta y el tiempo requerido en tener un resultado hacen que en los ultimos
afos haya disminuido su uso, sin embargo, es de gran utilidad para realizar diagnésticos

retrospectivos y en investigaciones epidemioldgicas (148).

DETECCION DE ANTIGENO DE L. PNEUMOPHILA EN MUESTRAS DE ORINA

En el transcurso de un episodio neumaonico por L. pneumophila se libera antigeno especifico que

puede detectarse en la orina. La deteccion de este antigeno ofrece un diagnéstico rapido de
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confirmacion de neumonia por L. pneumophila reciente o pasada, por lo que estos ensayos se
deberan realizar Unicamente en presencia de un cuadro clinico compatible, o con menor
sospecha clinica en el caso de brotes hospitalarios(170). Estas técnicas han revolucionado el
diagnéstico de esta enfermedad y han mostrado ser extraordinariamente utiles, ya que permiten
la deteccién de un mayor nimero de casos y la aplicacion de un tratamiento antibiético especifico
en las fases iniciales de la enfermedad. También permiten el reconocimiento temprano de brotes
epidémicos, favoreciendo una rapida respuesta en la aplicacion de medidas preventivas
(171,172).

El antigeno detectado es un componente soluble del lipopolisacarido (LPS) de la pared celular
de Legionella spp., es termoestable, y es detectable desde el inicio de la sintomatologia, y en
algunos casos hasta muchos meses después (en algun caso hasta mas de 1 afo), no viéndose

los resultados claramente influenciados por la administracion previa de antibioticos.

Estos antigenos se han detectado por varias técnicas, como aglutinaciéon con particulas de latex,
hemaglutinacion pasiva, radioinmunoensayo (RIA) y técnicas de enzimoinmunoensayo
(EIA)(171)(173,174). Todas las técnicas detectan con una gran sensibilidad el antigeno de L.
pneumophila serogrupo 1, siendo ademas capaces de detectar “in vitro” antigeno soluble de
todos los serogrupos de L. pneumophila. La capacidad de detectar antigeno de otros serogrupos
esta en funcién de las caracteristicas propias de cada antigeno, como la capacidad de pasar a
la orina, la cantidad excretada y su inmunogenicidad. Los antigenos de otros serogrupos de L.
pneumophila podrian no excretarse por la orina, ya que pueden pasar a través de las paredes

de los capilares glomerulares o no hacerlo, en funcidon de su tamafio y de su carga(148).

Hoy dia, la técnica mas utilizada es la inmunocromatografia (ICT). Es mas rapida, ya que ofrece
resultados en 15 minutos o menos dependiendo de la concentracion de antigeno en la orina. Es
técnicamente menos compleja que las técnicas de EIA, no requiere equipamiento especifico y
se realiza de forma individualizada. Los resultados obtenidos son absolutamente equiparables
con los de las técnicas de EIA en sensibilidad y especificidad, exhibiendo especificamente una
concordancia global con el EIA de Binax del 98% (171,172). El uso de IC para diagndstico de
legionelosis esta ampliamente extendido y su limitacion mas importante es que solo detecta L.
pneumophila sg 1, hecho que pudiera estar infradiagnosticado los casos de neumonia por otros
serogrupos de L. pneumophila e incluso por otras especies que son mayoritarias en los sistemas

de abastecimiento de agua (38).

Es interesante destacar que el tratamiento térmico de la orina no supone la desaparicion de la
positividad y si la eliminacién de falsos positivos en muestras negativas. También es importante
conocer que la concentracion del antigeno presente en la orina por ultrafiltracion selectiva

incrementa significativamente la sensibilidad sin que se vea afectada la especificidad(148).
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DETECCION DE LEGIONELLA SPP. EN MUESTRAS CLINICAS POR PCR

Las técnicas de amplificacion de acidos nucleicos son herramientas atractivas para la deteccion
de la bacteria en muestras clinicas, ya que son capaces de detectar todas las especies y

serogrupos y proporcionar resultados rapidos(175-177).

Se han desarrollado métodos diagndsticos basados en la deteccion de ADN de Legionella spp.
en muestras humanas, utilizando métodos de hibridacion con sondas génicas especificas o

basados en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)(178,179).

Se han estudiado métodos dirigidos principalmente a tres dianas del cromosoma bacteriano: el
gen mip (macrophage infectivity potentiator) y los genes 5S rRNA y 16S rRNA del ribosoma. Los
resultados mostraron una alta prevalencia de tres genes: mip, dotH'y gspD, por lo que el uso de
estos genes es util como método de deteccidn rapida para el diagnéstico de Legionella spp.(180).
Sin embargo, uno de los principales inconvenientes de la PCR convencional es que se trata de
un método cualitativo, por lo que el empleo de diferentes sondas marcadas fluorogénicamente
en un sistema de PCR a “tiempo real” ha desplazado el uso de la PCR convencional (181). Si a
esto se afade la posible utilizacion de una PCR multiple que ademas de detectar L. pneumophila
permita la deteccion simultdnea de otros microorganismos causantes de neumonia, como
Chlamydophila pneumoniae y Mycoplasma pneumoniae, el valor de esta metodologia se podria
ver muy incrementado en el diagndstico etiolégico de las neumonias atipicas adquiridas en la
comunidad. En 2011, Thurman et al. encontraron una alta sensibilidad y especificidad tras

ensayar una PCR a tiempo real multiplex para neumonias atipicas(182).

El diagnéstico molecular supera a la deteccién del UA tanto en muestras respiratorias como en
hisopos, aunque las muestras respiratorias inferiores son mejores, mostrando un aumento del
rendimiento diagndstico de entre el 18-44% tal como muestran diferentes publicaciones (183).
Aunque estos ensayos moleculares no son tan rapidos como la prueba del antigeno de orina y
son mas caros, son altamente sensibles, se pueden realizar mas rapido que el cultivo y tienen la
clara ventaja de detectar cepas distintas del serogrupo 1 de L. pneumophila (184).

Las principales limitaciones de esta técnica son la presencia de inhibidores en las muestras
clinicas, como hemoglobina, urea o heparina, pueden dar lugar a la aparicion de falsos negativos
debidos a inhibicion de la amplificacion, por lo que es fundamental la preparacion de la muestra
de modo que se eliminen eficazmente estos inhibidores. Se ha documentado la posibilidad de

falsos positivos debido a la contaminacién del agua con Legionella spp.(185).
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TRATAMIENTO

Legionella spp. es resistente intrinsecamente a los Beta-lactamicos. El tratamiento efectivo esta
condicionado por la naturaleza intracelular de este patégeno. Los Unicos agentes antibiéticos
que son clinicamente aceptables son aquellos que alcanzan altas concentraciones intracelulares
como macrdlidos, quinolonas, rifampicina, cotrimoxazol y tetraciclinas. No se dispone de estudios
clinicos randomizados sobre el tratamiento de la neumonia por Legionella spp., por lo que el
conocimiento de la eficacia de los diferentes antibiéticos disponibles se basa en modelos

experimentales y en estudios clinicos retrospectivos observacionales.

Los estudios clinicos observacionales sugieren que la monoterapia con levofloxacino es mas
segura y eficaz que el tratamiento con claritromicina, incluso en pacientes con neumonia
grave(186,187). En algunos casos graves se han empleado asociaciones de levofloxacino con
azitromicina, o de azitromicina o levofloxacino con rifampicina durante los primeros 3-5 dias.
Aunque el tratamiento conjunto con rifampicina no aporta beneficio adicional(186) y la rifampicina
puede disminuir la concentracion sérica de moxifloxacino, claritromicina y doxicilina. En estudios
retrospectivos publicados por Nagel et al. en 2014 y Gershengorn et al. en 2015, la azitromicina
mostré una eficacia clinica similar a fluorquinolonas en el tratamiento de la neumonia por L.
pneumoniae(188,189). Jasper et al. no encontraron diferencias en la efectividad de las
fluoroquinolonas versus los macrolidos para reducir la mortalidad entre los pacientes con
neumonia por Legionella spp. en una revisién y metaanalisis publicado en 2021(190). La mayoria
de los estudios publicados son observacionales por lo que Viasus et al. consideran necesarios
mas ensayos aleatorizados ya que hay poca informacion disponible sobre eventos adversos o
complicaciones, o sobre la duracion de la terapia con antibiéticos y su asociaciéon con los

resultados clinicos(191).

El tratamiento empirico para los pacientes hospitalizados con neumonia atipica deberia incluir
cobertura para la enfermedad del legionario(192). Un retraso en la administracion del tratamiento
apropiado esta asociado a un aumento de la mortalidad(193). Martinez et al. en 2009 publicaron
que el 75% de las neumonias atipicas adquiridas en la comunidad (NAC) diagnosticadas en los
servicios de Urgencias de los hospitales espafoles se tratan empiricamente con antibiéticos
activos frente a Legionella spp .(194). El tratamiento por via oral puede ser eficaz en los casos
leves, pero es recomendable la via parenteral hasta obtener respuesta clinica, que habitualmente
se produce entre el tercer y el quinto dia post-tratamiento. La duracion de tratamiento depende
del antibiético, el grado de inmunosupresion, la presencia continua de infeccion y el curso clinico
del paciente, aunque normalmente dura de 10-15 dias. Otras pautas potencialmente activas

incluyen doxiciclina y cotrimoxazol durante 14 dias, ambos de segunda eleccién(195).

Tesis Doctoral Universitat de Valéncia 2024 57



Control de Legionella en instalaciones de red de agua hospitalaria

La lefamulina es un nuevo antibiético de pleuromutilina. Exhibe un mecanismo de accion unico
mediante la inhibicion de la sintesis de proteinas. Muestra actividad contra organismos
grampositivos y atipicos asociados con NAC (es decir, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae, Mycoplasma pneumoniae, Legionella pneumophila y Chlamydophila pneumoniae),
con un espectro expandido grampositivo incluyendo Staphylococcus aureus (es decir, meticilina
resistente cepas intermedias de vancomicina y heterogéneas) y Enterococcus faecium resistente
a vancomicina entre otros(196). La lefamulina fue aprobada por la Administracion de Drogas y
Alimentos de los Estados Unidos (FDA) el 19 de agosto de 2019 para el tratamiento de la
NAC. Cumple con los criterios de no inferioridad para NAC con un perfil minimo de efectos
secundarios(197). Multiples estudios han probado su eficacia frente a tratamientos
convencionales de pacientes con neumonia adquirida en la comunidad, generalmente orientados

hacia patégenos como S. pneumoniae, H. influenzae o S. aureus multirresistentes(198-200).

5. EPIDEMIOLOGIA, PREVENCION Y CONTROL DE LA
LEGIONELOSIS

5.1 INCIDENCIA

En la Unién Europea, en 2011 se notificaron 40 brotes, 17 menos que en 2010. El descenso
afecté a todos los ambitos excepto a los nosocomiales. Los brotes mas frecuentes fueron los que
se produjeron en el ambito comunitario (408 brotes), 36 fueron nosocomiales y 153 se asociaron
aviajes, 62 de éstos fueron declarados por la red europea de vigilancia de legionelosis asociadas

a viajar (hubo, al menos, un turista extranjero entre los afectados).

Segun datos del Centro Europeo para el Control y Prevencion de Enfermedades (ECDC), en
2012, se comunicaron un total de 5.856 casos por 30 paises(12). Seis paises (ltalia, Francia,
Espana, Alemania, Reino Unido y Paises Bajos) acumulan el 84% de todos los casos notificados.
La tasa global de notificacion fue de 1.1 por 100.000 habitantes, manteniéndose en niveles de
afnos anteriores (2008-2011). Los paises del este de Europa como Bulgaria, Polonia 0 Rumania
han comunicado muy pocos casos. Con la notable excepcion del pico de agosto de 2010, la
media mensual del nimero de casos informados se ha mantenido estable durante los cinco afos
estudiados. Como en afos anteriores, la mayoria de los casos son adquiridos en la comunidad
(69%), mientras que el 20% estan asociados a viajes, el 85% asociados a cuidados
sociosanitarios y el 3% con otros origenes. La distribucién mensual de los casos mostré un pico

en verano, en el cual el 57% de los casos se concentraban entre junio y octubre.
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En la Unidn europea en 2017 se comunicaron 9238 casos, mientras que en el afio 2018 el
numero de casos ascendidé a 11343. En 2017, el numero de notificaciones por cada 100 000
habitantes aumenté a 1.8, la cifra mas alta jamas observada para la UE / EEE, siendo de 1.4 por
cada 100 000 habitantes en 2017 1.2 por cada 100 000 habitantes en 2013. Un aumento del 30%
en el numero de casos reportados en la UE / EEE se observé en 2017 en comparacién con 2016,
con un aumento en la tasa general de notificaciones de la UE / EEE desde1.4 a 1.8 por 100.000
habitantes. En 2017 de 6976 casos con resultado conocido, se informé que 574 (8%) tuvieron un
desenlace fatal. Cuatro paises, Francia, Alemania, Italia y Espana representaron el 68% de todos
los casos notificados, aunque solo sus poblaciones combinadas representaban
aproximadamente el 50% de la poblacion de la UE / EEE(201).

La distribucién de casos por mes informado muestra que la mayoria de los casos (58%) tuvieron
lugar entre junio y octubre, como es habitual. Se observa un aumento de los casos comparados
con la temporada 2013-2016 excepto en el mes de noviembre, debido a un brote en Portugal en
2014. El pico de septiembre de 2017 con 1301 casos fue el dato mas alto del informe
epidemioldgico anual de 2017. No se informé de ningun brote en ningun pais de la UE/EEE que
pueda explicar este particular incremento estacional(201). En la figura 3 se muestra la
distribucién de casos por mes de enfermedad del legionario en paises de la UE/EEA durante
2017 y el periodo 2013-2016.
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FIGURA 3. Distribuciéon de casos por mes de enfermedad del legionario en paises de
la UE/EEA durante 2017 y el periodo 2013-2016.

Tomado de: European Centre for Disease Prevention and Control. Legionnaires’ disease. In: ECDC.
Annual epidemiological report for 2017. Stockholm: ECDC; 2019(201).

Como en afos anteriores, la mayoria fueron casos adquiridos en la comunidad (69%), mientras
que el 21% estaban asociados a viajes, el 8% asociados a cuidados sanitarios y el 2% a otras
causas. De los datos actuales se desprende que la mayor parte de los brotes se dan en el ambito

comunitario, seguidos por los asociados a viajar. Los brotes nosocomiales declarados son muy
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pocos. En 2017 el 91% de los casos se registraron en personas mayores de 45 afios (8363 de
9236). La tasa de notificacion aumenta con la edad siendo <0.1 por 100.000 habitantes en
menores de 25 afios a una tasa de 4.6 por 100.000 habitantes en mayores de 65 afios. La ratio
hombre: mujer fue de 2.4:1. Legionella pneumophila serogrupo 1 fue el patégeno mas
frecuentemente informado (79%). El aumento observado a lo largo de los afos seguramente se
debe a varios factores, incluida una mejor vigilancia, el envejecimiento de la poblacién, los viajes
y el cambio climatico(14)(202). Las condiciones ambientales tales como la temperatura, la
humedad y la lluvia estan asociadas a una mayor incidencia de legionelosis, probablemente por
un efecto sobre la ecologia de la bacteria y/o por un aumento en el uso de dispositivos que

generan aerosoles o a las torres de refrigeracion(201).

La tendencia general en el periodo 2017-2021 ha sido la de un numero creciente de casos
notificados, exceptuando la disminucién durante el periodo de la pandemia de COVID-19. En
2021, se observo la tasa de notificacion anual de enfermedad del legionario mas alta hasta la
fecha en la UE y el EEE, con 2,4 casos por 100 000 habitantes. Las tasas son heterogéneas en
toda la region de la UE y el EEE, con tasas estandarizadas por edad que varian segun el pais
entre <1 y 5 casos por 100 000 habitantes. Cuatro paises (ltalia, Francia, Espafa y Alemania)
representaron el 75% de todos los casos notificados. Los hombres mayores de 65 afios fueron
el grupo mas afectado (8,9 casos por 100.000 habitantes). Solo el 11% de los casos fueron
confirmados por cultivo. Es probable que esto lleve a una subestimacion de los casos de
enfermedad del legionario causada por especies de Legionella spp. distintas de Legionella
pneumophila. Se notificaron 1.255 casos (12%) diagnosticados por pruebas moleculres (PCR).
Entre los casos notificados del patégeno confirmados por cultivo (1 133; 11%), se notificaron un
total de 32 especies de Legionella no-pneumophila (3%): L. anisa (2), L. bozemanii (4), L.
longbeachae (22), L. micdadei (3) y L. cincinnatiensis (1). De los 1.133 casos, 14 fueron
notificados como especies de Legionella spp. desconocidas. La mayoria de los casos se
consideraron adquiridos en la comunidad. Ocho de los 27 paises de la UE y el EEE que
comunicaron datos al sistema de notificacion de brotes notificaron la aparicion de al menos un
brote de enfermedad del legionario. Se notificaron un total de 19 brotes con 137 casos
confirmados. El plan de vigilancia de la enfermedad del legionario asociada a viajes (TALD)
observé un aumento del 38 % en los casos en comparacion con 2020. Al igual que en afios
anteriores, el 90 % de los casos de TALD ocurrieron en personas de 45 afios o mas. Se observé
una distribucion por edades similar en la recopilacion de datos retrospectivos anuales de casos
de enfermedad del legionario(203). En 2021, la distribucion de los casos por mes de notificacion
muestra que la mayoria (6.521; 61 %) de los casos ocurrieron entre junio y octubre, similar a
afnos anteriores (figura 4). Se produjo un pico inusual en el nimero de casos detectados en julio
(1.676 casos), que fue similar al observado en junio de 2018. Estos picos se produjeron en
ausencia de un brote especifico en un pais. La distribuciéon general para todos los demas meses
estuvo dentro del rango de los cuatro afios anteriores (tabla 4)(203).
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Hungary, Iceland, Ireland, Italy, Latvia, Luxembourg, Malta, the Netherlands, Norway, Poland, Portugal, Romania, Slovakia,
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FIGURA 4. Distribuciéon de casos por mes de enfermedad del legionario en paises de
la UE/EEA durante 2021 y el periodo 2017-2011. Tomado de: European Centre for
Disease Prevention and Control. Legionnaires’ disease. In: ECDC. Annual
epidemiological report for 2021. Stockholm: ECDC; 2023(203)

En Europa el Centro Europeo para el Control y Prevencion de Enfermedades (ECDC) coordina
la vigilancia de casos de legionelosis asociados a viajar. El objetivo es identificar los alojamientos
turisticos que pueden suponer un riesgo para contraer la enfermedad y que las autoridades de
salud publica de los paises adopten las medidas de control para evitar nuevos casos.

En Espafia el 26% de los brotes declarados se relacionan con alojamientos turisticos visitados,
tanto por turistas y viajeros nacionales como extranjeros. En Espafa, la legionelosis es una
enfermedad de declaracién obligatoria desde 1996 (BOE, 1995)(204). En 1997, se declararon un
total de 201 casos de legionelosis en 11 comunidades autbnomas. En los ultimo diez afos se ha
declarado a La red Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (RENAVE) una media anual de 1.263
casos de legionelosis (tasa anual media de 2,9 casos por 100.000 habitantes). La tendencia,
aunque con ligeras oscilaciones, se ha mantenido estable en los ultimos afios y en 2011 ha
descendido claramente. El Incremento en el periodo de 1997 a 2000 se debe a la implantacion
progresiva de la notificacion de legionelosis en las CCAA y a la introduccion de técnicas rapidas
de diagndstico como la deteccion de antigeno en orina a finales de la década de los noventa.
Durante el periodo 1999 a 2011 se declararon 597 brotes de legionelosis (Figura 3). En total
resultaron afectadas 3.785 personas de las que 3.144 requirieron hospitalizacion (83%). Se
produjeron 155 fallecimientos, la letalidad global fue de 4,1%. Para la interpretacion de los
resultados hay que tener en cuenta que Catalufa ha notificado 287 brotes de los 408 brotes
comunitarios (70%). La mayor parte de ellos son de 2 y tres casos y para en los que no se halla

la fuente de infeccion.
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TABLA 4. Distribucion de casos y ratios de enfermedad del legionario en paises de la
UE/EEA.

Tomado de: European Centre for Disease Prevention and Control. Legionnaires’ disease. In: ECDC.
Annual epidemiological report for 2021. Stockholm: ECDC; 2023(203).
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FIGURA 5. Legionelosis. Incidencia por 100.000 habitantes. Espana. Afios 1997-2011.
Extraida de brotes de legionelosis notificados a la Red Nacional De Vigilancia

Epidemioldgica. Anos 1999 a 2011. Http://www.isciii.es/isciii/es/contenidos/fd-

servicios-cientifico-tecnicos/fd-vigilancias-alertas/fd-

enfermedades/legionelosis _brotes 1999-2011.pdf

En Espana en el afio 2012 se declararon 972 casos frente a los 1.513 detectados en 2018(205).
Entre septiembre y octubre de 2017 se informd un aumento en el numero de enfermedad del
Legionario en turistas europeos que habian viajado a Mallorca. Hubo 18 casos, uno de ellos fatal.
No se identificé el origen del brote. Se sospecha que fue un brote comunitario(206).

En 2018, se mantiene la tendencia al alza en el nimero de casos tanto en Europa (11.343) como
en Espania (1.513).
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FIGURA 6. Atlas de vigilancia de enfermedades infecciosas. ECDC. Tomado de:
https://atlas.ecdc.europa.eu/public/index.aspx el 01/06/2020(207).
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En 2021 se notificaron a la RENAVE 1.733 casos de legionelosis, de éstos, 1.720 fueron casos
autoctonos (Tasa de notificacion (TN)=3,63 por 100.000 habitantes) y 13 fueron casos
importados contraidos en otros paises. Ademas, a través de la red de vigilancia de casos
asociados a viajes del ECDC (ELDSNet), se notificaron 41 casos en viajeros de otros paises que
tuvieron como antecedente permanecer en nuestro pais durante el periodo de incubacion. La
incidencia en 2021 fue un 25,3% mayor que la registrada en 2020. Este aumento confirma la
tendencia ascendente de los casos, después del descenso en el aino pandémico. En 2021, de
los 111 casos residentes en Espafia con antecedente de viaje 83 viajaron a otra CA distinta a la
de residencia. En 2021 las cinco CCAA con tasas mas elevadas fueron: Cataluna (TN=6,27 y
480 casos), Navarra (TN=6,24 y 41 casos), Cantabria (TN=5,65 y 33 casos), Pais Vasco
(TN=5,28 y 75 casos), Baleares (TN=4,92 y 60 casos). Las tasas mas bajas correspondieron a
Madrid (TN=1,50 y 101 casos), Extremadura (TN=1,42 y 15 casos) y Canarias (0,67 y 15 casos).
Ceuta y Melilla no notificaron ningun caso. Los datos analizados confirman el caracter estacional

de esta enfermedad, con el pico de maxima incidencia de junio a octubre(208).

En los ultimos afios ha aumentado el niUmero de brotes asociados a dmbitos cerrados como las
residencias de ancianos, distintas instituciones o colectivos, prisiones y balnearios, tanto los
naturales como los urbanos, con instalaciones que utilizan agua en forma de chorros o piscinas
con movimiento (spas). El mantenimiento de estas instalaciones para que no supongan un riesgo
requiere una especial atencion debido a que sus residentes y usuarios pertenecen a grupos de
la poblacion con mas susceptibilidad para contraer la enfermedad.
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FIGURA 7. Legionelosis, tasas de notificacion por 100.000 habitantes segun el afio de inicio
sintomas y el sexo. Espafa, afios 2012 a 2021. Tomado de: Informe epidemiolégico sobre la
situacion de legionelosis en Espafia. Ao 2021. Centro Nacional de Epidemiologia. Instituto de
Salud Carlos 111.(208)
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5.2 PREVENCION Y CONTROL

La idea de que esta enfermedad, de origen ambiental, es prevenible se sustenta en el importante
cuerpo de conocimiento disponible para su control, asi como en los procedimientos de evaluacion
que permiten la prevencion en las instalaciones de riesgo. A esto hay que afiadir la existencia de
una legislacion nacional y autondmica, asi como otras normas que permiten la intervencion de
las autoridades de salud publica en caso de que sea necesario(23,209,210). Sin embargo, la
vigilancia epidemioldgica y la investigacidon de brotes son fundamentales, no sélo para disminuir
el impacto de los brotes en la poblacién, sino para identificar nuevas fuentes de infeccién (211)

como las que siguen describiéndose como causa de brotes en la comunidad(44).

Conocer los factores que favorecen la transmisién de Legionella spp. y su nicho ecoldgico
proporciona una informacién de gran utilidad a la hora de abordar la prevencién de la
enfermedad. El desarrollo de la enfermedad depende principalmente de la intensidad de la
exposicion a aerosoles, medida por el tiempo de exposicidn y por la concentracién de la bacteria
en el aerosol y, de la susceptibilidad de las personas expuestas. Por ello, las medidas de
prevencion y control de la enfermedad que se proponen van en dos direcciones, de un lado evitar
las condiciones que favorecen la supervivencia y multiplicacion de la bacteria, mediante la
limpieza de las instalaciones y el control de la temperatura del agua, y de otro lado, controlar la
eliminacion de los aerosoles, evitando que su eliminacién se realice en zonas muy transitadas,
en lugares cercanos a ventanas o tomas de aire de otros sistemas, o en lugares donde las

personas expuestas sean especialmente susceptibles(148).

LEGISLACION VIGENTE: ASPECTOS NORMATIVOS

En Espafia, la legionelosis fue incluida como Enfermedad de Declaracién Obligatoria (EDO) en
1995 (RD 2210/1995) (212). En julio de 2001 se publica el Real Decreto 909/2001 por el que se
establecen los criterios higiénico-sanitarios para la prevencién y control de la legionelosis(213).
Posteriormente diferentes Comunidades Autonomas editan normas que suponen la adaptacion
de lo indicado en este Real Decreto al marco legislativo autonémico. En julio de 2003 se publica
el RD 865/2003 en el que se establecen los criterios higiénico-sanitarios para la prevencion y
control de la legionelosis(22). Este Real Decreto, vigente durante 19 afos, surge por la necesaria
adaptacién a las innovaciones y al avance cientifico técnico en el control de la legionelosis. El
analisis microbiolégico del agua en busqueda de Legionella spp. se realiza siguiendo las
directrices de la norma UNE-EN ISO 11731, y la prevencién y control de la proliferacion y
diseminacioén de Legionella spp. en instalaciones por la UNE 100030(209,210,214-216).
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Durante el periodo de vigencia del RD 865/2003 se han desarrollado diferentes disposiciones y
normas para aplicarlo, como la UNE 100030:2017(210). Tal como argumenta Caballo Diéguez,
en la monografia “Legionella y legionelosis” de la Fundacién Ramén Areces en 2021: "Ademas
de las normativas de las comunidades auténomas, algunas previas al RD 865/2003, también
surgieron otras normativas sobre piscinas, agua regenerada, etc., que ahora era necesario
referenciar, junto con los avances en procedimientos analiticos para la investigacion de
Legionella spp, especialmente en la metodologia de la toma de muestras, y el recurso a los
métodos analiticos alternativos al cultivo. El resultado de la revision del documento técnico en el
grupo de trabajo mostrd una heterogeneidad importante en las interpretaciones. Fue diversa la
informacién que alli se vio y surgieron dilemas como que, el Real Decreto establece algunos
apartados minimos a tener en cuenta y la normativa establece otros valores diferentes. Todo
esto motivo la elaboracién de una nueva normativa por parte de la Direccién General de Salud
Puablica del Gobierno de Espana”, dando paso a la publicacion del RD 487/2022 de 21 de junio
(22,23,217-219).

Asi pues, el nuevo RD 487/2022 contempla mejoras técnicas y nuevas medidas de gestion del
riesgo e innovaciones necesarias para un mayor control de las instalaciones o equipos
susceptibles e incluye muchos de los contenidos de la UNE 100030:2017; considerando
necesario seguir investigando en aquellos aspectos que dan lugar a la proliferacion de Legionella
spp., asi como en los procedimientos posibles para su eliminacion de forma eficaz, adaptando
en consecuencia la normativa a los sucesivos avances que se van produciendo(23). Actualiza
diferentes puntos como el ambito de aplicacion, el tipo de control y mantenimiento a realizar o
los limites de los parametros establecidos. Indica que los laboratorios de analisis de Legionella
spp. deben acreditarse segun la ISO 17025:2017 haciéndose cargo de la toma de muestras y de
su cultivo segun la normativa vigente, dando un plazo de dos afos desde su entrada en vigor
para su cumplimiento. La frecuencia minima de analisis se determinara en funcién del PPCL o el
PSL, y ante cualquier incidencia que se produzca en la instalacién, el responsable técnico debera
valorar la adopcion de nuevas medidas. En ese caso, las autoridades sanitarias podran requerir
aumentar los parametros del andlisis. Para el control de las aguas, ademas de cultivo de
Legionella spp., se deberan determinar al menos los siguientes parametros: pH (cuando el
biocida dependa de su valor), temperatura, conductividad y concentracion de desinfectante
residual. Hay novedades en la clasificacion de las instalaciones y su mantenimiento que afectan
a las responsabilidades de los titulares de la instalacion, la frecuencia con la que aplicar los
tratamientos de mantenimiento, e incluye la necesidad de parametrizar todos los aspectos que

puedan influir en la aparicién y proliferacién de bacterias.

Estos cambios en aspectos técnicos como la definicién del PPCL y PSL han motivado la
actualizacion de la UNE 100030 en octubre de 2023 (216).
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AMBITO DE APLICACION

En este apartado se exponen las instalaciones con riesgo de proliferacion y dispersion de
Legionella spp. A diferencia del articulo 2 del RD 865/2003, en el RD 487/2022 ya no se clasifican
en instalaciones con mayor y menor probabilidad de riesgo de proliferacién y dispersion de
Legionella spp. La ampliacién en la clasificaciéon permite abarcar un mayor numero de
instalaciones susceptibles a control de Legionella spp. En la tabla 5 se muestra la clasificacion

de las instalaciones de riesgo de Legionella spp. segun RD865/2003.

El RD 487/2022 se aplica en las instalaciones que puedan ser susceptibles de convertirse en
focos de exposicidon humana a la bacteria y, por tanto, de propagacion de la enfermedad de la
legionelosis durante su funcionamiento, pruebas de servicio o mantenimiento, tales como las
descritas la figura 8. Quedan excluidas las instalaciones ubicadas en edificios dedicados al uso
exclusivo de vivienda, siempre y cuando no afecten al ambiente exterior de estos edificios. No
obstante, ante la sospecha de un riesgo para la salud de la poblacién, la autoridad sanitaria podra

exigir que se adopten las medidas de control que se consideren oportunas.

En general, en instalaciones que acumulan agua y pueden generar aerosoles los aspectos
técnicos que ayudan a minimizar la multiplicacién de la bacteria se pueden resumir en, al menos,
5 puntos:

1) Evitar temperaturas de almacenamiento o distribucion de agua comprendidas entre 25°Cy
45°C.

2) Evitar la presencia de suciedad, la acumulacion de sustratos y la formacion de biocapas.

3) Evitar el estancamiento del agua, especialmente importante en lugares donde hay escasez de
agua, en instalaciones con funcionamiento intermitente (por temporada baja, periodos
vacacionales, reparaciones, etc.), asi como en sistemas de agua complejos, como por ejemplo
los sometidos a modificaciones.

4) Evitar la utilizacion de materiales que favorecen el crecimiento de microorganismos, o que se
degraden por efecto del cloro o la temperatura, o que sean de dificil limpieza.

5) Poner todos los medios disponibles para que el sistema opere correctamente y en buenas
condiciones de mantenimiento. Es importante introducir programas de revision, limpieza y

desinfeccién periddicas, asi como realizar muestreos y analisis periddicos.
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TABLA 5. Clasificacion de las instalaciones de riesgo de Legionella spp. segun
RD865/2003.

Instalaciones con mayor probabilidad de proliferacion y dispersion por Legionella

Torres de refrigeracion y condensadores evaporativos

Sistemas de agua caliente sanitaria con acumulador y circuito de retorno

Sistemas de agua climatizada con agitacion constante y recirculaciéon a través de
chorros de alta velocidad o la inyeccién de aire (instalaciones termales)

Centrales humidificadores industriales

Instalaciones con menor probabilidad de proliferacion y dispersiéon por Legionella

Sistemas de instalacién interior de agua fria de consumo humano (tuberias, depésitos,
aljibes), cisternas o depdsitos méviles y agua caliente sanitaria sin circuito de retorno.
Sistemas de agua fria

Humectadores

Fuentes ornamentales

Sistemas de riego por aspersion en medio urbano

Sistemas de agua contra incendios

Sistemas de riego urbano

Otros aparatos que acumulen agua y puedan producir aerosoles

Instalaciones de riesgo en terapia respiratoria

Equipos de terapia respiratoria

Respiradores

Nebulizadores

Otros equipos médicos en contacto con las vias respiratorias
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ANEXO |
Relaciéon no exhaustiva de instalaciones y equipos

Sistemas de agua sanitaria.

Torres de refrigeracion y condensadores evaporativos.

Equipos de enfriamiento evaporativo.

Centrales humidificadoras industriales.

Humidificadores.

Sistemas de agua contra incendios.

Sistemas de agua climatizada o con temperaturas similares a las climatizadas
= 24 °C) y aerosolizacion con/sin agitacién y con/sin recirculacion a través de chorros de
alta velocidad o la inyeccion de aire, vasos de piscinas polivalente con este tipo de
instalaciones, vasos de piscinas con dispositivos de juego, zonas de juegos de agua,
setas, cortinas, cascadas, entre otras.

8. Fuentes ornamentales con difusién de aerosoles y fuentes transitables.

9. Sistemas de riego por aspersion en el medio urbano o en campos de golf o
deportes.

10. Dispositivos de enfriamiento evaporativo por pulverizacion mediante elementos
de refrigeracién por aerosolizacion.

11. Sistemas de lavado de vehiculos.

12. Maquinas de riego o baldeo de vias publicas y vehiculos de limpieza viaria.

13. Cualquier elemento destinado a refrigeraciéon y/o humectacion susceptible de
producir aerosoles no incluido en el resto de puntos.

14. Instalaciones de uso sanitario / terapéutico: Equipos de terapia respiratoria;
respiradores; nebulizadores; sistemas de agua a presion en tratamientos dentales;
bafieras terapéuticas con agua a presion; bafieras obstétricas para partos e instalaciones
que utilicen aguas declaradas mineromedicinales o termales.

15. Cualquier otra instalaciéon que utilice agua en su funcionamiento y produzca o
sea susceptible de producir aerosoles que puedan suponer un riesgo para la salud de la
poblacién.

NoarwNE

FIGURA 8. ANEXO | del RD 487/2022 en el que se describen las instalaciones susceptibles de
convertirse en focos de exposicion humana a la bacteria y, por tanto, de propagacién de la

enfermedad de la legionelosis durante su funcionamiento, pruebas de servicio o0 mantenimiento

PROGRAMA DE MUESTREO Y ANALISIS DEL AGUA.

El RD 865/2003, legislaciéon en vigor durante el periodo de estudio, regula en el Anexo 3 los
aspectos minimos a realizar para la revision, limpieza y desinfeccion de las instalaciones
interiores de agua caliente sanitaria y de agua fria de consumo humano para su mantenimiento.
Para cumplir con lo exigido, se debia realizar la revisién del estado de conservacion y limpieza
de la instalacion de agua caliente sanitaria, trimestralmente en los depdsitos acumuladores y
mensualmente en un nimero representativo, rotatorio a lo largo del afio, de los puntos terminales
de la red interior (grifos y duchas), de forma que al final del afio se hayan revisado todos los

puntos terminales de la instalacion (22). Como minimo anualmente se debia realizar una
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determinacién de Legionella spp.de los puntos representativos de la instalacion, adoptandose

las medidas oportunas para garantizar la calidad del agua de esta.

Para el estudio de Legionella spp. las muestras deben tomarse donde es probable que la bacteria
pueda aislarse a altas concentraciones y deben ser representativas de modo que reflejen las

caracteristicas de la instalacién que se investiga.

La norma UNE 100030 que regula la prevencion y control de la proliferacion y diseminacién de
Legionella spp. en instalaciones se aplica a las instalaciones que utilicen agua en su
funcionamiento, produzcan aerosoles y se encuentren ubicadas en el interior o exterior
de edificios, instalaciones industriales o0 medios de transporte que puedan ser susceptibles
de convertirse en focos para la propagacion de la enfermedad, durante su funcionamiento,
pruebas de servicio o mantenimiento. Dentro de las instalaciones estudiadas en esta norma
se encuentran los sistemas de agua caliente sanitaria y los sistemas de agua fria de consumo,
objeto de nuestro estudio (210,215). La edicion vigente durante el periodo de estudio hasta 2017
fue la UNE-EN ISO 100030: 2005 IN en la que sugieren la adopcion de medidas adecuadas de
algunos sistemas de acondicionamiento de aire y ventilacion y los de preparacion y distribucién
de agua caliente sanitaria y agua fria. Las acciones preventivas propuestas se basan en dos
tipos de actuaciones, las que reducen la probabilidad de multiplicacién de la bacteria
(mantenimiento de las condiciones de disefo, limpieza y desinfeccion) y las que reducen la
probabilidad de su dispersién en zonas ocupadas (control del vertido de los aerosoles). En el
caso de las instalaciones de agua caliente sanitaria y agua fria de consumo humano las medidas
preventivas durante la fase de explotacion las operaciones de mantenimiento a realizar son
revision o inspeccion, limpieza y desinfeccién de toda la instalacion o parte de ella; comprobacion
de la temperatura del agua en puntos determinados; y determinacién de Legionella spp. La
periodicidad establecida para el control de Legionella spp. en la instalacion completa es anual. Y
como minimo se debera realizar una determinacion anual de Legionella spp. en muestras de
agua de puntos representativo de las instalaciones y se adoptaran las medidas necesarias para

garantizar la calidad del agua de las mismas (215).
La actualizacion de la la UNE-EN ISO 100030:2017 indica que se debe disefiar e implantar un

PPCL cuyo primer paso es realizar un diagndstico inicial de la instalacién, siendo necesario

identificar los puntos criticos de la misma (figura 9).
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PLAN DE PREVENCION Y CONTROL DE LA LEGIONELLA

Diagnéstico i
' ‘ Programa de Actuacién Evalluac'ubn
Inicial Periddica

Identificacién de puntos

e Designacion de responsabilidades

criticos Control de
cumpl del
. - Programa de Actuacion
Datos técnicos y de yverificacion de la
2 2 Programa de formacién del personal de
luncnonamner_uo de la mentenknionto eficacia del mismo
Instalacion

— Programa de tratamiento del agua

Programa de muestreo y andlisis del
ARua

Programa de limpieza y desinfeccion de
la instalacion

el Programa de revision de instalaciones

Programa de prevencion de riesgos
laborales -PRL

Libro de Registro de actuaciones
Documentacion y Registros

FIGURA 9. Esquema general del plan de prevencién y control de la Legionella (PPCL).
NORMA UNE 100030:2017(210).

Se trata de llevar a cabo la evaluacion inicial de la instalacion con identificaciéon de los
puntos o areas criticas, planteando las posibles modificaciones estructurales necesarias y

las actuaciones para minimizar el riesgo.

El Programa de muestreo y analisis del agua incluye un conjunto de actuaciones dirigidos al
control de la eficacia de las tareas de los programas de mantenimiento higiénico sanitario,
tratamiento del agua, de la posible limpieza y desinfeccién, y de la verificacién de la
calidad fisicoquimica y microbiologica del agua. Para este ultimo punto debe incluir la
determinaciéon de los puntos a muestrear, periodicidades, niumero y tipo de determinaciones
a realizar, métodos de muestreo y ensayo, criterios de evaluacién de la calidad del agua,
etc. para minimizar los procesos de corrosion, incrustacién y crecimiento de Legionella spp.
en la instalacion.

El muestreo debe ser representativo y comprender los diferentes partes de la instalacion

revisando los puntos criticos (PC) identificados en el diagndstico inicial y definiendo el nimero
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de puntos a muestrear, en funcion del objetivo concreto del muestreo (rutinario, inspeccion,
comprobacion limpieza y desinfeccion, etc.). La eleccion de los puntos de muestreo, el
procedimiento de toma de muestras, la custodia y transporte y las condiciones de recepcion por
el laboratorio son aspectos que incidiran en la fiabilidad de los resultados de los ensayos, lo que
puede repercutir en la toma de decisiones acertadas para optimizar el funcionamiento de las
instalaciones y prevencion de la legionelosis. Una vez caracterizada la instalacion, el disefio del
muestreo (identificacion, nimero de puntos,...) estara relacionado con el objetivo del mismo, ya
sea para investigacion de brotes o casos esporadicos, para caracterizacion de la misma, para

verificacion tras una Limpieza y Desinfeccion (L+D) o como seguimiento periddico (210).

Con el RD 487/2022 todas las actuaciones estan dirigidas a controlar la eficacia de los programas
y verificar la calidad del agua. La toma de muestras se llevara a cabo, bajo procedimientos
documentados, que figuren siempre en el programa de muestreo, y sera realizada por o bajo la
responsabilidad del laboratorio que realice el ensayo mediante cultivo. Los laboratorios que

realicen los ensayos descritos deberan estar acreditados bajo la norma ISO 17025:2017 (220).

La frecuencia minima se determinara en funcion del PPCL o el PSL, y ante cualquier incidencia
que se produzca en la instalacion, el responsable técnico debera valorar la adopcién de nuevas
medidas. En ese caso, las autoridades sanitarias podran requerir el aumento de los parametros

a analizar.

El método de referencia para la deteccion de Legionella spp. es el método de cultivo contemplado
en la norma UNE-EN ISO 11731:2017 Calidad del agua. Recuento de Legionella(209), aunque
como aspecto novedoso la nueva legislacion contempla el uso de otros métodos de analisis

distintos al cultivo para la deteccion de Legionella spp. en las siguientes situaciones:

a) En investigacion de riesgo para la salud de la poblacién.

b) En investigacién de la aparicion de casos.

¢) En investigacion de la aparicion de un brote.

d) Cuando la autoridad sanitaria lo considere necesario.

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

los correspondientes cultivos.
Los métodos alternativos seran complementarios al cultivo y tendran una certificacién nacional o

internacional de validez en base a la norma ISO 16140-2:2016, emitido por un organismo
nacional o internacional de certificacion (221).
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Cuando se tomen muestras para analizar Legionella spp., ademas deberan determinarse in situ
al menos los siguientes parametros fisicos quimicos: pH (si el efecto del desinfectante depende

del pH), temperatura, conductividad y, en su caso, desinfectante residual.

La frecuencia minima de muestreo sera la sefialada en el anexo V, cuando se opte por el PPCL.
En caso de optar por el PSL se podran modificar los parametros a determinar y frecuencias de
control de dichos parametros en base a este PSL. Se establece una frecuencia minima trimestral
para para la determinacion de Legionella spp en ACS y se muestra en la tabla 6.

El RD 487/2022 establece novedades respecto al anterior RD 865/2003, tomando como
referencia las indicaciones de la UNE 100030:2017 como son, entre otros, la elaboracion del
PPCL y la metodologia para la eleccién de los puntos de muestreo. En el articulo 11 del capitulo
IV se indica que el programa de muestreo, la toma de muestras y su transporte se realizaran
segun lo dispuesto en los anexos V y VI, respectivamente. Entre otros aspectos, la toma de
muestras, para el analisis de Legionella spp., debe ser realizada por o bajo la responsabilidad
del laboratorio que realiza el ensayo de Legionella spp. mediante cultivo.

La nueva legislacion modifica la dinamica para la eleccién de los puntos de muestreo que
dependera del numero de puntos terminales (PT) y la autoridad sanitaria podra cambiar o afadir

otros puntos de muestreo en cada una de las instalaciones.

Existen una serie de factores que influyen en el muestreo y pueden condicionar los resultados:

— Localizacion de los puntos de muestreo en términos de representatividad de
la instalacion de agua que se esta estudiando.

— El momento del muestreo en relaciéon con las operaciones de control y
mantenimiento que se llevan a cabo en la instalacion, incluido el momento de dosificacién del
biocida y los niveles del mismo.

— El procedimiento de recogida de muestras.

— El adecuado transporte y almacenamiento de las muestras.

La eleccion de los puntos de muestreo depende del objetivo de la investigacion:

— Control preventivo o rutinario: Dar prioridad a aquellos puntos terminales

que lleven tiempo sin utilizar, que presenten algun problema, que hayan estado involucrados en
alguna obra o reforma o aquellos puntos que hayan resultado positivos a Legionella spp. en
muestreos anteriores. Si no es el caso, se deben muestrear aquellos puntos mas alejados de la
posible dosificacién de biocida o de la central de produccién de calor, ademas de las muestras
tomadas en acumuladores y retorno.
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Cuando sea posible, se deben priorizar los muestreos en duchas antes que en grifos, al

tratarse de los puntos de mayor exposicién posible.

TABLA 6. Frecuencia minima de muestreo. Extraida del anexo V del RD 487/2022.

Sistemas de agua
sanitaria.

Torres de
refrigeracion y
condensadores
evaporativos.

Instalaciones con
sistemas de agua
climatizada o con
temperaturas
similares a las
climatizadas y
aerosolizacion con
agitacion y
recirculacion a
través de chorros
de alta velocidad
ylo la inyeccion de
aire, etc.

Dispositivos de
enfriamiento
evaporativo por
pulverizacion
mediante elementos
de refrigeracion por
aerosolizacion.

Instalaciones o
equipos en los que
se utilizan agua
declarado minero
medicinal yfo
termal.

Otras instalaciones
que puedan
producir
aerosolizacion con
depdésito y
recirculacion (4).

Otras instalaciones
que puedan
producir
aerosolizacion sin
recirculacion.

spp.

(UFCL) (UFCIml)
Trimestral. Trimestral.
Mensual. Trimestral.
Mensual. Mensual.
Semestral. Semestral.
Mensual. Trimestral.
Anual. Semestral.
Anual. -

(1) En funcion del biocida.
(2) En el caso del pH, temperatura y turbidez se podré controlar in situ preferentemente con lectura automética en continuo.
(3) En el caso de utlzacién de tratamientos de desinfeccién fisicos se debe sustituir el control del biocida por los controles que aseguren el correcto
funcionamiento del sistema de desinfeccidn.
(4) Si fuera necesario, se incluirdn otros parametros que se consideren dtiles en la determinacion de la calidad del agua o de la efectividad del programa de
trataméento del agua. Sin embargo, la autoridad sanitaria podra eximir a la persona titular de la instalacidn del andlisis de alguno de estos parametros si, en base al
tipo de instalacién de que se trate, no es probable su presencia en el agua en niveles tales que supongan un riesgo para la salud.

pH
(1) (2)

Diario.

Diario.

Diario.

Mensual.

Semanal.

Mensual.

Mensual.

Temperatura
(*C)2)

Diario,
rotatorio.

Diario.

Diario.

Mensual.

Semanal.

Mensual.

Mensual.
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Turbidez
(UNF)(2)

Semanal.

Semanal.

Diario.

Mensual.

Semanal.

Mensual.

Biocida Hierro total
(3 (ugiL)

Diario, en su
caso, con
lectura
automatica en
continuo.

Trimestral.

Diario. en su
caso, con
lectura
automatica en
continuo.

Mensual.

Diario, en su

€aso con

lectura -
automatica en

continuo.

Mensual. -

Mensual. -
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Control de Legionella en instalaciones de red de agua hospitalaria

— Comprobacion de la eficacia de un tratamiento o tras Limpieza y
Desinfecciéon (L+D): Se debe incluir, si es el caso, puntos que anteriormente hayan resultado
positivos a Legionella spp. o que hayan estado relacionados con casos, ademas de los puntos
habituales, cumpliendo para las tomas de muestra los tiempos sefialados en la legislacién
vigente.

— Asociacion a casos/brotes: se deben muestrear los elementos de riesgo
relacionados con el mismo segun la autoridad sanitaria, legislacién vigente y las investigaciones
epidemioldgicas y/o ambientales. Las muestras para comprobar la eficacia de un tratamiento
de limpieza y desinfeccion se toman dejando transcurrir un plazo aproximado de 15 a 30 dias
después de la realizacién del mismo.

El nUmero de muestras para el analisis de Legionella spp. en el estudio de estos sistemas
depende del tipo de establecimiento, asi como de la complejidad y nimero de terminales que
tenga la instalacién e incluyendo siempre los puntos criticos determinados en el diagnéstico de

situacion.

En todo caso, se deben muestrear un nimero suficiente de puntos para que se pueda determinar

un porcentaje de resultados positivos que permita valorar el riesgo de la instalacion.

Segun la UNE 100030:2017, para calcular el niumero de muestras minimas a tomar en las
instalaciones de AFC, ACS y de baferas de hidromasaje, se deberia utilizar las férmulas

siguientes:

NUmero de muestras minimas en ACS =0, 5 x \n° de puntos terminales

NUmero de muestras minimas en AFC = 0, 25 x ' n° de puntos terminales

Estos valores se aproximan a las directrices del anexo V del RD 487/2022: el numero de puntos
de toma de muestra en instalaciones de uso colectivo, como los hospitales, estara en funcion de
los puntos terminales, acumuladores de agua caliente y depésitos de agua fria que tenga la
instalaciéon. El nUmero de puntos de muestreo se calculara en funcién del nimero de puntos

terminales tal como se muestra en la figura 10.
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Puntos de toma de muestra
Puntos terminales

Circuito de agua caliente Circuito de agua fria

<20 3 1
21a50 4 1
51 a 100 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.

FIGURA 10. Puntos de toma de muestra en funcion de los puntos terminales en instalaciones
de ACS.

Ademas, a diferencia del RD 865/2003 que sefalaba como requisito analizar mensualmente un
numero representativo, rotatorio a lo largo del afio, de los PT de la red interior (grifos y duchas),
de forma que al final del afio se hayan revisado todos los PT de la instalacién (22), el RD

487/2022 define cuales son los PT e indica que:

En instalaciones sin circuito de retorno, el muestreo se realizara en funcién de los PT

representativos de la instalacion identificados como puntos de toma de muestra.

En instalaciones con circuito de retorno, el muestreo se realizara en funcién de los PT, los
acumuladores de agua caliente y los depdsitos de agua fria representativos de la instalacion e

identificados como puntos de toma de muestra.

En cada muestreo se recogera muestra del agua como minimo de los siguientes puntos de la
instalacién, que no se deberan mezclar, teniendo en cuenta que se debera aumentar en funcion

del tamano y caracteristicas de la instalacion:

a) Un punto en el depésito.

b) Un punto en el acumulador.

c) Un punto en el circuito de retorno.
d) Dos puntos medios de la instalacion.

e) Cada uno de los puntos terminales identificados.

También hay novedades con respecto a la toma de muestras con la nueva legislacién, de manera

que el en el anexo 6 del RD 865/2003 indicaba que la toma de muestras debia hacerse rascando
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con una torunda que se introducia en el recipiente de toma de muestra tal como se indica a
continuacion: En la red de agua fria y caliente se tomaran muestras de agua de los puntos
terminales de la red (duchas, grifos, lavamanos), preferiblemente de habitaciones
relacionadas con enfermos, asi como de algun servicio comun, intentando elegir habitaciones no
utilizadas en los dias previos a la toma. En la red de agua caliente se deberan tomar muestras
de la salida mas cercana y de la mas lejana al depésito, de la salida mas cercana al punto de
retorno y de otros puntos terminales considerados de interés. Se tomara un litro de agua,
recogiendo primero una pequena cantidad (unos 100 ml) para después rascar el grifo o ducha
con una torunda que se incorporara en el mismo envase y recoger el resto de agua (hasta
aproximadamente un litro) arrastrando los restos del rascado. Medir temperatura del agua y
cantidad de cloro libre (22).

Mientras que en el RD 487/2022 en funcion del objetivo del muestreo, en los PT puede realizarse

la toma de muestra de dos maneras diferentes:

a) Sin purga (sin dejar correr el agua): Su objetivo es muestrear el terminal y su tuberia.
Representa la colonizacion del punto terminal, ya que una de las zonas donde es mayor la
probabilidad de que Legionella spp. crezca y se multiplique es en el interior del grifo o ducha, por
lo que el primer litro tomado nada mas abrir el punto terminal es el que tendria la mayor
concentracion de Legionella spp. y preferiblemente se deberia tomar en uno que haya estado al

menos unas horas sin utilizarse.

Se recomienda tomar muestras, sin purga de:

1. Primer tramo en puntos terminales.
2. Puntos terminales alejados y de poco uso.
3. Tramos de baja circulacion.

4. Puntos terminales de agua mezclada con temperaturas por debajo de 50°C.

b) Con purga (dejando correr el agua): Su objetivo es muestrear el agua del circuito. Se deja
correr el agua hasta alcanzar temperatura constante. Representa la calidad del agua circulante

suministrada al grifo o la ducha.

En la nueva legislacion la toma de muestra con torunda se reserva para cuando se requiera un
mayor conocimiento de la contaminacion por Legionella spp. de la instalacion, como la
investigacion tras la declaracion de casos/brotes, cuando se pretenda comprobar la eficacia de
los tratamientos de limpieza y desinfecciéon de choque o lo consideren oportuno las autoridades
competentes. En estos caso la muestra se obtendra mediante el raspado con torundas estériles
del interior del grifo haciéndola girar tres veces sobre la superficie interna y raspando también
sobre el filtro o el cabezal si se aprecia biocapa de forma evidente. Se introducira la torunda en

un tubo estéril con soluciéon de acuerdo con el anexo C de la norma UNE-EN I1SO 11731:2017.
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El muestreo de puntos terminales debe abarcar los diferentes sectores de la instalacion,
atendiendo al numero de plantas del edificio o a la extensién horizontal de la red interior de

distribucion. Priorizando los muestreos en duchas por tratarse de puntos de mayor exposicion.

CIRCUNSTANCIAS FAVORECEDORAS DE LA LEGIONELOSIS
HOSPITALARIA

En los centros sanitarios coinciden una constelacion de factores que favorecen la incidencia y
gravedad de la legionelosis. Se han documentado muchos brotes prolongados en hospitales,
que se han atribuido a la contaminacién de los sistemas de abastecimiento de agua. Muchos
hospitales describen experiencias de casos o brotes sucesivos en el tiempo, que en la mayor
parte de las ocasiones suelen corresponder a legionelosis nosocomial endémica, situacién
frecuente en la actualidad (98,222—-225).

Actualmente se consideran muy poco probables los brotes nosocomiales asociados a torres de
refrigeracion, sin embargo, estas instalaciones han estado implicadas en brotes de legionelosis
comunitaria, produciendo en ocasiones un elevado nimero de casos, por lo que también deben

ser consideradas (148).

Entre los factores de riesgo se encuentran la concentracion de enfermos de riesgo y la presencia
de estructuras de soporte hidromecanico que favorecen la contaminacién de las aguas. Diversas
variables se han relacionado con la colonizacion de los hospitales por Legionella spp., como son
el tamano del hospital, la presencia de acumuladores de gran tamafio, la baja temperatura en los
puntos periféricos del sistema de agua caliente e intercambiadores de calor antiguos. Otro punto
clave es la amplificacién del inoculo. La reapertura de tramos del circuito de agua sanitaria
reparados, en los que ha proliferado Legionella spp., justifican muchos de los brotes
hospitalarios. También lo son la despresurizacion y el consiguiente estancamiento de agua y la
temperatura. En la figura 11 se muestra la temperatura media de algunas instalaciones y su
efecto sobre Legionella spp. Otro aspecto importante es la formacion de biocapas en el interior
de las canerias, acumuladores e interiores de las torres de refrigeracion (226).

El hospital ofrece multiples fuentes potenciales de exposicion. Los aerosoles mas habitualmente
implicados en la aparicion de legionelosis nosocomial son los generados por las duchas y grifos
de agua caliente de los lavabos. La colonizacién orofaringea y la aspiracion de agua sanitaria
podrian explicar algunos casos. Se han descrito casos asociados con el uso de nebulizadores y

equipos de terapia respiratoria, material de irrigacion, piscinas de hidroterapia, equipos de
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extincién de incendios utilizados recientemente y cubitos de hielo producidos por maquinas

situadas en plantas de hospitalizacion, entre otras fuentes.

Se han documentado muchos brotes prolongados en hospitales, atribuidos a la contaminacién
de los sistemas de abastecimiento de agua. Muchos centros describen experiencias de casos o
brotes sucesivos en el tiempo, que en la mayor parte de las ocasiones suelen corresponder a
legionelosis nosocomial endémica, situacion frecuente en la actualidad (222).

Aunque las torres de refrigeracion son una causa poco probable de brotes nosocomiales, éstas
también deben ser consideradas (148,226-229).
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Temperatura media de algunas instalaciones
y su efecto sobre Legionella

Temperatura °C

Efecto sobre

Instalaciones

Legionella
100 o
A Humidificadores
de vapor
Eliminacion 90
progresiva
80
Agua de sistemas
de calefaccion

70

40 .
Multipli- Duchas, Spas,Jacuzis
cacion

30 Torres de refrigeracion

Ausencia de 60
multiplicacion
50 Agua caliente sanitaria

Red agua fria, Hidrantes,

20
Estado Fuentes, Humidificadores
latente

10 Condensador evaporativo
Aljibes

Centro Nacional Microbiologia. ISCIII

FIGURA 11. Temperatura media de algunas instalaciones y su efecto sobre Legionella

spp.

5.3 METODOS DE DETECCION EN MUESTRAS DE ORIGEN AMBIENTAL

Los métodos disponibles de deteccién de Legionella spp. en muestras de agua incluyen el

cultivo e identificacion de la bacteria, métodos inmunolégicos y métodos moleculares.
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CULTIVO, IDENTIFICACION Y RECUENTO DE LEGIONELLA SSP. EN
MUESTRAS DE AGUA.

El aislamiento de la bacteria en cultivo es el método de referencia y se basa en la norma UNE-
EN ISO 11731 (209,230,231). Es el unico método disponible que permite detectar cualquier
especie y serogrupo de Legionella spp. y estimar el nimero de colonias presentes (UFC). Se ha
demostrado que L. pneumophila es la especie mas frecuentemente recuperada de muestras
ambientales, siendo la prevalencia del serogrupo 1 similar a la de la suma de otros serogrupos,
a diferencia de lo que ocurre en humanos, donde L. pneumophila serogrupo 1 es el
predominante. El cultivo permite la realizaciéon de estudios posteriores, como las investigaciones
epidemioldgicas dirigidas a detectar las fuentes de infeccidon causantes de los casos, ensayos de
sensibilidad frente a productos biocidas y analisis moleculares. Tiene como inconveniente el

tiempo que tarda en crecer el microorganismo, de 3 a 12-15 dias (148).

Para su aislamiento en cultivo, al igual que ocurre en el procesamiento de muestras clinicas,
estos microorganismos requieren medios especificos, como BCYE que contiene los elementos
requeridos por la bacteria (hierro y cisteina) y medio selectivo suplementado con antibiéticos,
como GVPC (BCYE suplementado con glicina, vancomicina, polimixina y cicloheximida), agar
Wadowsky Yee modificado (MWY) y BCYE con cefazolina, polimixina B y piramicina (BCYE+AB).
Se obtienen colonias visibles a partir del 3°-7° dia de incubacion a 35-37°C y en condiciones de
aerobiosis y humedad, aunque en ocasiones pueden requerir hasta 12-15 dias de incubacion.
Pequenas cantidades de CO2 (2,5-5%) pueden favorecer el crecimiento de algunas especies.
Como en las muestras de agua la concentracion de Legionella spp. puede ser baja, y ademas
puede ir acompafiada de otro tipo de microbiota, es necesario concentrar y reducir la microbiota
acompafante presente en las muestras antes de inocular los medios de cultivo mediante

tratamiento acido o con calor (209).

Estudios recientes avalan el uso de medios selectivos y enriquecidos en funcion de la matriz de
partida y de los pretratamientos empleados (232—-234). En noviembre de 2017 se publicé la
actualizacion de la norma UNE-EN ISO 11731:2017 (Calidad del agua. Recuento de Legionella).
Este documento especifica los métodos de cultivo para el aislamiento de Legionella spp. y su
recuento en muestras de agua. Como novedad, la nueva version de la norma incluye ademas
del GVPC (UNE-ES ISO 11731:2007) nuevos medios de cultivo para el aislamiento de Legionella
spp.: BCYE, BCYE + AB (agar BCYE suplementado con Sulfato de polimixina B, Cefazolina de
sodio y Pimaricina) y Agar Wadowsky Yee modificado (MWY).

La eleccion del método utilizado para el recuento de Legionella spp. depende del origen y
caracteristicas de la muestra y del objetivo del muestreo o del estudio. Debe hacerse una

prevision de la concentracién esperada de microrganismos interferentes, basandose en la
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experiencia o en el origen de la muestra. Ademas, es necesario considerar el limite de deteccién
inferior deseado. En la figura 12 se muestra el anexo J de la norma donde se detalla una matriz

de decisién que permite escoger un método adecuado (235).

El primer paso para elegir el método de cultivo a utilizar es determinar el origen y caracteristicas
de la muestra. Se elige al menos una de las diferentes posibilidades que se indican a

continuacion (ver esquema en figura 12):

- Agua con una concentracion baja de microorganismos interferentes, por
ejemplo, agua potable:

- y una concentracion alta esperada de especies de Legionella spp. — la muestra

debe analizarse segun el procedimiento operativo descrito en el apartado 8.4.2 de la
norma;
“8.4.2 Muestras con una concentracién alta de Legionella spp. y una concentracién

baja de microorganismos interferentes

Se siembra directamente la muestra si se prevé que el nimero de Legionella sea superior
a 10* ufc/l. Se inocula y se distribuyen uniformemente de 0,1 ml a 0,5 ml de la muestra
sobre una placa de agar BCYE y una placa de agar BCYE+AB (Sulfato de polimixina B,

Cefazolina de sodio, Pimaricina). Se registra el volumen inoculado.”

-y una concentracion baja esperada de especies de Legionella spp. — la muestra debe

analizarse segun el procedimiento operativo descrito en el apartado 8.4.3 de la norma:

“8.4.3 Muestras con una concentracion baja de Legionella spp. y una

concentracion baja de microorganismos interferentes

8.4.3.1 Colocacion del filtro de membrana directamente sobre el medio de cultivo

tras filtracion por membrana

Se filtra la muestra y se coloca el filtro de membrana sin tratar directamente en una placa
de agar BCYE. El filtro de membrana tratado con solucién acida conforme a lo
especificado en el apartado se coloca en una o mas placas del agar selectivo o altamente
selectivo de BCYE+AB o agar GVPC o agar MWY.

8.4.3.2 Inoculacién tras filtracion por membrana seguida de un proceso de elucién

Se inocula y se distribuyen uniformemente de 0,17 ml a 0,5 ml de cada porcion
concentrada de la muestra (no tratada, tratada térmicamente y tratada con acido) de la

filtracion por membrana con posterior elucién sobre una placa de agar BCYE y una o
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mas placas del agar selectivo o altamente selectivo de BCYE+AB, agar GVPC o agar

MWY. Se registra el volumen inoculado.”

— Agua con una concentracion alta esperada de microorganismos interferentes,
por ejemplo, agua de torres de refrigeracion, agua de proceso, agua de las camaras de lavadores
de aire, agua de unidades dentales — la muestra debe analizarse segun el procedimiento

operativo descrito en el apartado 8.4.4 de la norma.

“8.4.4 Muestras con una concentracion alta de microorganismos interferentes
Muestras con una concentracion alta de microorganismos interferentes se cultivan sin
concentrar (directas), concentradas (véase 8.2) o diluidas (1:10). Se divide cada
submuestra en tres porciones. Una primera porcion se utiliza sin tratar, la sequnda para
tratamiento térmico (véase 8.3.1) y la tercera para tratamiento con solucién acida (véase
8.3.2). Se inocula y se distribuyen uniformemente de 0,1 ml a 0,5 ml de cada porcion de
las submuestras sobre una placa de agar GVPC (véase el capitulo B.4) o una placa de
agar MWY (véase el capitulo B.5). Se registra el volumen inoculado.”

- Agua con una concentracion esperada de microorganismos interferentes
extraordinariamente elevada o de microorganismos que solo pueden eliminarse de las muestras
mediante un tratamiento acido combinado con calentamiento, por ejemplo, aguas residuales,
aguas superficiales — la muestra debe analizarse segun el procedimiento operativo descrito en
el apartado 8.4.5.

“8.4.5 Muestras con una concentracion extremadamente alta de microorganismos

interferentes

Las muestras con una concentracion extremadamente alta de microorganismos
interferentes se cultivan sin concentrar (directas) y diluidas (1:10 y 1:100) tras someterlas
a un pretratamiento combinado térmico y acido. Para este tratamiento combinado se
lleva a cabo primero el tratamiento térmico (véase 8.3.1), seguido del tratamiento acido
(véase 8.3.2). Es importante enfriar la muestra tratada térmica- mente hasta alcanzar la
temperatura ambiente antes de efectuar el tratamiento acido. Las diluciones se preparan
directamente después del tratamiento acido en un diluyente estéril (véase el anexo C).

Se mezcla bien mediante agitacion utilizando un agitador vortex (5.7) o un bafio de agua
de ultrasonidos (5.8). Si fuera necesario se afiade una capa (la cantidad justa suficiente
para cubrir el fondo del recipiente) de perlas de vidrio estériles para facilitar la
disgregaciéon del material. Se inocula y se distribuyen uniformemente de 0,1 ml a 0,5 ml
de cada porcién sobre una placa de agar GVPC (véase B.4) o una placa de agar MWY

(véase B.5). Se registra el volumen inoculado.”
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El segundo paso es determinar el limite inferior de deteccion deseado y seleccionar uno o mas

métodos:

a. Inoculacién directa (8.4.2)

Vit

— Gses el n° de ufc por litro de Legionella spp.

— aes el n®calculado de colonias de Legionella spp. confirmadas

Fraccion de colonias confirmadas

a= x N°total de colonias

Fraccion del n° total de colonias confirmadas

— Vies el volumen total (mL) de la muestra analizada

— Vs es el volumen de referencia elegido para expresar la concentracion de

microorganismos en la muestra (normalmente 1000 ml).

Ejemplo de limite de deteccion: en el caso de una muestra inoculada con 0,1 ml, el limite de
deteccion es 10 000 UFCI/L.

b. Filtro de membrana sobre placa (8.4.3.1)

Vit

Donde:

— Gses el n° de ufc por litro de Legionella spp.

— aes el n®calculado de colonias de Legionella spp. confirmadas
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Fraccion de colonias confirmadas

a= x N°total de colonias

Fraccion del n° total de colonias confirmadas

— Vies el volumen total (mL) de la muestra analizada

— Vs es el volumen de referencia elegido para expresar la concentracion de

microorganismos en la muestra (normalmente 1000 ml).

Ejemplo de limite de deteccidn: en caso de una muestra filtrada de 10 ml, el limite de deteccion
es 100 UFC/L

c. Filtracién con procedimiento de elucion (8.4.3.2)

axV,.

VX Vit

Donde:

— Gses el n° de ufc por litro de Legionella spp.

— aes el n®calculado de colonias de Legionella spp. confirmadas

Fraccion de colonias confirmadas

a= x N°total de colonias

Fraccion del n° total de colonias confirmadas

— V¢ es el volumen de muestra (concentrada) en mL

— V es el volumen de muestra inoculado por placa o serie de placas (del mismo

medio de cultivo) en mililitros (mL)
— Vies el volumen total (mL) de la muestra analizada

— Vs es el volumen de referencia elegido para expresar la concentracion de

microorganismos en la muestra (normalmente 1000 ml).

Ejemplo de limite de deteccién: en el caso de una muestra filtrada de 500 ml eluida en 5 ml de
agua y sembrada con 0,1 ml, el limite de deteccién es 100 UFC/L.

Tesis Doctoral Universitat de Valéncia 2024 85



Control de Legionella en instalaciones de red de agua hospitalaria

Si se detecta un sobrecrecimiento sobre las placas "tratadas térmicamente" y las no "no tratadas"
y no hay Legionella spp. detectable en las placas "tratadas con acido", el limite de deteccion del

ejemplo se incrementa en un factor de 10.

d. Inoculacion tras dilucion (8.4.4 y 8.4.5)

Ax Vs

Vit

Donde:

Cs es el n° de ufc por litro de Legionella spp.

— aes el n®calculado de colonias de Legionella spp. confirmadas

Fraccion de colonias confirmadas

a= x N°total de colonias

Fraccion del n° total de colonias confirmadas

— Vies el volumen total (mL) de la muestra analizada

— Vs es el volumen de referencia elegido para expresar la concentracion de

microorganismos en la muestra (normalmente 1000 ml).

— Wil es el volumen de muestra diluida inoculado por placa o serie de placas (a

partir del mismo medio de cultivo) en mililitros, ml;

— Dfes el factor de dilucion.

Ejemplo de limite de deteccion: 1 ml de muestra tratada térmicamente y tratada con 9 ml de
acido. En el caso de una dilucion de 1 a 10 y de 0,1 ml de muestra tratada inoculada, el limite de
deteccion es 1 000 000 UFC/L

Si se detecta un crecimiento excesivo sobre las placas "tratadas térmicamente" y las "no
tratadas" y no hay Legionella spp. detectable en las placas "tratadas con acido", el limite de

deteccion del ejemplo se incrementa en un factor de 10.

Los distintos métodos presentan tanto ventajas como desventajas. Asi, en la inoculacion directa
es facil realizar el recuento y tiene una buena tasa de recuperacién, pero presenta un elevado
limite de deteccién. La inoculacion del filtro sobre membrana se trata de un método sencillo y

con un bajo limite de deteccion, aunque el recuento es dificil, debido al sobrecrecimiento de
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microorganismos interferentes y el filtro de membrana influye en el resultado obtenido. La
filtracién con procedimiento de eluciéon también es un método sencillo y con bajo limite de
deteccion, pero la tasa de recuperacion es menor en comparacion con la inoculacion directa y
con el filtro de membrana sobre placa y consume mucho tiempo. Por ultimo, la inoculacién tras
flitracion presenta como ventajas un facil recuento y una buena tasa de recuperacion, y como

desventajas un limite deteccion elevado y alto consumo de tiempo.

El tercer paso es la seleccion del tratamiento o tratamientos requeridos. Ademas de éstos

puede llevarse a cabo algun tratamiento opcional.

El cuarto paso es la seleccién de los medios de cultivo requeridos. Ademas de estos medios,

pueden utilizarse medios de cultivo opcionales.

Ejemplo: Para el andlisis de las muestras incluidas en nuestro estudio, hemos seleccionado la
matriz A, con los medios de cultivo Ay C (BCYE y GVPC). Procedimientos 8, 9 y 10 del anexo
J.

(ISO 11731) [Matriz A; Procedimientos 8, 9 y 10, Medios A y C].

Paso 1: Determinar el origen y las caracteristicas esperadas de la muestra y seleccionar uno

de los tipos de agua entre las dos filas superiores de la matriz de decision.

Muestra: agua con una concentracién baja de microorganismos interferentes (agua

potable).

Paso 2: Elegir uno de los métodos de la primera columna basandose en el limite inferior de

deteccion deseado y en los elementos indicados como requeridos en la matriz de decision.

Método: filtracidn con procedimiento de elucion.

Paso 3: Seleccionar el tratamiento o tratamientos sobre la base de los elementos indicados

como requeridos en la matriz de decision.

Paso 4: Seleccionar los medios de cultivo sobre la base de los elementos indicados como

requeridos en la matriz de decision.

Tratamiento: sin tratamiento, con tratamiento térmico y con tratamiento acido.

Medio requerido: agar BCYE.

Medio opcional (adicional, si se desea): agar GVPC o agar MWY.
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Agua o agua derivada de matrices

Por ejemplo, hisopos, biofilms, sedimentos

Matriz C

1

Agua con nivel
de fondo extrema-
damente elevado*

Paso 1
relacionadas con
MawizA | MatrizB
Agua con bajo Agua con nivel de
nivel de fondo fondo elevado
(véanse 842y (véase 8.4.4)
8.4.3)

(por ejemplo, agua | (por ejemplo, torres

[véase BA4AS)

(por ejemplo, aguas

potable) de refrigeracion, residuales, aguas
agua de procesos, superficiales)
agua de las cimaras
de los lavadores de
aire, agua de
unidades dentales)
Paso 4
Medios de cultivo
Paso 2 Paso3 Pro:edlnlenmA]B C AlB CAIBIC
Sin tratamiento 1 R R 0 0 R
Tratamiento térmico 2 o o o o R
Inoculacién | ryiamiento dcido 3 0 0 0 0 R
directa
Tratamiento
combinado 4 0 (8] o R
térmicofacido it
Filtro de Sin tratamiento 5 R o
brana Tr to térmico & 0 o 0 o 0
sobreplaca [ tamiento cido 7 0 Re o | o
Filtracién con Sin tratamiento & R | Re | 0 R
procedimiento |Tratamiento térmico 9 R Re 0 R
deelucin I tamiento cido 10 R Re o | r
Sin tratamiento 11 (o 8 0 o 0« R¢
Tratamiento térmico 1z 0O (o8 0O 0Oc Re
Inoculacién | ryiamiento dcido 13 o o | o 0 | Re
tras dilucion
Tratamiento
combinado 14 o« o o' RY
térmicofacido
Medio de cultivo
A:- Agar BCYE (véase B.1)
B: Agar selectivo BCYE [agar BCYE+AB (véase B.3)).
C: Medio de cultivo de alta selectividad [agar GVPC o agar MWY [véanse B.4 o BS)).
Leyenda
R Requerido
o Opcional
a  Para este tipo de agua, se requieren ambos métodos (inoculacién directa e inoculacién tras dilucién)
b Eleccidn del medio de cultivo Bo C.
¢ Con dilucién 1:10.
d Con dilucién 1:10 y 1:100.

FIGURA 12 . Matriz de decision para la eleccion del método para el cultivo de

Legionella

ssp.(ANEXO J)
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ORIGEN Y
CARACTERISTICAS DEL
AGUA
I
[ | ]
BAJA CONCENTRACION DE ALTA CONCENTRACION DE MUY ALTA CONCENTRACION DE
MICROORGANISMOS
MICROORGANISMOS INTERFERENTES MICROORGANISMOS
INTERFERENTES ) - INTERFERENTES (aguas
\ (torres de refrigeracion, aguas de proceso,

residuales, aguas superficiales)

(agua potable) i )
camaras lavadoras de aires, etc..) |

BAJA .
ALTA SIEMBRA: sin
CONCENTRACION i CONCE"I‘DERAC'O SIEMBRA: sin concentrar, Dil
DE LEGIONELLA concentrar, 1:10, Dil 1:100
LEGIONELLA concentradas o
T . | diluidas 1:10
SIEMBRA DIRECTA si la SIEMBRA DEL FILTRACION
cantidad de Legionella es FILTRO DE " TCRSIAAB'\I",\'I'/E\BEO
mayor de 10e4 UFC/L: BCYE MEMBRANA TRAS \ A+C
y BCYE+AB FILTRACION ELUCION TRATAMIENTO:
| ST, TA, TC
0,1-0,5 ml: ST, TA
SIN TRATAMIENTO > X ;
TC sembrar en BCYE 0,1-0,5 ml en
TRATAMIENTO: ACIDO: BCYE+AB o PG
BCYE GVPC o MWY || D0 EHE A
o MWY 0,1-0,5 ml en

GVPC o MWY

FIGURA 13. Elecciéon del método utilizado para el recuento de Legionella spp. Norma UNE-EN ISO 11731:2017. (ST: sin tratamiento; TA:

tratamiento acido; TC: tratamiento con calor; AB: antibiético; A+C: acido mas calor). Adaptado del anexo J de la norma UNE-EN ISO

11731:2017. En sombreado verde se indica el procedimiento analizado en este objetivo.
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Los métodos de identificacion de Legionella spp. a partir de los cultivos de muestras ambientales
son los mismos que los utilizados en la identificacion de los cultivos de origen humano (181),
incluyendo la espectrometria de masas por MALDI-TOF, FTIR, PCR o secuenciacion gendmica
(236—242).

METODOS INMUNOLOGICOS

También se ha utilizado la IFD en muestras ambientales de manera limitada (176,243), para
identificar especies y serogrupos de Legionella spp. por tincion directa (244). Su sensibilidad
varia al igual que las muestras clinicas principalmente debido a que tiene un limite de deteccion

muy elevado.

IDENTIFICACION DE LAS COLONIAS DE LEGIONELLA POR SUS
REQUERIMIENTOS NUTRITIVOS

Este es el método indicado por la UNE-EN ISO 11731:2017. Para la identificacion del género
Legionella en funcién de sus requerimientos nutritivos se seleccionan para subcultivo varias
colonias con morfologia caracteristica de Legionella spp. provenientes de de las placas de
cultivo: cada colonia morfolégicamente compatible con Legionella spp. es seleccionada para
subcultivo y se inocula en BCYE y medio BCYE sin cisteina (WCys). Se deben incubar los
subcultivos de colonias como minimo 2 dias a 3612 ° C y humedad hasta que se produzca
crecimiento confluyente o como pequefas colonias aisladas. Se consideran como Legionella
spp. las colonias que han crecido en agar enriquecido (BCYE) y presentan crecimiento nulo en
agar BCYE sin cisteina (WCys)(209).

IDENTIFICACION DE SEROGRUPOS: AGLUTINACION CON LATEX

El método consiste en una reaccion antigeno-anticuerpo mediante una aglutinacién en porta,
utilizando como reactivo particulas de latex azul sensibilizadas con anticuerpos especificos que
aglutinan visiblemente en presencia de antigenos de la pared celular de Legionella spp., tras un
minuto de contacto. Permite la diferenciacion de L. pneumophila serogrupo 1, L. pneumophila
serogrupos 2 a 14 y Legionella spp. que incluye otras 7 especies diferentes. La aglutinacion se
puede realizar directamente de colonias o preparando una suspension bacteriana en solucion
salina 0,85%. Los valores de sensibilidad y especificidad, segun el fabricante, son 99 y 100%,

respectivamente (148).
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IDENTIFICACION POR ESPECTROMETRIA DE MASAS: MALDI-TOF-MS
(MATRIX-ASSISTED LASER DESORPTION/IONIZATION-TIME-OF-FLIGHT
MASS SPECTROMETRY)

En los ultimos afios se han introducido los sistemas automaticos de espectrometria de masas
para la identificacion de especies bacterianas. Entre ellos, la espectrometria de masas de tiempo
de vuelo, ionizacion y desorcion laser asistida por matriz (MALDI-TOF-MS) es la mas coman.

La espectrometria de masas MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-of-
Flight) permite realizar la identificacion de distintas especies de microorganismos mediante
comparacion de los espectros de proteinas obtenidos por ionizacién suave de las muestras con
un laser de nitrégeno (337 nm) y la base de datos que contiene los espectros de proteinas
especificos de cada una de las especies de microorganismos mas frecuentemente encontrados
en la practica clinica. El espectrometro de masas consta de un laser que incide sobre la muestra
a la que se le ha afiadido una matriz organica y que funciona como fuente de ionizacién, un tubo
de vacio por donde se desplazan los iones generados por la energia del Iaser, a distinta velocidad
segun su masa, y un detector de estos iones, ubicado al final del tubo de vacio. Ademas, los
espectros de proteinas generados se comparan con la base de datos que contiene espectros de
referencia especificos de las especies de microorganismos mas frecuentemente detectadas en

el laboratorio de Microbiologia (165).

Los estudios publicados avalando el uso de MALDI-TOF ya se han comentado en el apartado
del cultivo de muestras clinicas. Otros autores también encontraron que los métodos estandar y
MALDI-TOF mostraron resultados comparables y se pueden aplicar con éxito para la

identificacion de cepas de L. pneumophila en muestras ambientales (245).

IDENTIFICACION POR METODOS MOLECULARES

La deteccion de Legionella spp. en muestras ambientales mediante cultivo presenta diversas
dificultades que pueden hacer disminuir su rendimiento, como son la necesidad de
pretratamiento de las muestras, la presencia de otras bacterias que pueden enmascarar la
presencia de Legionella spp., las formas de Legionella spp. parasitas de amebas, la presencia

de desinfectantes y otras sustancias quimicas (Legionella viable no cultivable).

Aunque el método de referencia es el cultivo (UNE-EN ISO 11731:2017), el RD 487/2022 permite
utilizar otros métodos de analisis distintos al cultivo para la deteccién de Legionella spp. en

diversas situaciones como la investigacion de brotes, la aparicion de casos, cuando los equipos
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presenten un funcionamiento irregular o cuando la autoridad sanitaria lo considere necesario
(23).

El desarrollo de métodos mas rapidos, independientes del cultivo y que sean capaces de
discriminar entre células vivas y muertas es muy importante para medir los riesgos de
infeccién por Legionella spp. y prevenir la legionelosis. Actualmente se encuentran disponibles
varios kits comerciales en tiempo real disefiados para la deteccion y cuantificacién de especies
de Legionella spp. en agua mediante PCR en tiempo real.

Ultimamente, los métodos moleculares han ganado importancia como método para detectar
Legionella spp. en muestras ambientales. A partir de una muestra de agua filtrada y concentrada,
se realiza una extraccion de ADN y amplificacion mediante PCR para detectar pequefias
secuencias de ADN de Legionella spp .(246—248). El empleo de una PCR a tiempo real permite
la cuantificacién del niumero de bacterias presentes en la muestra, y disminuye el tiempo

requerido en el procesamiento frente a las plataformas convencionales (248—-250).

Los ensayos se han dirigido fundamentalmente a las mismas dianas utilizadas con muestras

respiratorias, el gen mip y los genes ribosémicos 5S ARNry 16S ARNr (30,251).

La principal ventaja que muestra la deteccion de Legionella spp. mediante qPCR es su alto valor
predictivo negativo, permitiendo descartar la presencia de Legionella spp. en las muestras en las
que no se detecta DNA por gPCR (242,252).

El mayor problema de la PCR es la posibilidad de informar resultados falsos positivos o recuentos
superiores a los reales, ya que se extrae tanto el ADN de células vivas como el de células
muertas. Para solventar este problema, se emplean moléculas dianas diferentes, que se emplean
como marcadores de viabilidad, uno de los mejores candidatos es el ARNm, debido
principalmente a su corto tiempo de vida medio. De este modo, mediante una reaccién de
retrotranscripcidn previa se puede obtener un ADNc especifico, que se puede amplificar por PCR
como cualquier muestra de ADN, permitiendo la deteccidn de células con actividad metabdlica,
y, en consecuencia, células vivas (viables y no viables)(148).

Recientemente varios estudios indican que el uso de monoazida de etidio (EMA) o monoazida
de propidio (PMA) podria inhibir selectivamente la amplificacion de ADN de células
muertas(241,253,254). El uso de colorantes intercalantes de &cidos nucleicos impermeables a la
membrana celular fotoactivables, como la EMA o PMA, seguido de la exposicion a la luz antes
de la extraccion y amplificacion del ADN, es uno de los enfoques mas exitosos para detectar
células viables. El uso de colorantes de unién a acidos nucleicos (EMA o PMA) en combinacién
con gPCR, a pesar de sus limitaciones, es una alternativa atractiva para detectar y enumerar

selectivamente bacterias viables (lo que lleva al término PCR de viabilidad, v-PCR). Esta técnica
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se utiliza para la deteccién de diferentes patdgenos en muestras clinicas y ambientales
(241,255-257).

Ditommasso et al. publican un estudio en el que comparan los resultados obtenidos mediante
gPCR convencional y métodos de cultivo en muestras artificiales (preparadas en solucion salina
de Page por adiccion de L. penumophila serogrupo 1 (ATCC 33152)) y analizan la cuantificacién
selectiva de células viables de Legionella spp. mediante el método qPCR-PMA. La cantidad
de ADN de Legionella spp. (GU) determinada por gPCR fue 28 veces mayor que la carga
detectada por cultivo (UFC). Aplicando la qPCR combinada con el tratamiento con PMA
obtuvieron una reduccion del 98,5% de la sefial de gPCR de las células muertas. Observaron
una diferencia en la capacidad de PMA para suprimir la sefial de PCR en muestras con diferentes
cantidades de bacterias: la eliminacion efectiva de las sefales de deteccién por PMA dependia
de la concentracion de GU y cantidades crecientes de células dieron como resultado valores mas

altos de reduccion (254).

También la gran variedad de inhibidores de la PCR que pueden encontrarse presentes en
muestras medioambientales puede dificultar su desarrollo. Se han descrito varios métodos para
su eliminacién, sin embargo, actualmente no existe un método universalmente aceptado que

permita obtener resultados reproducibles en todo tipo de muestras(181).

En 2017 Collins et al. se propusieron evaluar la utilidad de la PCR cuantitativa en tiempo real
(qPCR) frente al cultivo tradicional para realizar el recuento de Legionella spp. de muestras de
agua como parte de las pruebas de investigacion de rutina y de salud publica. Un resultado
negativo de qPCR fue altamente predictivo de un resultado de cultivo negativo para todos los
sistemas de agua (valores predictivos negativos, VPN de 97.4 a 100%). Los valores predictivos
positivos (VPP) fueron mas bajos (0-50%). Los resultados para qPCR fueron generalmente
mayores que los de cultivo. Se proponen niveles de alerta y accion entre 1000 y 10.000 UG por
litro, respectivamente, en la gPCR para sistemas de agua fria y caliente. El uso de gPCR redujo
significativamente el tiempo de resultados para las investigaciones de salud publica al identificar
rapidamente las fuentes potenciales y descartar otras, lo que permite una respuesta mas rapida
y eficiente. Los autores concluyeron que el alto VPN de gPCR apoya su uso para detectar

rapidamente muestras negativas sin cultivo(250).

La metodologia del cocultivo permite detectar bacterias viables pero no cultivables en medios de
cultivo habituales. Varios autores han demostrado la capacidad de activacién de las VBCN al
entrar en contacto con especies de Acanthamoeba(116,258) y también la letalidad al infectar
embriones de pollo(259), lo que sugiere que serian capaces de producir infecciéon en humanos
ya que los macréfagos son sus hospedadores accidentales. Esta demostrado que las cepas de
Legionella spp. entran en estado VBNC en cuanto las condiciones del medio son adversas.

Aunque la capacidad de cultivo de L. pneumophila podria inhibirse por completo, la posibilidad
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de que resista los tratamientos de desinfeccién tiene implicaciones que preocupan en salud
publica, y puede explicar, en parte, la presencia y persistencia de Legionella spp. tanto en el
agua de consumo como en los sistemas de agua de uso doméstico(260). Akiko Edagawa et al.
analizan la contaminacion de muestras de agua ambiental con Legionella spp. utilizando un
método de cultivo convencional, PCR y gPCR en tiempo real combinados con un método de
cocultivo amebiano. Demostré que la deteccién de Legionella spp., incluso en aquellas muestras
donde no fueron detectadas por el método de cultivo, fue posible utilizando gPCR y un método
de cocultivo amebiano. Siendo una herramienta util para detectar Legionella spp. viable y
virulenta(261).

Joly et al. encontraron diferencias interlaboratorio entre el cultivo y la gPCR en 2006 (262). Tras
analizar 28 estudios de la uUltima década, Whiley et al. publican una revisién que identifica las
numerosas inconsistencias entre el cultivo y la gqPCR mostrando una diferencia del 50% entre
los métodos. Es por esto, que es necesario realizar estudios para llegar a un consenso
internacional para desarrollar un protocolo de prueba universalmente aceptado para garantizar
la consistencia de los resultados tanto para fines de investigacién como para la evaluacion de

riesgos y cumplir la legislacion (263).

Otra linea de investigacion para detectar la presencia de VBNC Legionella spp. que no se puede
detectar mediante los métodos de cultivo estandar (ISO11731:2017) y qPCR es la combinacién
de estos métodos con la citrometria flujo. Se ha demostrado la utilidad de la citometria de flujo
para deteccién y caracterizacion de Legionella spp. en muestras ambientales(264—267). Nissar
et al. describen un método novedoso para cuantificar Legionella spp. VBNC a partir de muestras
de ambientales de agua utilizando un ensayo de “clasificacion de células por citometria de flujo
basado en viabilidad y qPCR” (VFC + gPCR), validado cuantificando la carga gendémica de
Legionella spp. VBNC a partir de muestras de agua de hospitales. Las células VBNC no pudieron
cultivarse en agar tamponado con extracto de levadura de carbén (BCYE); sin embargo, su
viabilidad se confirmd a través de su actividad ATP y su capacidad para infectar amebas
hospedadoras. Posteriormente, una evaluacion del procedimiento de pretratamiento
ISO11731:2017 demostrd que el tratamiento con acido o calor provoca una subestimacion de la
poblacion viva de Legionella spp. Los resultados de este estudio mostraron que estos
procedimientos de pretratamiento inducen a las células cultivables a entrar en un estado VBNC.
Esto puede explicar la baja sensibilidad y la falta de reproducibilidad observadas a menudo entre
el método de cultivo de Legionella spp y la PCR. Este estudio representa la primera vez que se
utiliza la clasificacion de células por citometria de flujo junto con un ensayo gqPCR como método
rapido y directo para cuantificar células VBNC de Legionella spp. de fuentes ambientales (268).
De momento, no hay un consenso en cuanto a la técnica de eleccion para la deteccion rapida de
Legionella spp. en muestras de agua. Parece que la gPCR se muestra como la mejor técnica
para este fin, sobre todo para descartar contaminacion por Legionella spp. Los resultados

positivos son mas dificiles de interpretar tal como hemos mostrado.
Tesis Doctoral Universitat de Valéncia 2024 89



Control de Legionella en instalaciones de red de agua hospitalaria

ESTUDIOS DE EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR: GENOTIPADO

Los aislados de Legionella spp. procedentes de muestras clinicas y ambientales, tienen que ser
analizados para poder identificar la posible fuente de contagio y establecer una asociacién
epidemioldgica, hecho que se ve dificultado por la ubicuidad de Legionella spp. en ecosistemas
acuaticos. La identidad de especie y serogrupo no es suficiente para implicar una cepa como
causante de un brote de legionelosis. Por ello, resulta imprescindible tipificar las cepas
procedentes de los pacientes y las ambientales, mediante su estudio genotipico(4). La
epidemiologia molecular es, en estos casos, de gran interés para corroborar la hipétesis

establecida inicialmente y adoptar medidas de prevencion eficaces.

Para realizar estos estudios es fundamental contar con cultivos del mayor nimero posible de
pacientes y con cultivos del mayor nimero de instalaciones relacionadas posible. Se ha
demostrado la coexistencia de varias cepas Legionella spp. diferentes en una misma instalacion,
por lo que es importante identificar al menos 5 6 6 colonias de cada muestra analizada. La
genotipificacion de los cultivos de los pacientes define de manera precisa el tipo de Legionella
spp. que produce los casos, siendo éste el que se busca entre los cultivos ambientales. Para ello
se comparan los cultivos humanos y ambientales mediante técnicas de epidemiologia molecular
(genatipificacion). Muchas han sido las técnicas utilizadas para discriminar los aislados de
Legionella spp.: analisis de plasmidos, electroforesis de proteinas (PAGE), analisis
multienzimatico, digestion del ADN cromosomico (RFLP), digestion del ADN cromosémico en
combinacioén con hibridacion con sondas (ribotipificacion), digestién del ADN cromosémico con
enzimas de restriccion de corte poco frecuente (PFGE). También se han utilizado diferentes tipos
de amplificacion del ADN, como la amplificacién arbitraria (AP-PCR), la amplificacién al azar
(RAPD), o de regiones repetidas en el cromosoma (REP-PCR), o de fragmentos intergénicos
repetidos en el cromosoma (ERIC). Otra técnica utilizada en la caracterizacion molecular de
Legionella spp. es la combinacién de la digestion del ADN con la amplificacién de los fragmentos
de restriccion (AFLP)(148). Otras técnicas como el tipificado con anticuerpos monoclonales y el
multilocus variable-number tandem-repeat analysis (MLVA), han sido desarrollados(269). Sin
embargo, estas técnicas tienen limitaciones a la hora de realizar los estudios epidemiolégicos
moleculares debido a su bajo poder de discriminacion, y son tediosas y lentas. También se ha
desarrollado un RFLP-IS (restriction fragment legth polimorfims-insertion sequence) y se espera
gque mejore las investigaciones moleculares en los brotes de Legionella (270).

Gomgnimbou et al. en 2014 publicaron otra técnica para subtipado de Legionella pneumophila
basada en la técnica de membrana spoligotyping, que permite clasificar en grupos de diversidad
genética mediante CRISPRs (clustered regularly interspaced short palindromic repeats). La
posibilidad de llevar a cabo el spoligotyping en otros soportes diferentes a las membranas, como

citometros de flujo con multiplex-microbead o con monitores de fluorescencia, aporta numerosas
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ventajas. Estos sistemas son validos para utilizarlos en los analisis rutinarios para la investigacion

y control de enfermedades infecciosas (271).

La necesidad de disponer de métodos de caracterizacién molecular que ofrezcan resultados
rapidos y reproducibles, con la posibilidad de ser compartidos en tiempo real por diferentes
laboratorios, ha llevado al desarrollo de métodos de secuenciacion de genes basados en técnicas
de MLST (multilocus sequence typing). Una variante de esta técnica es el SBT (sequence-based
typing) en la que se emplean tanto genes “housekeeping” como genes de virulencia, y ha sido
empleada para la tipificacién molecular de L. pneumophila serogrupo 1. Es método de referencia
para llevar a cabo el estudio molecular de la epidemiologia de L. pneumophila, y los grupos
obtenidos estan referidos a secuencias tipo (STs)(181). Los resultados obtenidos inicialmente
con el analisis de seis genes, flaA, pilE, Asd, mip, mompS y proA, fueron los que se emplearon
en el primer estudio piloto de SBT (Sequence-based-typing) en el EWGLI. Actualmente, el perfil
alélico de siete genes permite la asignacion de un ST al aislado correspondiente. Una base de
datos, comisariada por Public Health England (PHE), Londres, Reino Unido, en cooperacion con
el Centro Europeo para la Prevencion y el Control de Enfermedades (ECDC), Estocolmo, Suecia,
facilita el intercambio de datos y puede consultarse para estudios de vigilancia y epidemiologia
de L. pneumophila(272) . En 2017, la base de datos constaba de mas de 11,000 aislamientos
reportados con 2,298 ST diferentes. Los datos del esquema de SBT revelaron que un pequeio
subconjunto de ST representa un numero desproporcionadamente alto de casos clinicos. En
particular, cinco ST (1, 23, 37, 47 y 62) han representado casi la mitad de todos los casos de LD
sin relacion epidemioldgica en el noroeste de Europa informados a la base de datos SBT. A pesar
de que el indice de discriminacion del esquema SBT es de alrededor de 0,92, la tipificaciéon de
los ST que circulan con frecuencia con este método, por ejemplo, ST1, ST47 y ST23, resulta
menos informativo para diferenciar aun mas las cepas dentro de estos grupos clonales bastante
grandes(273). Por lo tanto, se necesita un paso adicional, pero las modalidades intentadas hasta

aqui, como spoligotyping, eran de valor limitado (274).

Debido a un mayor nivel de discriminacién en comparacion con los métodos de tipificacion
estandar de oro de diferentes bacterias, incluida L. pneumophila, la secuenciacion del genoma
completo (WGS) se ha convertido en una herramienta frecuentemente aplicada en las
investigaciones de brotes(275-280). Si bien el uso de esta herramienta se ha basado
principalmente en el analisis de polimorfismos nt Unicos (SNP), algunos estudios se basan en un
enfoque de estudio de todo el genoma para las cepas de L. pneumophila sg1. Estos esquemas
MLST extendidos permiten una comparacion detallada de dos o mas aislados al considerar todos
los genes de una especie (pangenoma) en lo que se llama MLST del genoma completo
(wgMLST), o alternativamente, un conjunto de genes conservados de una especie, a saber, el
genoma central MLST (cgMLST)(281). El andlisis de varias cepas relacionadas y cepas que
estuvieron involucradas en pequefos brotes usando estos cgMLST o wgMLST produjo

resultados que estaban de acuerdo con los métodos de tipificacién estandar actuales, lo que
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indica la idoneidad de estos métodos como herramientas de tipificacién para aislamientos de L.
pneumophila sg1(277,278,282). En 2013 varios autores publicaron el estudio de un brote en
Alemania utilizando un enfoque de tipificacidon gen por gen basado en 1,521 genes centrales:
tipificaciéon de secuencia multilocus de genoma central (cgMLST). Esta metodologia les permitié
conocer que los aislados epidémicos se dividieron en dos grupos distintos, ST345-A y ST345-B,
cada uno de los cuales contiene respectivamente una mezcla de muestras ambientales clinicas
y epidemiolégicamente relacionadas. Los autores concluyen que el brote probablemente fue
causado por ambas variantes del tipo de secuencia Unica, que preexistieron en los reservorios
ambientales. Los dos grupos diferian en 40 alelos ubicados en dos regiones gendémicas vecinas
de aproximadamente 42 y 26 kb. Ambos grupos eran indistinguibles por los métodos estandar
de oro comunes y otros métodos de genotipado(283). El genoma central MLST combina un alto
nivel discriminatorio con un flujo de trabajo estandarizado y una nomenclatura que permite una
comparabilidad global de los aislados. En general, cgMLST demostré ser Gtil para desenredar la

compleja epidemiologia gendmica del brote(284).

En 2016, David et al. publicaron un estudio comparativo para evaluar la metodologia 6ptima para
la tipificacion de Legionella pneumophila utilizando el genoma completo (WGS) de acuerdo con
las directrices publicadas, que incluyen (i) un método basado en un solo polimorfismo de
nucleétido (SNP), (ii) MLST extendido usando diferentes niUmeros de genes, (iii) determinacion
de la presencia o ausencia de genes, y (iv) un método basado en kmer. Analizaron 106
aislamientos del serogrupo 1 de L. pneumophila del "panel de tipificacion" estandar, utilizado
previamente por el Grupo de Estudio de la Sociedad Europea de Microbiologia Clinica sobre
Infecciones por Legionella (ESGLI), junto con otros 229 aislamientos. Los autores proponen un
esquema MLST extendido con ~50 genes que proporciona una concordancia epidemiologica
Optima al tiempo que mejora sustancialmente la discriminacion ofrecida por SBT y puede usarse
como parte de un esquema de tipificacion jerarquico que deberia mantener la compatibilidad con

versiones anteriores y aumentar la discriminacién cuando sea necesario (285).

Recientemente el ECDC ha elaborado un informe: “Marco estratégico del ECDC para la
integracion de la tipificacion molecular y genémica en la vigilancia europea y las
investigaciones de brotes en varios paises”. En este informe resume el progreso realizado
en las areas de tipificacion molecular mejorada en toda la UE para la vigilancia de enfermedades,
la vigilancia gendmica y el apoyo a brotes en varios paises. También documenta como los
Estados miembros usan la secuenciacion del genoma completo (WGS) en las operaciones de

salud publica y revisa la evidencia actual de la efectividad del WGS (286).

El marco estratégico propuesto establece una lista revisada de patdgenos/enfermedades
prioritarias para la integracion a mediano plazo en 2019-2021. Durante este periodo, el ECDC
propone prepararse y/o implementar apoyo para investigaciones de brotes en varios paises,

vigilancia continua de la UE y vigilancia centinela, para varios patdgenos, incluida Legionella spp.
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Las metodologias de diagndstico actuales permiten la identificacién de especies de Legionella
spp. y sus serogrupos. El método SBT para tipificacion de los aislados de Legionella pneumophila
fue desarrollado por el Grupo de Trabajo Europeo sobre Infecciones por Legionella (EWGLI)(287)
y ha sido referenciado para su uso en informes de vigilancia por la red de Vigilancia Europea de
Enfermedades del Legionario (ELDSNet) desde 2010, tanto para sistemas de vigilancia de

enfermedades de legionarios anuales como para viajes.

Actualmente, el esquema SBT utiliza una combinacion de siete genes y puede discriminar a mas
de 2 000 tipos de secuencia (ST)(24). Sin embargo, dado que una gran proporcién de los casos
son causados por algunos ST comunes, el método SBT puede carecer de poder discriminatorio.
Investigaciones recientes ya comentadas, han resaltado el valor superior de WGS para igualar
cepas ambientales y clinicas al identificar la fuente en brotes y guiar las medidas de control. Un
estudio de genomas de L. pneumophila indica la aparicion reciente de clones hipervirulentos
(272).Un esquema MLST basado en WGS extendido con aproximadamente 50 genes
proporciona una concordancia epidemiolégica 6ptima al tiempo que mejora sustancialmente la

discriminacion de SBT y mantiene la compatibilidad con la nomenclatura anterior (285).

Aunque la tipificacion directa en muestras clinicas o ambientales es posible hasta cierto punto,
el acceso limitado a los aislados de L. pneumophila basados en cultivos es un obstaculo
importante para WGS. Se propone que el ECDC analice la capacidad europea para la tipificacion
basada en SBT y WGS de L. pneumophila en la red ELDSNet y los paises de la UE en el afio
2019. EI ECDC también discutira con la red ELDSNet como se puede mejorar el informe TESS
y de datos moleculares para casos de enfermedad del legionario asociada a los viajes (TALD).
El ECDC tiene como objetivo fomentar el desarrollo de un esquemalalgoritmo de escritura
estandar basado en WGS y trabajar para facilitar el acceso a una base de datos de nomenclatura
en colaboracién con ELDSNet y ESGLI(277), mientras tanto el esquema SBT sigue siendo el

gold standard.

Aunque los brotes de legionelosis pueden aparecer en distintos ambitos (hospitalario,
comunitario o relacionado con viajeros) la estrategia para la tipificacion epidemiolégica de los
cultivos de Legionella spp. puede ser la misma(181,288-290).

Recientemente Girolamini et al. aplican un enfoque de genotipo basado en SBT durante la
vigilancia rutinaria de la Legionella spp. en un sistema de distribucion de agua caliente del
hospital para evaluar la contaminacién de Legionella spp. durante un periodo de siete afios
tratando con peroxido de hidrogeno (H2032) y sales de plata (Ag+) (H202/Ag+). El estudio se centrd
en evaluar los cambios en términos de muestras positivas, concentracion de Legionella spp. y
distribucién de aislados. El enfoque de genotipo y el analisis de las relaciones filogenéticas entre
las cepas permitieron el estudio de las correlaciones o diferencias entre las cepas y su respuesta

a los parametros fisicoquimicos involucrados en la ecologia de Legionella spp., como la
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temperatura y el tratamiento de desinfeccion. Los autores concluyen que el conocimiento
adquirido les permite crear un mapa de riesgo de Legionella spp. para cada edificio, que podria
apoyar el control de infecciones nosocomiales, el mantenimiento y las estrategias de
desinfeccion de los sistemas de distribuciéon de agua, asi como facilitar una respuesta rapida
durante la investigacion epidemiolégica mediante la comparacion gendmica con casos
clinicos(237).
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OBJETIVOS
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La normativa vigente durante el periodo de estudio (RD 865/2003), establecia como criterio para
controlar las instalaciones de riesgo el analisis de puntos rotativos de manera que se analizaran
todos los puntos terminales a lo largo del afo (22). Tiene como inconveniente que en
instalaciones poco contaminadas o con una contaminacion no uniforme, puede haber periodos
de falsa sensacion de seguridad al no detectar Legionella spp. en puntos no contaminados. Para
el estudio de Legionella spp. las muestras deberian tomarse donde es probable que la bacteria
pueda aislarse a altas concentraciones y deberian ser representativas de modo que reflejen las
caracteristicas de la instalacién que se investiga. Nos planteamos establecer un sistema de
muestreo alternativo a los puntos terminales de la instalacion completa basado en el control
periddico de los puntos de la instalacion susceptibles de presentar recuentos de Legionella spp.
mas elevados que denominaremos puntos criticos (PC).

En cuanto a la deteccién de Legionella spp., el cultivo convencional en medios selectivos segun
la UNE-EN ISO 11731 es el método de referencia. Hasta 2017 solo incluia GVPC, que es un
medio selectivo con alta rentabilidad en el cultivo de muestras con una mayor carga de microbiota
interferente, aunque es conocido que puede inhibir el crecimiento de Legionella spp. obteniendo
resultados falsos negativos o con recuentos inferiores a los reales. La UNE-EN ISO 11731
describe un método para identificar Legionella spp. basado exclusivamente en la confirmacién
de presuntas colonias mediante subcultivo en agar BCYE y Wcys. Sin embargo, existen
diferentes métodos para la identificacion de colonias siendo el mas usado la aglutinacién con
particulas de latex. En los ultimos afios la espectrometria de masas por MALDI-TOF se ha
generalizado en los laboratorios de diagnéstico microbioldgico y estudios recientes utilizan la

PCR y la secuenciacion por SBT para el control de instalaciones hospitalarias(23,209).

Para asegurar un buen control de la legionelosis hospitalaria nos propusimos:

1) Definir un sistema de muestreo optimizado basado en la identificacion y monitorizacion de
puntos criticos (PC), identificados en funcién del numero y distribucion de los PT de la red y
definidos como el inicio y el final de cada tramo de la instalacién, un punto intermedio de la misma
y areas de pacientes de alto riesgo, con el objetivo de realizar un seguimiento periédico que nos

permita tener un control de la instalacion.

2) Evaluar los métodos de cultivo para deteccion y recuento de Legionella spp. en muestras de
agua sanitaria comparando la recuperacion de Legionella spp. viable por cultivo en medio BCYE
y GVPC basado en una modificacion de la UNE-EN ISO 11731 al que incorporamos un medio
enriquecido (BCYE) para el cultivo de las muestras de agua sanitaria, y comparamos los
resultados expresados como el log del n° de UFC/L obtenidos, para valorar la mejora en términos
de sensibilidad en cuanto al n° de colonias informadas segun el medio utilizado y el medio que

utilizamos con mas frecuencia para informar los recuentos maximos de colonias.

Ademas, como objetivos secundarios:
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1) analizamos el uso de la aglutinacion con particulas de latex

2) analizamos el uso de MALDI-TOF-MS para la identificacion de las colonias compatibles con
Legionella spp. obtenidas del cultivo de las muestras de agua sanitaria

3) realizamos el genotipado por SBT en un grupo de cepas para conocer la diversidad genética
de Legionella spp. en el hospital y analizar los cambios observados tras los distintos protocolos

de desinfeccién aplicados en la instalacion.
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METODOLOGIA
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1. DESCRIPCION DE LA INSTALACION

La instalacion a estudio es un hospital de disefio horizontal y consta de cuatro edificios: pabellén
A, pabellén B, pabelldn C y pabelldn quirdrgico (QX). Se trata de una instalacién antigua, excepto

el pabellon QX, donde el agua de aporte proviene de la red de consumo (agua potable).

Dentro de cada pabelldn hay diferentes sectores:
e Pabelldn A: Sectores 1, 2, 3y 4.
e Pabelldn B: Sectores 1, 2y 3.
e Pabelldon C: Sectores 1y 2.

e Pabellon QX: solo 1 sector.

Ademas del pabellén QX los sétanos de los pabellones A, B y C tampoco estan divididos en

sectores.

A su vez, cada sector tiene diferentes alturas, que estan representadas de abajo a arriba
empezando por el sétano, planta baja, planta 1, planta 2, planta 3 y planta 4. La Unidad es el
conjunto del pabellén + planta + sector. Ejemplo: A11= pabellén A, planta 1, sector 1. En la figura
14 se muestra el esquema de la distribucion espacial de la instalacion de los pabellones A, B y
C. En rojo se indica la localizacién de los PC.

2. MUESTRAS ANALIZADAS

Para el estudio hemos utilizado una base de datos de 2.137 muestras de agua sanitaria
analizadas para cultivo de Legionella spp. durante el periodo 2006-2018 mediante un
procedimiento de ensayo segun la norma UNE-EN ISO 11731 (procedimiento acreditado por la
entidad nacional de acreditacion ENAC conforme a los criterios recogidos en la norma UNE-EN-
ISO/IEC 17025 (CGA-ENAC-LEC). Ademas, analizamos parametros fisico-quimicos

(temperatura, cloro y pH) y microbiolégicos (aerobios totales).
Para el andlisis de los puntos criticos utilizamos los resultados de las UFC/L de Legionella spp.
detectadas en los cultivos del total de las muestras analizadas; de estas, 1.304 se utilizaron para

valorar el rendimiento de los medios de cultivo.

La identificacién de serogrupos de Legionella spp. por aglutinacion en latex se realizd a partir de
las cepas aisladas de los cultivos de todas las muestras de agua.
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Seleccionamos para analisis por SBT 65 cepas congeladas de L. pneumophila representativas
de los puntos terminales de la red de agua sanitaria del hospital, aisladas durante el periodo
2011-2015. Las cepas fueron remitidas para su analisis a la Unidad Mixta de Investigacion en
Infeccion y Salud Publica de la Universitat de Valéncia, la Fundacién para el Fomento de la
Investigacion Sanitaria y Biomédica de la Comunidad Valenciana y el Consejo superior de
Investigaciones Cientificas (FISABIO/CSISP/Universitat de Valéncia).

Identificamos mediante MALDI-TOF-MS 60 colonias que no aglutinaron o las que aglutinaron

como Legionella spp.
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FIGURA 14. Representacion de la distribucion espacial de la instalacién y la localizacion de los PC de los pabellones A, By C.

Tesis Doctoral Universitat de Valéncia 2024

101



Control de Legionella en instalaciones de red de agua hospitalaria

3. IDENTIFICACION Y MONITORIZACION DE LOS PUNTOS
CRITICOS

Definimos los PC como los puntos de muestreo donde habia mayor probabilidad de encontrar
altas concentraciones de Legionella spp. como son el inicio y el fin de cada tramo de tuberia.
También incluimos puntos intermedios en cada tramo y puntos donde se encontraban pacientes
vulnerables o la concentracion de Legionella spp. detectada en analisis anteriores era alta como
metodologia de control alternativo al muestreo anual rotatorio de todos los puntos terminales de
la instalacién de acuerdo al RD 865/2003 y a la UNE 100030:2005 IN(22,215).

Debido a la magnitud de la instalacién a estudio, y los multiples puntos con cultivo positivo para

Legionella spp., seleccionamos los PC para que fueran representativos de todos los PT.

Para llevar a cabo esta seleccion se revisaron los planos de la red interna y se determinaron los
puntos mas representativos y accesibles tanto de la red de agua fria, como de la caliente. En
caso de que haya ramificaciones de la red que suministren a diversos bloques se aumenté los

puntos de muestreo (uno para cada bloque).

La instalacion completa consta de 869 puntos terminales de red (PT) distribuidos de la siguiente
forma: el pabellon A cuenta con 327 PT, el pabellon B con 294 PT, el pabellén C con 140 PT y

el pabellén quirargico con 108 PT.

Del total de PT se seleccionaron 99 PC en los cuatro pabellones, que suponen el 11,4% (0-
100%) del total de puntos terminales de la instalacion. En la figura 15 se muestra el nimero de
PC y PT analizados.

Puntos de recogida
(numero de muestras)

£\ -

terminales

= Puntos criticos
869

FIGURA 15. Niumero de puntos terminales de la instalacién y numero de puntos criticos

analizados.
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FIGURA 16. Numero de muestras analizadas por pabelldn.

(QX= Pabellon Quirargico).

Para monitorizar los PC, analizamos los datos del n°® UFC/L de Legionella spp. recuperados de
las muestras de agua sanitaria de todos los PT de la red, recogidas en distintos periodos de
tiempo entre los afios 2006-2018. Se dispone de una base de datos de 2.137 muestras de agua,
de los cuales 1.067 corresponden a determinaciones de los PC. La distribucién de las muestras
analizadas por pabellones se describe en la figura 16, siendo de 811 muestras en el pabellén A,
830 muestras en el pabelléon B, 352 muestras en el pabellén C y 144 muestras en el pabellén

quirdrgico.

En la tabla 6, se muestra la distribuciéon de PT y PC de los 4 pabellones por sectores, plantas y
unidades. Se sefala en color azul las zonas destinadas a hospitalizacion de pacientes, en esta

zona la media del porcentaje de PC analizados es del 27% (3-100%).

Los PC han sufrido modificaciones durante el periodo de analisis de la instalacion, debido a
reformas estructurales de los edificios que han obligado a modificar o anular el punto de toma de
muestra. En funcién de los resultados obtenidos (n° UFC/L) y del uso que se le daba a la
instalaciéon (presencia/ausencia de pacientes, realizacion de obra o reforma, puntos positivos
para Legionella sp...) algunos PC se han monitorizado de forma mas constante. Es por estas
razones que los PC han ido variando y encontramos la distribucion de datos acumulados en las
ilustraciones 16, 17 y 18. En el afo 2018 quedaron establecidos 88 PC en los 4 pabellones que

se muestran en el anexo 1.

En algunos sectores no se han definido PC ya que no se destinan a uso hospitalario y no se
analizan en la serie de datos, como son la unidad 1 de la planta baja del pabellon A (AB1), la

unidad 1 de la segunda planta baja del pabellén B (B21), el sétano del pabellén B (BS) y la planta

Tesis Doctoral Universitat de Valéncia 2024 103



Control de Legionella en instalaciones de red de agua hospitalaria

3 del pabellén quirdrgico (QX3). Hemos excluido del analisis por sectores 6 puntos terminales en

cuya definicion no constaba el sector al que pertenecen.

No analizamos de forma periddica el depdsito, el acumulador ni el circuito de retorno al no estar
contemplado en la normativa vigente durante el periodo de estudio, por lo que no se incluyeron
como PC. No obstante, si se realiz6 el analisis de estos puntos tras la puesta en marcha de los
fotocatalizadores durante los anos 2011 y 2012. En el apartado de resultados se muestra un

resumen de estos datos.
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TABLA 6. Descripcién de la instalacion a estudio. Distribucidén de puntos terminales y

puntos criticos. Porcentaje de puntos analizados del total de la instalacion.

PABELLON [SECTOR |[PLANTA [UNIDAD [N°PT [RANGO PT N°PC | RANGO PC | % PC/PT
A S S AS 7 1-7 1 1 14,28
A B B AB 41 8-48 5 2-6 12,19
A 1 1 A11 49-51, 868 2 7,8 50

A 1 2 A12 52, 869 1 9 50

A 1 3 A13 42 53-94 3 11-13 7,14
A 1 4 A14 1 95 1 10 100
A 2 1 A21 11 96-106 1 14 9,09
A 2 2 A22 139 107-245 4 15-18 2,87
A 2 3 A23 9 246-254 2 19, 20 22,22
A 2 4 A24 18 255-272 1 21 5,55
A 3 1 A31 4 273-276 1 22 25

A 3 2 A32 31 277-307 3 23-25 9,67
A 3 3 A33 14 308-321 4 26-29 28,57
A 3 4 A34 322-325 4 30-33 100
B S S BS 326-329 0 0

B B B BB 330-338 5 34-38 55,55
B 1 1 B11 4 339-342 2 39-40 50

B 1 2 B12 50 343-392 3 41-43 6

B 1 3 B13 47 393-439 3 44-46 6,38
B 1 4 B14 22 440-461 1 47 4,54
B 2 1 B21 1 463 0 0

B 2 2 B22 7 462, 464-468, 523 3 48-50 42,85
B 2 3 B23 51 469-519 3 51-53 5,88
B 2 4 B24 3 520-522 1 54 33,33
B 3 1 B31 71 524-594 3 55-57 4,22
B 3 2 B32 14 595-608 5 58-62 35,71
B 3 3 B33 4 609-612 3 63-65 75

B 3 4 B34 5 613-617 3 66-68 60

C S S CSs 1 618 1 69 100
C B B CB 2 619, 620 2 70,71 100
C 1 1 C11 19 621-637,639-640 1 72 5,26
C 1 2 C12 1 638 1 73 100
C 2 1 C21 34 641-674 3 74-76 8,82
C 2 2 C22 22 675-696 3 77-79 13,63
C 3 1 C31 34 697-730 2 80, 81 5,88
C 3 2 C32 23 731-753 1 82 4,34
C 4 C4 4 754-757 1 83 25
Qx S S QXS 49 758-806 4 84-87 8,16
Qx B B QXB 19 807-825 4 88-91 21,05
Qx 1 Qx1 12 826-837 2 92,93 16,66
Qx 2 QX2 25 838-862 3 94-96 12
Qx 4 QX4 3 863-865 3 97-99 100
TOTAL 869 99 11,39
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FIGURA 17. Datos acumulados de las mediciones de los puntos criticos del pabellén A.
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FIGURA 18. Datos acumulados de las mediciones de los puntos criticos del pabellén B.
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FIGURA 19. Datos acumulados de las mediciones de los puntos criticos del pabellén C.
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4. MUESTRAS

4.1 TOMA DE LAS MUESTRAS

Las muestras analizadas fueron muestras de aguas destinadas al consumo humano.
Comenzamos el analisis microbioldgico lo antes posible tras la recepcion de la muestra en el

laboratorio.

Para tomar muestras de los puntos terminales, como duchas y grifos, se eligieron servicios o
habitaciones no utilizados en los dias previos a la toma, y la toma se realizé en 3 pasos, segun

el método recomendado en anexo 6 del RD 865/2003:

1) Abrir la ducha o grifo suavemente y recoger los primeros 100 ml aproximadamente.

2) Rascar con una torunda de algodon, o espatula en el caso de haber incrustaciones duras, e
incluir en el agua.

3) Dejar correr otra pequefia cantidad de agua (hasta completar 1 L) para que arrastre los restos
del rascado.

Tomamos un litro de agua, recogiendo primero una pequefa cantidad (unos 100 ml) para
después rascar el grifo o ducha con una torunda que se incorporara en el mismo envase y

recoger el resto de agua arrastrando los restos del rascado.

Las muestras de agua se recogieron en recipientes estériles de polietileno y se mantuvieron en
oscuridad entre 6-8°C hasta su procesado. Se recogieron los detalles sobre el origen (punto
concreto de la toma, instalacion/edificio, direccién de la instalacion) y volumen de la muestra asi

como la posible presencia de algun biocida, la temperatura del agua y cantidad de cloro libre.

Establecimos como tiempo maximo entre la toma de la muestra y su procesamiento en 5 dias,
aunque siempre que fue posible las muestras se procesaran dentro de las 48 horas tras su
recogida. Las muestras que a la recepcioén en el laboratorio presentaron derrames o carecian de
informacion sobre sus caracteristicas se registraron en el registro de incidencias y en caso

necesario se desecharon.

La periodicidad del muestreo fue trimestral.
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4.2 TRANSPORTE Y ALMACENAMIENTO

El transporte de muestras de agua al laboratorio se realizé a temperatura ambiente (evitando
temperaturas altas en verano) y protegidas de la luz solar, en el menor tiempo posible (24-48 h)
en embalajes adecuados para evitar su rotura o vertido. Las muestras de agua se almacenaron

en nevera entre 2-8°C hasta su procesamiento un maximo de 5 dias.

5. REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO

5.1 REACTIVOS

5.1.1 TAMPON ACIDO

Preparamos la solucion acida de KCI/HCI 0,2N (pH 2,2+0.2) para usar en el tratamiento de

descontaminacién de las muestras contaminadas siguiendo los siguientes pasos:

1. Solucién A (Solucion de HCI de 0,2 mol/L)

HCI concentrado (1,16 g/ml, contenido minimo 35,4%).......... 17,4 ml

Aguadestilada...........oooiiiiii 1000 mi

2. Solucién B: Cloruro potasico (KCI) 0,2 mol/L.

Aguadestilada. ..o 1000 mi

3. KOH 1 mol/L, disolviendo 5,6 g de KOH en 100 ml de agua destilada

La caducidad de cada una de esas soluciones sera de 1 afio a partir de su fecha de preparacion.

Preparamos el tampén acido mezclando:

— 3,9 mlde solucién Ay
— 25 ml de solucién B.

— Ajustar el pH a 2,2 por adicion de KOH 1 mol/L.

Almacenamos en frascos de vidrio con tapén de rosca a temperatura ambiente protegidos de la
luz un maximo de un mes. Evitamos la excesiva manipulacion para evitar posibles

contaminaciones.
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5.1.2 MEDIO DE CONGELACION

Para la conservacion de los aislados de Legionella spp. se utilizé un sistema estéril de
conservacion de cepas microbiolédgicas, consistente en un criovial de 2 ml que contiene crioperlas
de vidrio tratadas con crioprotectores que actian como conservante (CRYOINSTANT®,

Deltalab). Los aislados se conservaron a -20°C.

4.2 MEDIOS DE CULTIVO

Para el cultivo de las muestras analizadas empleamos medios adquiridos comercialmente:

— ENR=BCYE: Agar BCYEa (Bufferd charcoal yeast extract suplementado con a-
cetoglutarato), LEG/ONELLA AGAR ENRICHED.

— BCYEcys=WCys: Agar BCYEa sin Cisterna, LEGIONELLA WO/CYSTEINE (UNE-EN
ISO 11731).

— GVPC: Medio Selectivo Agar GVPC (BCYEa suplementado con glicina,
vancomicina, polimixina B y cicloheximida), LEGIONELLA GVPC (UNE-EN ISO
11731).

Los medios se conservaron entre 4—12°C hasta la fecha de caducidad indicada por el fabricante,
y se sometieron a controles de calidad antes de su uso para confirmar las condiciones de

esterilidad, viabilidad y recuperacion segun el protocolo descrito a continuacion.

La composicion de los medios segun la UNE-EN ISO 11731 se muestra en el anexo 2.

5.1.3 CONTROL DE CALIDAD DE LOS MEDIOS DE CULTIVO.

Para evaluar la capacidad del medio para soportar el crecimiento bacteriano usamos cepas de
referencia de la coleccion espanola de cultivos tipo (CECT) y seguimos los criterios de la UNE-
EN ISO 11133 “Microbiologia de los alimentos para consumo humano, alimentacién animal y

agua. Preparacién, produccién, conservacion y ensayos de rendimiento de los medios de cultivo”.

A. DEFINICIONES

N° ID o N° lote del medio de cultivo: Corresponde a un niumero que identifica un lote de medio

de cultivo provisto por el fabricante en el caso de medios ya listos para el uso.

Productividad: Rendimiento, recuperacion, crecimiento de un microorganismo que se espera

que se desarrolle en el medio de cultivo.
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Selectividad: La supresion del crecimiento de un microorganismo que se espera sea inhibido en

el medio de cultivo.

Cepas de Referencia: Microorganismos obtenidos de una coleccién nacional o internacional

reconocida.

Cepas de Reserva: Cepas obtenidas a partir del cultivo de una cepa de referencia preparada y

conservada por un laboratorio.

Cepas de Trabajo: Cultivos de microorganismos obtenidos a partir de las cepas de reserva para

su utilizacién en los ensayos que lo precisen.

Esterilizacion: Tratamiento mediante el cual se elimina todo tipo de microorganismos vivos.

Nivel de Recuperacion: Es el porcentaje de microorganismos obtenidos en un medio de cultivo

donde se ha inoculado un nimero conocido y pequefio de microorganismos.

Medios de Cultivo: Preparacion nutritiva liquida o sélida utilizada para inducir el crecimiento de

microorganismos.

Medios Selectivos: Medios de cultivo que seleccionan el desarrollo de ciertas cepas de

microorganismos.

Medios no Selectivos: Medios de cultivo que dejan desarrollarse casi cualquier tipo de

microorganismo. No hay seleccion.

MICROORGANISMOS CONTROL

- Legionella pneumophila CECT 7109
- Enterococcus faecalis ATCC® 29212
- Escherichia coli ATCC® 25922
- Legionella anisa CECT 8177T

Para cada lote de medio de cultivo comercial, confirmamos que cumplian los mismos requisitos
antes de su uso, comprobando su esterilidad y su capacidad para recuperar Legionella spp. con

el siguiente protocolo:

1. Comprobar su esterilidad. En cada lote de medio de cultivo preincubamos el 1% de
placas a 35°C, para comprobar la ausencia de crecimiento bacteriano. Las placas se

incubaran a la temperatura y el tiempo adecuado especifico para cada medio de cultivo:
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a. GVPC: Incubamos a 36°C * 2°C durante 5-10 dias.
b. BCYE: Incubamos a 36°C * 2°C durante 5-10 dias.

c. BCYE-cys: Incubamos a 36°C + 2°C durante 2-5 dias.

La temperatura y el tiempo de incubacion utilizado en los ensayos cuantitativos de rendimiento

(productividad) seran los utilizados en el ensayo para el que se utilice el medio.

2. Comprobar su capacidad para el crecimiento de Legionella spp: Para comprobar que el

medio de cultivo preparado soporta el crecimiento de Legionella spp., y que las colonias

que produce presentan el aspecto caracteristico, realizamos controles de productividad

y selectividad. Para los controles de productividad el nivel de inoculo ha de ser de 102

UFC por medio en placa (rango de 80-120).

a. GVPC: Incubamos a 36°C * 2°C durante 5-10 dias.
b. BCYE: Incubamos a 36°C * 2°C durante 5-10 dias.

c. BCYE-cys: Incubamos a 36°C + 2°C durante 2-5 dias

El volumen de in6culo es de 0,1 ml para todas las placas. La temperatura y el tiempo de

incubacion, asi como el volumen de indculo utilizado en los ensayos cuantitativos de rendimiento

(productividad) seran los utilizados en el ensayo para el que se utilice el medio.

El control de medios y cepas a utilizar se realiza segun ANEXO F de la UNE-EN ISO 11133 tal

como se muestra en la tabla 7 para el calculo de la productividad y en la tabla 8 para el calculo

de la se

lectividad.

TABLA 7. Control de medios y cepas a utilizar para comprobar la productividad de los medios
de cultivo segun el anexo F de la UNE-EN ISO 11133.

“PRODUCTIVIDAD (Pr)
Medio Tipo | Norma | Incubacién | Cepa control Medio de | Método de Criterio de
referencia | control aceptacion
GVPC Sélido | ISO 36°C +2 Legionella BCYE Cuantitativo® | Pr20,5
11731 | 2-5dias pneumophila
CECT 7109
GVPC Sdlido | ISO 36°C+2 Legionella BCYE ya | Cuantitativo® | Pr20,7
11731 | 2-5dias pneumophila validado
CECT 7109
Legionella
anisa CECT
8177
BCYE Sélido | ISO 36°C +2 Legionella BCYE ya | Cuantitativo® | Pr20,7
11731 | 2-5dias pneumophila validado
CECT 7109
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®Reacciones caracteristicas: colonias de color blanco-gris-azul-purpura con el borde completo

y apariencia caracteristica de vidrio esmerilado

#)Calculo de la razon de Productividad (Pr)

(Pr)= Ns/No

Ns = n°® (numero) de colonias obtenidas en el medio de cultivo estudiado, rango de recuento de

102 ufc/placa

No = n° de colonias obtenidas en el medio de referencia

3. Comprobar que el medio selectivo es capaz de inhibir el crecimiento de microorganismos

no diana: Para los controles de selectividad la suspension del microorganismo no diana

ha de ser de 10* — 108 UFC/ ml. Las placas se incubaran a la temperatura especificada.

El volumen de in6culo es de 0,1 ml.

a. GVPC: Incubamos a 36°C * 2°C durante 5-10 dias.

TABLA 8. Control de medios y cepas a utilizar para comprobar la selectividad de los medios
de cultivo segun el anexo F de la UNE-EN ISO 11133.

SELECTIVIDAD
Medio Tipo | Norma | Incubacién | Cepa control Método Criterio de
de aceptacion
control
GVPC Sdélido | ISO 36°C+2 Escherichia coli Cualitativo | Inhibicion
11731 | 3 dias ATCC®25922 parcial (0-1
ufc/placa)
Enterococcus Cualitativo | Inhibicion
faecalis 29212 total
Enterococcus Cualitativo | Inhibicion
faecalis 29212 (Ns) total

Ns = n° (numero) de colonias obtenidas en el medio de cultivo estudiado, rango de recuento entre

de 103y 10* UFC/placa.

METODO DE CONTROL DE LA RECUPERACION MEDIANTE EL USO COMO
MICROORGANISMO CONTROL CEPAS DE REFERENCIA (LEGIONELLA
PNEUMOPHILA CECT 7109)

A.1. Inocular 0,1 mL suspension bacteriana (Lpn CECT 10 realizada a partir de un Mac Farland

de 0,5) e incubar 48+4 h a 3612 °C. en una placa de medio de Legionella ENR y en una placa
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del nuevo lote del medio de GVPC. El in6culo se distribuye por toda la placa con ayuda de un
asa bacteriolégica estéril y se deja que el medio inoculado permanezca en reposo hasta que se

haya absorbido.

A.3. Realizar el recuento de colonias en ambos medios y registrar los resultados (Registro

controles internos).

A.4.  Valorar los resultados y aceptar del lote de medio de cultivo segun lo establecido en las
tablas 7 y 8.

El protocolo para la preparacion de la suspension bacteriana (Lpn CECT 10#) se muestra en el

anexo 3.

6. EQUIPOS Y MATERIAL

A continuacién, mostramos el listado de los equipos y el material utilizado para el analisis de las

muestras:

— Estufa de 3612 °C

— Agitador vortex

— Bano Termostatico de agua a 5011 °C

— Medidor de pH

— Balanza de precision

—  Lupa binocular

— Nevera 4-8 °C

— Congelador de -20°C

— Centrifuga

— Micropipetas automaticas de 10-100 uL y 100-1000 uL

— Medidor de McFarland

— Sistema de filtracién: Combi Microfil® (SM262, SM264) y EZ-PacK® (Millipore)
(SM261) con Filtros de nylon o policarbonato de 47 mm de diametro y con tamafio de
poro de 0,45 ym. y Matraz de vidrio de 3 litros, con salida lateral para vacio, con tapén
adaptador para conectar la goma de vacio.

— Tubos de centrifuga: Tubos Falcon de 15 ml con tapon de rosca (Greiner®)

— Material plastico estéril: puntas con filtro para micropipetas automaticas de 10-100 uL
y 100-1000 pL

— Asas de cultivo desechables
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— Cabina Bioseguridad tipo |I-A de bioseguridad (ThermoFisher SCIENTIFIC MSC
Advantage 12)

7. PROCEDIMIENTO

7.1 SEGURIDAD Y CONDICIONES AMBIENTALES

El procesamiento de las muestras recibidas en el Laboratorio, asi como los cultivos se realizé en
el area de aislamiento en la campana de bioseguridad (Tipo II-A). (CBS Legionella). Conectamos
cabina 15 minutos antes de su utilizacion y tras las centrifugaciones y agitaciones vigorosas dejar
reposar durante 5 a 10 min antes de abrir los contenedores para evitar el riesgo por la produccion

de aerosoles.

7.2 CONCENTRACION DE LAS MUESTRAS

7.2.1. CONCENTRACION MEDIANTE FILTRACION

Todo el volumen de muestra recibida (1L) se filtré siguiendo las instrucciones de uso del Sistema
Combi Microfil y EzPacK ®Millipore (Merck, Darmstadt, Alemania), usando membranas de nylon

o policarbonato de un tamafio de poro de 0,45 um y 47 mm de diametro.

Una vez terminada la filtracion se retiré cuidadosamente el filtro del soporte con pinzas estériles
y se insertd en un tubo Falcon estéril (Thermo Fisher Scientific, Madrid, Espafia) conteniendo 10
ml de agua destilada estéril. La bomba de vacio no se desconectd hasta que se hubo retirado la

membrana para evitar una posible contaminacion por reflujo.
Se agitd vigorosamente el tubo Falcon conteniendo la membrana durante al menos 2 min,
mediante vortex.

Tras la agitacion el tubo Falcon se centrifugd a 3500 rpm durante 25 minutos, para favorecer la
liberacion de las bacterias del filtro. El sedimento se resuspendié mediante agitacién vigorosa,

durante al menos 2 minutos en vortex.
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Antes de iniciar la filtracion de otra muestra de agua, limpiamos el soporte con alcohol de 96 °C,
y se flameamos con llama. Esterilizamos los cabezales de filtracion en autoclave después de

cada lote de muestras.

7.3 DESCONTAMINACION E INOCULACION EN LOS MEDIOS DE CULTIVO

Los concentrados de las muestras se procesaron inmediatamente. Si no se pudieron procesar
inmediatamente, las muestras concentradas se conservaron a 6+2 °C en oscuridad durante no

mas de 10 dias.

Dividimos tres fracciones de las muestras concentradas en tubos eppendorf estériles

(esterilizados mediante autoclave a 120°C):

1. Muestra concentrada Sin tratamiento de descontaminacion (FST)

- Inoculamos:

= dos placas de GVPC, una con 0,1 ml (FST GVPC) y la otra con 0,5 ml de
la muestra concentrada (FST 500). Anotamos el volumen de muestra

inoculada en las placas.
= una placa de BCYE con 0,1 ml de la muestra concentrada (FST BCYE).
2. Muestra concentrada Tratamiento con calor (FC):
— Transferimos 1+ 0,5 ml de muestra a un epperdorf estéril.
— Incubamos en un bafio a 5011 °C / 30+ 2 min.
— Inoculamos:

e una placa de GVPC con 0,1 ml de la muestra concentrada sometida a
tratamiento con calor (FC GVPC).

e una placa de BCYE con 0,1 ml de la muestra concentrada sometida a

tratamiento con calor (FC BCYE).

— Inoculamos los medios de cultivo, tan pronto como fue posible después de su retirada

del bafo de calor.

3. Muestra concentrada Tratamiento acido (FA):
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Transferimos 1 ml de muestra a un epperdorf estéril
— Centrifugamos 1 ml de muestra a 6000 g durante 10+1 min.

— Eliminamos la mitad del sobrenadante (0,5 ml) con una pipeta estéril y agitamos el

sedimento vigorosamente.

— Afadimos un volumen de tampén acido igual al retirado (0.5 ml) hasta el volumen

original mezclando suavemente.
— Dejamos en reposo a temperatura ambiente: 5 £0.5 min.
— Inoculamos:

e una placa de GVPC con 0,1 ml de la muestra concentrada sometida a
tratamiento con acido (FA GVPC).

e una placa de BCYE con 0,1 ml de la muestra concentrada sometida a
tratamiento con acido (FA BCYE).

4. Muestra filtrada diluida 1/10 sin pretratamiento:

En muestras con concentraciones elevadas de Legionella spp. (>10°) se realizo la siembra de la

muestra filtrada diluida 1:10.

- Preparamos una dilucién 1/10 de la muestra filtrada e inoculamos:
= una placa de GVPC con 0,1 ml de la muestra diluida 1/10 (DIL 1/10 GVPC).

= una placa de BCYE con 0,1 ml de la muestra diluida 1/10 (DIL 1/10 BCYE).

7.4 CONDICIONES DE INCUBACION

Los in6culos se distribuyeron por toda la placa con ayuda de un asa bacteriolégica estéril. Se
dejé que el medio inoculado permaneciera en reposo hasta que se hubiera absorbido todo el
inéculo y las placas de GVPC y BCYE inoculadas se incubaron invertidas a 36°C+2°C en

aerobiosis y condiciones de humedad durante un minimo de 10 dias.

CONSERVACION DE LAS MUESTRAS CONCENTRADAS
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El resto del concentrado de la muestra que no se utilizd para el cultivo se conservé a 6+2 °C,

durante un tiempo maximo de 3 meses.

7.5 EXAMEN DE LAS PLACAS

Las placas se examinaron periddicamente cada 2-4 dias buscando colonias compatibles
morfolégicamente con Legionella spp. Al menos se revisaron tres veces durante el periodo de

incubacion.

Las colonias de Legionella spp. crecidas directamente sobre el medio de cultivo son lisas con un
borde entero, tienen un aspecto granular, como “polvo de vidrio” y a veces presentan un brillo

azul-verdoso o rosa-purpura, con un aspecto cristalino caracteristico.

7.6 IDENTIFICACION DE LAS COLONIAS DE LEGIONELLA

Para la identificacion bacteriana se seleccionaron para subcultivo hasta tres colonias con
morfologia caracteristica de Legionella spp., provenientes de cada una de las placas con el
medio GVPC y BCYE. De las muestra FST, solo se seleccionaran para subcultivo colonias de
la placa GVPC inoculada con 0,5 mL, cuando en la placa inoculada con 0,1 mL no se obtenia
crecimiento. Si hay crecimiento en las dos placas (la inoculada con 0,5mL y la inoculada con 0,1

mL), sélo se seleccionan colonias de la placa inoculada con 0,1mL.

Si en la muestra procesada, existian distintos tipos de colonias caracteristicas de Legionella spp.,
se hicieron subcultivos de dos o tres colonias de cada tipo para realizar la identificacion de

serogrupos individuales de Legionella spp.:

- Cada colonia morfolégicamente compatible con Legionella ssp. seleccionada

para subcultivar, se inoculé en BCYE y medio de BCYE sin cisteina (WCys).

- Incubamos los subcultivos de colonias como minimo 2 dias a 362 ° C y
humedad hasta que se produjo crecimiento confluyente o como pequenas
colonias aisladas.

- Se consideraron como Legionella spp. las colonias que crecieron en agar
enriquecido (BCYE) y presentaron crecimiento nulo en agar BCYE sin cisteina
(WCys).
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8. CALCULO Y EXPRESION DE RESULTADOS

Tras confirmacion de las colonias como genero Legionella spp., contamos el n° de colonias
caracteristicas en cada una de las placas de GVPC y BCYE para estimar el recuento de colonias

por placa.

Para la estimacioén del n° de UFC de Legionella spp. en muestra original seleccionamos la placa

inoculada que contenga mayor nimero de colonias y calculamos aplicando siguiente férmula:

NxV 1

Donde:

— C es el n°de ufc por litro de la muestra original
— N es el numero de colonias en la placa con mayor numero de colonias
— Ves el volumen (mL) del concentrado utilizado

— Jelvolumen (mL) inoculado en la placa

S el volumen (litros) que se ha usado de la muestra original.
El limite de deteccién se establecié en 100 UFC/L tras la validacion del método segun la

UNE-EN ISO 17025.

La presencia de colonias se informé como el numero de colonias de Legionella spp. estimado
expresado en UFCI/L, y la ausencia de colonias como Legionella spp. por debajo del limite
de deteccion (100 UFC/L).

9. CONTROL DEL PROCEDIMIENTO

Un dia cada semana, junto con la serie de muestras analizadas, se incluyé la realizacion de

controles de proceso positivo y negativo que se trataran de igual modo que las muestras.
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El laboratorio cuenta con un Programa de Aseguramiento de la Calidad de los Resultados de
Ensayos que se aplica a los ensayos realizados para el cultivo de Legionella spp. en muestras

de agua.

El programa de aseguramiento de la calidad de los resultados comprende:

1. El uso periddico rutinario durante la realizacion del ensayo de un control de calidad
interno preparado con muestras naturales estériles con/sin inoculacién de cepa/ material
de referencia.

2. Analisis de Control externo: Participacion en Intercomparaciones

DEFINICIONES

Repetibilidad (r): Grado de concordancia entre los resultados de sucesivas mediciones del
mismo mesurando realizadas en las mismas condiciones de medicion. Las mismas
condiciones significa resultados obtenidos con el mismo método de ensayo, sobre el mismo
material de ensayo, bajo las mismas condiciones (mismo operador, mismos equipos, mismo
laboratorio y un corto intervalo de tiempo).

Reproducibilidad (R): Grado de concordancia entre los resultados de sucesivas mediciones
del mismo mesurando realizadas en diferentes condiciones de medicion. El ensayo se realiza
sobre el mismo material de ensayo pero en diferentes condiciones. Esto es: resultados
obtenidos con diferentes métodos de ensayo o equipos (reproducibilidad entre métodos),
diferentes operadores o analistas (reproducibilidad entre analistas), diferentes laboratorios
(reproducibilidad entre laboratorios) o diferente tiempo.

Valor verdadero convencional (de una magnitud): Valor atribuido a una magnitud
particular, y aceptado a veces por convencion, porque la representa, con una incertidumbre
apropiada, para un fin dado.

Mensurando: Magnitud particular sometida a medicion.

Incertidumbre de medida: Parametro, asociado al resultado de una medicién, que
caracteriza la dispersion de los valores que podrian se razonablemente atribuidos al
mensurando.

Exactitud de una mediciéon: Proximidad entre el resultado de una medicién y el valor

verdadero del mensurando.

9.1 CONTROL DE CALIDAD INTERNO DE LOS ENSAYOS

Como control interno negativo utilizamos un litro de agua procedente de la red de agua sanitaria

fria esterilizada en autoclave. Como control interno positivo utilizamos un litro de agua
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procedente de la red de agua sanitaria fria, esterilizada en autoclave para el control de exactitud
y sin esterilizar para control de precision, inoculada con 10 ml de una suspension bacteriana
preparada con una cepa de trabajo de Legionella pneumophila o Legionella spp. procedente de

cepas de referencia de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT).

ESTIMACION DEL VALOR TEORICO

Llevamos a cabo los ensayos de exactitud y precisién calculando el valor tedrico del n° de UFC
de Legionella spp. presentes en la muestra con el control interno positivo. El valor tedrico es la
estimacion del n° de células de Legionella spp. viables en el material de control, es decir, el n°

de UFC inoculadas en la muestra control positivo:

- Para el Cl Positivo es el n°® de UFC/100ul, obtenido de la inoculaciéon de 100

ul de la suspension bacteriana en el medio de cultivo (BCYE) multiplicado por

10 = n° de UFC de Legionella spp. presentes en 10 ml.

Este valor sera el utilizado para calculo del % de Recuperacion del ensayo

CALCULO DEL RESULTADO DEL CONTROL INTERNO

- Para calcular el porcentaje de recuperacion del ensayo del Control interno

positivo utilizamos la siguiente formula:

% Recuperacion del ensayo Cl Positivo =

[N°de UFC/L + N° UFC/10 mL] x 100

- Control interno negativo = ausencia de crecimiento de Legionella spp.

CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO

Para el Control de exactitud y precisién en recuento alto los valores tedricos deben estar dentro

del intervalo de confianza del 95%.

Llevamos a cabo los ensayos de exactitud y precisién calculando el valor tedrico del n° de UFC
de Legionella spp. presentes en la muestra con el control interno positivo, obteniendo el
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porcentaje de recuperacion del ensayo para muestras con alta y baja cantidad de Legionella spp.

a partir del n°® de UFC/100 pL de los controles de calidad internos del cultivo efectuados.

El criterio de aceptacion de la suspension bacteriana de la cepa de trabajo (n°® de UFC/10 mL)
supone que tiene que estar dentro del intervalo de confianza del 95% establecido para el material
de control preparado con cepas de Legionella pneumophila de la CECT a partir de la cepa de
trabajo diluida a 10*y 10 (Leg CECT 10*y 10%).

El Intervalo de confianza del 95% del N° de UFC en 100 pL de la suspensién bacteriana L.

pneumophila (CECT 10*) se encontré entre los valores siguientes:

- BCYE= 205 - 487 ufc/100uL (20500 — 48700 ufc/10 mL)*

El Intervalo de confianza del 95% del N° de UFC en 100 uL de la suspension bacteriana L.

pneumophila (CECT 10-°) se encontré entre los valores siguientes:

- BCYE= 20 - 50 UFC/100pL (2000 — 5000 UFC/10 mL)*

*datos obtenidos de la calibracién del procedimiento.

Los criterios de aceptacion para los resultados del control de calidad interno son:

- Para el Control de exactitud:

Recuperacioén del ensayo > 20%

- Para el Control de Precision:

R relativa % < 1,2 « RSDPOISSON

RDS% Poisson=1/+ C 100

(Siendo C el valor del recuento)

9.2 PARTICIPACION EN ESTUDIOS INTERCOMPARACION

Se establecié como criterio de calidad la participacion anual en al menos un estudio de

intercompracion para todas las matrices de ensayo.
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El analisis consistié en comparar los resultados obtenidos por el laboratorio con los resultados
esperados establecidos por la entidad organizadora del ensayo interlaboratorio a través de
metodologia estadistica.

Los parametros evaluados incluyen:

- laidentificacion de los aislados de Legionella spp. (especie y serogrupo de Legionella
spp.);

- Z-SCORE: evalula la eficacia de los participantes

Z-SCORE=x-X/S

x: media Log de los resultados de cada laboratorio

X: MEDIA Log. De los resultados de los laboratorios

S: Desviacion estandar de todos los laboratorios

- Recuperacion: Evalua las reducciones logaritmicas experimentadas (recuperaciones) al
someter la muestra preparada a distintas condiciones (sin tratamiento, tratamiento por el
calor y tratamiento acido). Se presenta como la reduccion logaritmica obtenida por el
laboratorio siendo esta la diferencia entre el valor logaritmico de las UFC/L que cada
laboratorio obtiene en la muestra original (calculandose a partir de los resultados directos
obtenido por cada laboratorio) y el valor logaritmico del resultado (UFC/L) obtenido por el
laboratorio después de analizar la muestra, por aplicaciéon del tratamiento habitualmente
empleado. Dicho valor representa la pérdida de Legionella spp. en cada laboratorio al

aplicar el método habitual de analisis.

CRITERIOS DE ACEPTACION

Para evaluar el cumplimiento de lo establecido en la validacion para la reproducibilidad

interlaboratorios los criterios de desviacidn permitida para los parametros analizados son:

1. ldentificacion del aislamiento:

Debe ser correcta a nivel de género para todos los cultivos positivos de Legionella
spp.

2. Z-SCORE: evalua la eficacia de los participantes
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Criterio de valoracion: Z-SCORE + 2 sigma

3. Recuperacion: Criterio de valoracion:

Valores de recuperacion positivos= 2 sigma.

El valor negativo de la recuperacion no es posible, puesto que no se puede recuperar mas de lo

que se encontré inicialmente.

9.3 EVALUACION DE LOS RESULTADOS

La evaluacion de los resultados se hizo de manera individual con cada resultado de cada control,

aceptandolo o rechazandolo.

Con periodicidad anual comprobamos que el método, validado, sigue bajo control estadistico,
sigue proporcionando resultados validos. Para ello mediante el empleo de graficos de control se
realizé la determinacion de LC (linea central) del grafico control y el analisis de tendencias (error

sistematico y deriva).

10. IDENTIFICACION DE SEROGRUPOS DE LEGIONELLA
PNEUMOPHILA

Para identificacion de los serogrupos de Legionella spp. se realizé inmunoaglutinacion de hasta
tres colonias de cada tipo identificado como Legionella spp. a partir de subcultivos de colonias

de Legionella en medio de BCYE tras 48 horas de incubacion a 36+2°C.

Las colonias se aglutinaron siguiendo las instrucciones del fabricante (Legionella latex test
OXOID®). Las particulas de latex azul sensibilizado con anticuerpos se aglutinan en presencia
de antigenos de la pared celular especificos de Legionella pneumophila para formar grumos
visibles. Permitiendo discriminar entre Legionella pneumophila sg 1, sg 2-14 y Legionella spp (L.

longbeachae, L. bozemanii, L. dumoffii, L. gormani, L. jordani, L micdadei, L. anisa).

METODO DE PRUEBA DIRECTA

1. Dejar que los reactivos de latex alcancen la T2 ambiente y agitar vigorosamente las

suspensiones de latex
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2. Dispensar 1 gota del reactivo latex proximo al borde de los circulos de las tarjetas de

reaccion

3. Anadir 1 gota de tampén diluyente en los mismos pocillos en los que se ha dispensado

reactivo

4. Recoger mediante asa una porcién del subcultivo, de al menos 1mm de diametro, y

emulsionar en el tampén.
5. Mezclar con el mismo asa los reactivos latex y la suspensién

6. Rotar la tarjeta con movimiento circular suave durante 1 minuto y observar (sin utilizar

lupa) la presencia de aglutinacién. No rotar mas de 1 minuto.

7. Desechar todos los materiales utilizados en los contenedores adecuados y devolver los

reactivos a la nevera (4°C).

PROCEDIMIENTO DE CONTROL

Para el control de la reacciéon y del correcto funcionamiento de los reactivos latex utilizar como

muestra las suspensiones control positivo y negativo cada dia que se realice la prueba.
Suspension control positivo: resultado correcto, presencia de aglutinacién dentro de < 1 minuto.

Suspension control negativo: ausencia de aglutinaciéon en 1 minuto.

LECTURA E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

1. Resultados positivos
— Presencia de aglutinacion de las particulas de latex azul en < 1 minuto, y
— Ausencia de aglutinacién en el control negativo

Interpretacion:

— lareaccion positiva indica la presencia de antigenos del serogrupo que ha aglutinado

en la muestra analizada
Los resultados se informaran segun los criterios expuestos:

a. Las colonias de Legionella positivas frente al:
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— Reactivo de la prueba de Legionella pneumophila serogrupo 1 como Legionella
pneumophila serogrupo 1

— Reactivo de la prueba de Legionella pneumophila serogrupos 2-14 como Legionella

pneumophila serogrupos 2-14
— Reactivo de la prueba de Legionella especies como Legionella spp.
b. Resultados Negativos

— Ausencia de aglutinacion y las particulas de latex permanecen en suspension

después de un minuto

b. Interpretacién:

Una prueba de aglutinaciéon con latex negativa indica que el cultivo no es Legionella
pneumophila serogrupos 1-14, L. longbeachae, L. bozemanii, L. dumoffii, L. gormani, L.

jordani, L micdadei ni L. anisa.

Resultados ininterpretables: Si se observd presencia de aglutinacién con el reactivo

control de latex el cultivo se considerd autoaglutinable.
LIMITACIONES

Se puede producir reaccion cruzada entre los serogrupos 1y 9 debido a la presencia de
antigenos comunes, sospechar ante la presencia de aglutinacion positiva con el

serogrupo 1y con el 2-14.

Ocasionalmente se han detectado reacciones cruzadas con el reactivo de prueba y

ciertos serotipos de Legionella (consultar insert).

Los aislados de Legionella spp. obtenidos se conservaron congelados en medio de congelacion.

11. GENOTIPADO DE LEGIONELLA PNEUMOPHILA
MEDIANTE SBT (SEQUENCE-BASED TYPING)

Seleccionamos 65 cepas congeladas de L. pneumophila representativas de los puntos
terminales de la red de agua sanitaria del hospital, aisladas durante el periodo 2011-2015 que
fueron remitidas a la Unidad Mixta de Investigacion de Infeccion y Salud Publica
FISABIO/CSISP/Universitat de Valéncia.

El procedimiento de analisis fue:

1. Cultivo de las cepas y extraccion de ADN,
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Preparacién de las librerias usando Nextera XT

Secuenciacion mediante la plataforma lllumina MiSeq

Anadlisis de las secuencias: los ficheros con las lecturas crudas fueron evaluados con el
programa ARIBA para obtener la secuencia tipo (ST) basandonos en los genes para L.

pneumophila (fliC, pilE, asd, mip, mompS, proA, neuA).

Analizamos los resultados obtenidos con el genotipado por SBT para conocer la diversidad
genética de Legionella pneumophila presente en la red de agua hospitalaria del hospital a partir
de las cepas aisladas durante el control rutinario de la misma y evaluar los cambios producidos

tras los tratamientos de desinfeccion.

12. IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES DE LEGIONELLA
SPP.

De las técnicas recomendadas en el anexo G de la UNE-EN ISO 11731:2017 para identificacion
de especies de Legionella spp. hemos utilizado MALDI-TOF-MS que es el medio disponible en

nuestro laboratorio.

12.1 IDENTIFICACION POR MALDI-TOF-MS

Para la identificacion por MALDI-TOF-MS (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight mass spectrometry) hemos utilizado MALDI Biotyper® (Bruker, Alemania). La tarjeta
contiene 96 pocillos. El equipo se calibré siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez que
calibrado el equipo, se procedié a la lectura del resto de muestras. El pocillo de calibracién
también sirve como control ya que nos dara un resultado de identificacion al igual que para el
resto de las muestras de esta tanda.

Las colonias compatibles se seleccionaron para estudio a partir de colonias crecidas en medio

so6lido (BCYE) y que no aglutinan o las que aglutinan como Legionella spp.

Transferimos las colonias a analizar a un pocillo de la placa de MALDI Biotyper® con un palillo
de madera y afiadimos 1 yL de matriz reconstituida. Dejamos secar a temperatura ambiente

antes de introducir la placa en el espectrometro.

El software Biotyper realiza la identificacion automatica de los resultados a medida que se van
analizando. Este software tiene un cédigo de colores para la interpretacién de los scores (verde

para score mayor de 2,0; amarillo para score entre 1,99y 1,7 y rojo para valores inferiores a 1,7).
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Scores mayores de 2,3 se interpretan como “resultados altamente fiables a nivel especie”; entre
2,3 y 2,0 como “identificacién segura hasta el nivel de género y probable hasta el de especie”;
entre 1,99 y 1,7 como “probable identificacion a nivel de género” y por debajo de 1,7 se
consideran resultados no fiables. Ademas, esta identificacion se considera de “alta confianza” si
su score es 21,8 y de “baja confianza” cuando es =1,6. Por debajo de este punto de corte se
recomienda repetir el analisis con la misma muestra o preparar una nueva extraccion de

proteinas a partir de biomasa bacteriana.

La identificacién se considerd aceptable hasta el nivel de especie si se obtuvo una identificacion

con un score>=2.0.
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13. ANALISIS ESTADISTICO

La elaboracion de la base de datos se ha realizado introduciendo los informes de los resultados
de las muestras analizadas en una hoja Excel (MICROSOFT WINDOWS XP®) de forma manual.
El nimero de variables registradas ha sido de 36 y el nUmero de muestras analizadas ha sido de
2.137.

Las variables registradas se incluyen en la tabla 9, siendo el medio de maximo recuento el medio
de cultivo con el pretratamiento determinado que obtiene el mayor numero de UFC/L en cada

muestra y es el utilizado para elaborar el informe definitivo.

TABLA 9. Variables registradas para la realizacion de la base de datos utilizada para el
estudio estadistico.

Procedencia
PUNTO DE RECOGIDA
CLORO LIBRE (ppm)

1
2

3

4 | Temperatura
5| pH
6

7

8

9

AEROBIOS 22°C UFC/ml
Log AEROBIOS 22°C UFC/ml
AEROBIOS 33°C UFC/ml
Log AEROBIOS 33°C UFC/ml
10 | FST 500 UFC/L

11 | FST 500 Log UFC/L

12 | FST BCYE UFC/L

13 | FST BCYE Log UFC/L

14 | FST GVPC UFC/L

15 | FST GVPC Log UFC/L

16 | FABCYE UFC/L

17 | FABCYE Log UFC/L

18 | FA GVPC UFC/L

19 | FA GVPC Log UFC/L

20 | FC BCYE UFC/L

21| FC BCYE Log UFC/L

22 | FC GVPC UFC/L

23 | FC GVPC Log UFC/L

24 | DIL 1/10 BCYE UFC/L

25| DIL 1/10 BCYE Log UFC/L
26 | DIL 1/10 GVPC UFC/L

27 | DIL 1/10 GVPC Log UFC/L
28 | N° UFC/L INFORMADO

29 | log N° UFC/L INFORMADO

30 | crecimiento si/no
31 | MEDIO MAXIMO RECUENTO
32 | FLORA ACOMPANANTE

33 | L. pneumophila ser. 1

34 | L. pneumophila ser 2-14

35 | Legionella spp.

36 | especie de Legionella
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ANALISIS DEL CULTIVO DE LOS PC VS PT

Para evaluar los PC, comparamos los datos del log del n® UFC/L de Legionella spp. recuperados
de las muestras de agua sanitaria correspondientes al muestreo de los PT respecto al n° de
UFC/L correspondientes al analisis de los PC. El analisis de los PT se realiz6 en el periodo 2006
a 2008, y a partir de 2009 hasta 2018 el andlisis de la instalacion se realizé6 mediante el muestreo

trimestral de los PC.

Para valorar si el analisis de los PC es representativo de los PT comparamos los resultados del
log del n° de UFC/L de Legionella spp. detectados en la instalacién completa, por pabellones y
por sectores (869 PT) respecto a los PC (99PC). En este analisis inicial se incluyeron los
resultados de los primeros PC analizados. En un segundo analisis para valorar si los PC permiten
evaluar el riesgo de la instalacion se compararon el log del n°® de UFC/L correspondientes al
analisis trimestral de los PC con respecto al de los PT (periodo 2006-2018). Se dispone de una
base de datos de 2.137 muestras, de las cuales 1.067 corresponden a determinaciones repetidas

1.500—

Media =
2,4976961587868660
Desviacion estandar =

1,9781345587331027
1.000 N=4274

Frecuencia

500

| 171 a1 S

000 2,000 4,000 6,000 8,000
log N° UFCJ/L INFORMADO

en el tiempo de los PC.

FIGURA 20. Representaciéon logaritmica del numero de UFC/L informados frente a la
frecuencia de los informes. La variable que recoge el nimero de UFC/L no es una

variable normal ya que esta truncada a cero.

En la figura 20 se muestra el analisis estadistico realizado para ver la distribucién de la poblacion
de estudio. La variable que recoge el logaritmo del nimero de UFC/L no es una variable normal
ya que esta truncada a cero. Asi pues, se aplicaran pruebas no paramétricas de comparacién de

distribuciones. Se ha utilizado la Prueba Mann-Whitney para muestras independientes para
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contrastar la igualdad de distribuciones en muestras independientes de tipo continuo y
distribucion no normal. El nivel de significatividad empleado en los analisis ha sido del 5%
(a=0.05).

ANALISIS DE LA ADICION DE BCYE AL PROTOCOLO DE CULTIVO

Utilizamos los resultados del cultivo de las muestras de agua sanitaria durante el analisis rutinario
de la instalacion, correspondientes a los PC de la red en el periodo 2010-2015 (N=1304) y
comparamos el n° de UFC/L de Legionella spp. detectados en ambos medios de cultivo (GVPC
y BCYE). Para comprobar cual es el medio donde se ha obtenido mayor numero de colonias
(medio de maximo recuento), agrupamos los datos en 2 categorias globales de medio empleado
(BCYE vs GVPC) los distintos pretratamientos utilizados (FA, FC, FST).

Se dispone de una muestra inicial de 896 (69%) muestras positivas de agua procedentes de los
puntos terminales de la red de agua sanitaria del hospital. En algunos de los puntos de recogida,
se extraen muestras de agua en distintos periodos de tiempo. Estas muestras procedentes del
mismo punto de recogida se consideran independientes entre si para el analisis propuesto, pues
lainfluencia que tienen las diferentes condiciones climatolégicas y ambientales de cada momento

de extraccién sobre las caracteristicas de la muestra de agua asi lo permite.

El analisis bivariante engloba todos los contrastes estadisticos necesarios para comprobar las
correlaciones entre pardmetros, en este caso, si existen diferencias significativas en la

sensibilidad del método al afiadir BCYE respecto a GVPC. Utilizamos las siguientes pruebas:

= Pruebas de normalidad Kolmogorov-Smirnov: Se han utilizado como prueba de ajuste a
una distribucion normal de las variables continuas. La aceptaciéon de la normalidad
permitira la aplicacion de pruebas de tipo paramétrico; mientras la no aceptacion
determinara el uso de no paramétricas (p-valor>0.05 acepta la hipétesis de normalidad).

= Prueba de Mann-Whitney para dos muestras independientes: Se utiliza para contrastar
si la distribucién de un parametro, cuando menos ordinal, es 0 no la misma en dos
muestras independientes. Por ejemplo, para analizar si el nimero de colonias informado
difiere segun si se aplica BCYE o no.

* Prueba »? de Pearson: Se ha utilizado como prueba de asociacién o dependencia entre
dos variables categdricas, siempre que la frecuencia esperada de las celdas en la tabla
de contingencia es superior a 5 casos. En caso contrario, y, s6lo para variables
dicotdmicas, se usara la prueba exacta de Fisher. Por ejemplo, se ha utilizado para
contrastar la dependencia entre la flora bacteriana acomparante y el tipo de medio
utilizado.
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El nivel de significatividad empleado en los analisis bivariantes ha sido del 5% (a=0.05). En
cuanto a la potencia del contraste, ésta se mide por la probabilidad de rechazar Ho (hipétesis
nula) cuando sea falsa, es decir, representa la probabilidad de observar en la muestra una
determinada diferencia o efecto, si existe en la poblacién. La potencia de un test es mayor cuanto
mas grande es la muestra. Suelen ser aceptables potencias entre el 80-90%, es decir, que la
probabilidad de no detectar un efecto o diferencia cuando éstos existen, estd entre el 10%y el
20%. En este estudio, los tamafos muestrales de los grupos son éptimos para que el test detecte

diferencias pequefias entre grupos.

La prueba de comprobacion de la normalidad de K-S (p-valor 0.000<0.05) indica que la
distribucion de los valores de la variable N° UFC/L INFORMADO no sigue una distribucion normal
en ninguna de las 2 muestras determinadas por los medios seleccionados BCYE y GVPC por lo
que para analizar la sensibilidad del método al afiadir BCYE se aplicara una prueba no

paramétrica de comparacion de distribuciones de Mann-Whitney.

Para comprobar la influencia del método segun el pretratamiento aplicado (FA, FC, FST) en el
numero de UFC/L detectadas en BCYE y GVPC se analizan tanto el nUmero de veces que es
informado el recuento maximo con cada pretratamiento como la comparacién del nimero medio

(o mediana) de colonias.

Para analizar la influencia de la temperatura, el pH y el cloro en la se sensibilidad del método
comparamos estos parametros para cada uno de los métodos y los correlacionamos con el
numero medio (0 mediana) de colonias. Ninguno de los 3 parametros sigue una distribucion
normal para ningin método, por lo que utilizaremos la prueba de Mann-Whitney para contrastar

las distribuciones.
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RESULTADOS
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1. EVALUACION DEL SISTEMA DE MUESTREO: VALIDEZ DEL
USO DE PC REPRESENTATIVOS DE LOS PT

1.1 ANALISIS DE LOS PC VS PT DE LA INSTALACION CON UNA SOLA
DETERMINACION POR CADA PT

En este apartado se compararan los recuentos de colonias entre las muestras mas antiguas: 99
muestras para puntos criticos y 869 muestras para los puntos terminales, de manera que se
analicen todos los puntos terminales de la instalacion una sola vez y en el mismo periodo de
tiempo.

A. INSTALACION COMPLETA

Si comparamos la instalacién completa, el recuento medio expresado en log del nimero UFC/L
informados es de 2,116 en los PT y de 2,432 en los PC, con una mediana de 2,301 para los PT
y de 2,600 en los PC (tabla 10).

TABLA 10. Parametros estadisticos del analisis de la instalacién completa, realizando

una determinacion por cada punto terminal en el mismo periodo de tiempo.

TIPO DE PUNTO
Punto
Terminal Punto Critico
log Ne° UFC/L N valido 869 99
INFORMADO Media 2,116 2,432
Desviacion estandar | 2,038 1,987
Percentil 25 ,000 ,000
Mediana 2,301 2,699
Percentil 75 3,914 4,401

El p-valor de la prueba de Mann-Whitney es de 0.125 (>0.05), lo que indica que no existen

diferencias significativas en el recuento de colonias entre puntos terminales y puntos criticos.

Tal como se observa en el diagrama de cajas de la figura 21, la amplitud de la caja en los PC es
mayor que en los PT y la mediana también es superior en los PC con respecto a los PT, aunque
no existe diferencia estadisticamente significativa, por lo que podemos afirmar que el analisis de

los PC es representativo de la instalacién completa.
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FIGURA 21. Distribucion del log del numero de UFC/L de Legionella spp. En los puntos
terminales y en los puntos criticos al analizar la instalaciéon completa, realizando una

determinacion por cada punto terminal en el mismo periodo de tiempo.

B. POR PABELLONES

PABELLON A

En este apartado analizamos los datos del pabellén A en su conjunto, formado por los sectores
1, 2, 3y 4. Se incluyeron en el estudio 326 PT y 33 PC. La media de los PT expresada como
log del n° de UFC/L fue de 1,334 y la media de los PC de 2,328; la mediana de los PT fue de
0,000y la de los PC fue de 3,146 (Tabla 11).

Observamos que el log del n°® UFC/L informadas es mayor en los PC que en los PT siendo esta

diferencia estadisticamente significativa al analizar el p valor M-W 0.002 (<0.05): en el pabellon

A, el recuento de colonias es superior en los PC.
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TABLA 11. PABELLON = A Parametros estadisticos del analisis del pabellén A,

realizando una determinacién por cada punto terminal en el mismo periodo de tiempo.

TIPO DE PUNTO

Punto Punto

2 Terminal | Critico
log N° UFC/L N valido 326 33
INFORMADO  Media 1,334 2,328

Desviacion estandar | 1,737 1,954

Percentil 25 ,000 ,000
Mediana ,000 3,146
Percentil 75 3,146 3,892
PABELLON: A
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FIGURA 22. Distribucion del log del numero de UFC/L de Legionella spp. En los puntos
terminales y en los puntos criticos al analizar el pabellén A, realizando una

determinacion por cada punto terminal en el mismo periodo de tiempo.
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Tal como se observa en el diagrama de cajas de la figura 22, la amplitud de la caja en los PC es
mayor que en los PT y la mediana también es superior en los PC con respecto a los PT, siendo
esta diferencia estadisticamente significativa, por lo que podemos afirmar que el analisis de los
PC consigue detectar mas Legionella spp. que el analisis del total de los puntos de la instalacion
(PT), lo que podria verse como una mejora en la eficiencia del control de la instalacién. Por los
que el analisis de los PC seria de mayor utilidad para el control de la instalacién frente al analisis

de todos los puntos de la red.

PABELLON B

En este apartado analizamos los datos del pabelléon B en su conjunto, formado por los sectores
1, 2 y 3. Se incluyeron en el estudio 293 PT y 35 PC. La media de los PT expresada como log
del n° de UFC/L fue de 2,800 y la media de los PC de 2,947; la mediana de los PT fue de 3,623
y la de los PC fue de 3,681 (Tabla 12).

TABLA 12. PABELLON = B. Parametros estadisticos del analisis del pabellén B,

realizando una determinacién por cada punto terminal en el mismo periodo de tiempo.

TIPO DE PUNTO

Punto Punto

2 Terminal | Critico
log N° UFC/L N valido 293 35
INFORMADO  Media 2,800 2,947

Desviacion estandar | 2,214 1,983

Percentil 25 ,000 ,000
Mediana 3,623 3,681
Percentil 75 4,768 4,565

Observamos que el log del n°® UFC/L informadas es mayor en los PC que en los PT, no siendo
esta diferencia estadisticamente significativa al analizar el p valor M-W = 0.923 (<0.05).

Tal como se observa en el diagrama de cajas de la figura 23, la amplitud de la caja en los PC es
menor que en los PT y la mediana es similar en los PC con respecto a los PT, aunque la diferencia
no es estadisticamente significativa, por lo que podemos afirmar que en el pabellén B, el analisis

de los PC es representativo de la instalacion completa.
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PABELLON: B

8,000

6,000

4,000

log N° UFCIL INFORMADO

2,000

,000-

L

T
Punto Terminal

TIPO DE PUNTO

T
Punto Critico

FIGURA 23. Distribucion del log del numero de UFC/L de Legionella spp. En los puntos

terminales y en los puntos criticos al analizar el

determinacion por cada punto terminal en el mismo periodo de tiempo.

PABELLON C

pabellén B,

realizando una

En este apartado analizamos los datos del pabelléon C en su conjunto, formado por los sectores

1y 2. Se incluyeron en el estudio 140 PT y 15 PC. La media de los PT expresada como log del
n°® de UFC/L fue de 2,383 y la media de los PC de 2,458; la mediana de los PT fue de 2,625y la

de los PC fue de 2,602 (Tabla 13).

TABLA 13. PABELLON = C. Parametros estadisticos del analisis del pabellén C,

realizando una determinacién por cada punto terminal en el mismo periodo de tiempo.

TIPO DE PUNTO

Punto Punto
@ Terminal | Critico
log N° UFC/L N valido 140 15
INFORMADO  Media 2,383 2,458
Desviacion estandar | 1,944 2,039
Percentil 25 ,000 ,000
Mediana 2,625 2,602
Percentil 75 3,977 4,431

Tesis Doctoral Universitat de Valéncia 2024

139



Control de Legionella en instalaciones de red de agua hospitalaria

Si comparamos los datos del pabellon C, observamos que el log del n® UFC/L informadas es algo
menor en los PC que en los PT, no siendo esta diferencia estadisticamente significativa al
analizar el p valor M-W = 0.931 (>0.05).

PABELLON: C
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FIGURA 24. Distribucion del log del numero de UFC/L de Legionella spp. En los puntos
terminales y en los puntos criticos al analizar el pabelldbn C, realizando una

determinacion por cada punto terminal en el mismo periodo de tiempo.

Tal como se observa en el diagrama de cajas de la figura 24, la amplitud de la caja en los PC es
mayor que en los PT y la mediana es similar en los PC con respecto a los PT, aunque la diferencia
no es estadisticamente significativa, por lo que podemos afirmar que en el pabellén C, el analisis

de los PC es representativo de la instalacion completa.

PABELLON QUIRURGICO

En este apartado analizamos los datos del pabellén quirirgico (QX) en su conjunto, formado
por un Unico sector. Se incluyeron en el estudio 101 PT y 8 PC. La media de los PT expresada
como log del n°® de UFC/L fue de 2,452 y la media de los PC de 3,107; la mediana de los PT
fue de 2,845 y la de los PC fue de 3,155 (Tabla 14).
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TABLA 14. PABELLON = QUIRURGICO. Parametros estadisticos del analisis del
pabellén QX, realizando una determinacion por cada punto terminal en el mismo

periodo de tiempo.

TIPOPUNTO

B Punto Terminal Punto Critico

log N° UFC/L INFORMADO N valido 101 8
Media 2,452 3,107
Desviacion
ostandar 1,690 1,602
Percentil 25 ,000 2,389
Mediana 2,845 3,155
Percentil 75 3,462 4,508

Si comparamos los datos del pabellon QX, observamos que el log del n°® UFC/L informadas es
mayor en los PC que en los PT, no siendo esta diferencia estadisticamente significativa al
analizar el p valor M-W = 0.305 (>0.05). El resumen de contrastes de hipotesis se muestra en la

figura 25.

Resumen de contrastes de hipotesis

Hipétesis nula Prueba Sig. Decisidn

Prueba U de
Mann-Whitney
para muestras
independientes

Conserve la
305 hipétesis
nula.

La distribucion de log N® UFC/L
1 INFORMADD esla misma entre las
categorias de TIPOPUNTO.

Se muestran significaciones asintéticas. El nivel de significancia es ,05.

FIGURA 25. Resumen de contraste de hipdtesis del analisis de los datos del pabellon
QX, realizando una determinaciéon por cada punto terminal en el mismo periodo de

tiempo.
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PABELLON: quirirgico
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FIGURA 26. Distribucién del log del niumero de UFC/L de Legionella spp. En los puntos
terminales y en los puntos criticos al analizar el pabellon QX, realizando una

determinacion por cada punto terminal en el mismo periodo de tiempo.

Tal como se observa en el diagrama de cajas de la figura 26, la amplitud de la caja en los PC es
menor que en los PT, aunque el rango superior de recuentos es superior en PC que en PT (tanto
el percentil 25 como el percentil 75 son superiores en PC que en PT) y la mediana es similar en
los PC con respecto a los PT, aunque la diferencia no es estadisticamente significativa, por lo
que podemos afirmar que en el pabellébn QX, el andlisis de los PC es representativo de la

instalacién completa.

C. POR PABELLON Y PLANTA

PABELLON A, PLANTA SOTANO: AS

En este apartado analizamos los datos de la planta sétano del pabellén A. En esta area de la
instalacién se ubica vestuarios, lavanderia, consultas y despachos. Se incluyeron en el estudio

8 PT y 1 PC. El PC corresponde a un grifo de las consultas de pacientes.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 1,392 y la media de los PC de
3,863; la mediana de los PT fue de 0,000 y la de los PC fue de 3,863 (Tabla 15).
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TABLA 15. PABELLON A, PLANTA S. Parametros estadisticos del analisis del pabelldn
A planta sétano, realizando una determinaciéon por cada punto terminal en el mismo

periodo de tiempo.

i TIPO DE PUNTO
Punto Terminal Punto Critico
log N° UFC/L INFORMADO N valido 8 1
Media 1,392 3,863
Desviacion
1,936
estandar
Percentil
,000 3,863
25
Mediana ,000 3,863
Percentil
3,534 3,863
75

a. pab+tplanta = AS

Si comparamos los datos del sétano del pabelldon A, observamos que el log del n°® UFC/L
informadas es mayor en los PC que en los PT, aunque esta diferencia no es estadisticamente
significativa al analizar el p valor M-W = 0.444 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en la

planta sétano del pabellén A el analisis de los PC es representativo de los PT.

PABELLON A, PLANTA BAJA: AB

En este apartado analizamos los datos de la planta baja del pabellon A. En esta area de la
instalacién se ubica urgencias, laboratorio, radiologia y quiréfanos. Se incluyeron en el estudio
41 PT y 5 PC. Los PC se distribuyeron de la siguiente manera: 3 en puntos se atencion a

pacientes, uno en el laboratorio y otro en un aseo.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 1,037 y la media de los PC de
1,686; la mediana de los PT fue de 0,000 y la de los PC fue de 0,000 (Tabla 16).
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TABLA 16. PABELLON A, PLANTA BAJA. Parametros estadisticos del analisis del
pabellén A planta baja, realizando una determinacion por cada punto terminal en el
mismo periodo de tiempo.

TIPO DE PUNTO
Punto Punto
2 Terminal | Critico
log N° UFC/L N valido 41 5
INFORMADO Media 1,037 1,686
Desviacion
1,688 2,343
estandar
Percentil
,000 ,000
25
Mediana ,000 ,000
Percentil
2,000 3,653
75

a. pab+tplanta = AB

Si comparamos los datos de la planta baja del pabellén A, observamos que la media del log del
n® UFC/L informadas es mayor en los PC que en los PT, siendo la mediana igual. Al analizar el
p valor de M-W no se detectd diferencia estadisticamente significativa p valor M-W = 0.607
(>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en la planta baja del pabelléon A el analisis de los PC
es representativo de los PT.

PABELLON, A PLANTA 1: A1

En este apartado analizamos los datos de la planta 1 del pabellon A. En este area de la
instalacién se ubican 15 habitaciones de pacientes, consultas externas de especialidades,
despachos e instalaciones del laboratorio. Se incluyeron en el estudio 47 PT y 7 PC. Los PC se
distribuyen de la siguiente manera: 3 en habitaciones de pacientes, 2 en el laboratorio y 2 en las

consultas externas.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 2,360 y la media de los PC de
2,552; la mediana de los PT fue de 3,079 y la de los PC fue de 3,204 (Tabla 17).
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TABLA 17. PABELLON A, PLANTA 1. Parametros estadisticos del analisis del pabellén

A planta 1, realizando una determinacién por cada punto terminal en el mismo periodo

de tiempo.
TIPO DE PUNTO

B Punto Terminal | Punto Critico

log N° UFC/L INFORMADO N valido 47 7
Media 2,360 2,552
Desviacion estandar | 1,913 1,920
Percentil 25 ,000 ,000
Mediana 3,079 3,204
Percentil 75 4,104 4,325

a. pab+planta = A1

Si comparamos los datos de la planta 1 del pabelléon A, observamos que el log del n°® UFC/L
informadas es mayor en los PC que en los PT, no siendo esta diferencia estadisticamente
significativa al analizar el p valor M-W = 0.880 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en la

planta 1 del pabellén A el analisis de los PC es representativo de los PT.

PABELLON A, PLANTA 2: A2

En este apartado analizamos los datos de la planta 2 del pabellén A. Se incluyeron en el estudio
177 PT y 8 PC. Estan ubicadas aqui 3 unidades de hospitalizacién de pacientes, quiréfanos y
varios aseos. Los PC pertenecen a 6 habitaciones de hospitalizacion, un punto en el quiréfano y
un aseo.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 0,951 y la media de los PC de
2,132; la mediana de los PT fue de 0,000 y la de los PC fue de 2,500 (Tabla 18).

Si comparamos los datos de la planta 2 del pabelléon A, observamos que el log del n® UFC/L
informadas es mayor en los PC que en los PT, mostrando el p valor de Mann Whitney una
diferencia estadisticamente significativa: p valor M-W = 0.049 (<0.05). Por lo que podemos
afirmar, que en la planta 2 del pabellén A la cantidad de Legionella spp. detectada al analizar los
PC es mayor que al analizar los PT, lo que podria verse como una mejora en la eficiencia del
control de la instalacion. Por lo tanto, el andlisis de los PC seria de mayor utilidad para el control

de la instalacion que el analisis de todos los puntos de la red.
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TABLA 18. PABELLON A, PLANTA 2. Parametros estadisticos del analisis del pabellén
A planta 2, realizando una determinaciéon por cada punto terminal en el mismo periodo

de tiempo.

TIPO DE PUNTO

Punto Punto

2 Terminal | Critico
log N° UFC/L N valido 177 8
INFORMADO Media 951 2,132

Desviacion estandar | 1,459 1,964

Percentil 25 ,000 ,000
Mediana ,000 2,500
Percentil 75 2,398 3,399

a. pab+planta = A2

pab+planta: A2
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FIGURA 27. Distribucion del log del numero de UFC/L de Legionella spp. En los puntos
terminales y en los puntos criticos al analizar el segundo piso del pabellén A, realizando

una determinacion por cada punto terminal en el mismo periodo de tiempo.
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Estos resultados, se ven representados en el diagrama de cajas de la figura 27, siendo la
amplitud de la caja en los PC mayor que en los PT, el rango superior de recuentos es superior

en PC que en y la mediana también es mayor en los PC con respecto a los PT.

PABELLON A, PLANTA 3: A3

En este apartado analizamos los datos de la planta 3 del pabellén A. Se incluyeron en el estudio
53 PT y 12 PC. Estan ubicadas aqui 2 unidades de hospitalizacion de pacientes con 16

habitaciones, laboratorio, un aseo y una consulta.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 1,926 y la media de los PC de
2,466; la mediana de los PT fue de 2,000 y la de los PC fue de 3,212 (Tabla 19).

TABLA 19. PABELLON A, PLANTA 3. Parametros estadisticos del analisis del pabellén

A planta 3, realizando una determinaciéon por cada punto terminal en el mismo periodo

de tiempo.
TIPO DE PUNTO

B Punto Terminal | Punto Critico

log N° UFC/L INFORMADO N valido 53 12
Media 1,926 2,466
Desviacion estandar | 1,959 2,040
Percentil 25 ,000 ,000
Mediana 2,000 3,212
Percentil 75 3,892 4,247

a. pab+planta = A3

Si comparamos los datos de la planta 3 del pabelléon A, observamos que el log del n°® UFC/L
informadas es mayor en los PC que en los PT, mostrando el p valor de Mann Whitney una
diferencia no estadisticamente significativa: p valor M-W = 0.376 (>0.05). Por lo que podemos
afirmar, que en la planta 3 del pabellén A la cantidad de Legionella spp. detectada al analizar los
PC es igual que al analizar los PT. Por lo tanto, el analisis de los PC seria representativo del

control de la instalacion.

PABELLON B, PLANTA BAJA:BB
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En este apartado analizamos los datos de la planta baja del pabellon B. Se incluyeron en el
estudio 9 PT y 5 PC. Estan ubicadas varias consultas de especialidades. Los PC se definieron

en 2 aseos de pacientes y 3 consultas.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 0,753 y la media de los PC de
1,356; la mediana de los PT fue de 0,000 y la de los PC fue de 0,000 (Tabla 20).

TABLA 20. PABELLON B, PLANTA B. Parametros estadisticos del analisis del pabellén
B planta baja, realizando una determinacidon por cada punto terminal en el mismo

periodo de tiempo.

TIPO DE PUNTO
B Punto Terminal | Punto Critico
log N° UFC/L INFORMADO N valido 9 5
Media ,753 1,356
Desviacion estandar | 1,648 2,100
Percentil 25 ,000 ,000
Mediana ,000 ,000
Percentil 75 ,000 2,000

a. pab+planta = BB

Si comparamos los datos de la planta baja del pabelléon B, observamos que si comparamos las
medias el log del n°® UFC/L informadas es mayor en los PC que en los PT, y las medianas son
iguales en ambos, mostrando el p valor de Mann Whitney una diferencia no estadisticamente
significativa: p valor M-W = 0.606 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en la planta baja del
pabellén B la cantidad de Legionella spp. detectada al analizar los PC es igual que al analizar los

PT. Por lo tanto, el analisis de los PC seria representativo del control de la instalacion.

PABELLON B, PLANTA 1: B1

En este apartado analizamos los datos de la planta primera del pabellén B. Se incluyeron en el
estudio 123 PT y 9 PC. Estan ubicadas varias consultas de especialidades, 15 habitaciones de

hospitalizacion y aseos. Los PC se definieron en 4 habitaciones de hospitalizacion y 5 consultas.

La media de los PT expresada como log del n°® de UFC/L fue de 3,401 y la media de los PC de
3,289; la mediana de los PT fue de 4,310 y la de los PC fue de 4,330 (Tabla 21).
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TABLA 21. PABELLON B, PLANTA 1. Parametros estadisticos del analisis del pabellén
B planta primera, realizando una determinacidon por cada punto terminal en el mismo

periodo de tiempo.

TIPO DE PUNTO

Punto Punto

2 Terminal | Critico
log N° UFC/L N valido 123 9
INFORMADO Media 3,401 3,289
Desviacion
2,046 1,967
estandar
Percentil
2,000 2,778
25

Mediana 4,310 4,330

Percentil
75

5,079 4,565

a. pab+planta = B1

Si comparamos los datos de la primera planta del pabelléon B, observamos que si comparamos
las medias el log del n°® UFC/L informadas es mayor en los PT que en los PC, y la mediana de
los PC es ligeramente superior que la de los PT, mostrando el p valor de Mann Whitney una
diferencia no estadisticamente significativa: p valor M-W = 0.534 (>0.05). Por lo que podemos
afirmar, que en la planta primera del pabellon B la cantidad de Legionella spp. detectada al
analizar los PC es igual que al analizar los PT. Por lo tanto, el analisis de los PC seria

representativo del control de la instalacion.

PABELLON B, PLANTA 2: B2

En este apartado analizamos los datos de la planta primera del pabellén B. Se incluyeron en el
estudio 62 PT y 7 PC. Estan ubicadas 12 habitaciones de hospitalizacion y un quiréfano. Los PC

se definieron en 7 habitaciones de hospitalizacion.

Tesis Doctoral Universitat de Valéncia 2024 149



Control de Legionella en instalaciones de red de agua hospitalaria

La media de los PT expresada como log del n® de UFC/L fue de 2,767 y la media de los PC de
1,908; la mediana de los PT fue de 3,114 y la de los PC fue de 2,000 (Tabla 22).

TABLA 22. PABELLON B, PLANTA 2. Parametros estadisticos del analisis del pabellén
B planta segunda, realizando una determinacion por cada punto terminal en el mismo

periodo de tiempo.

TIPO DE PUNTO
B Punto Terminal | Punto Critico
log N° UFC/L INFORMADO N valido 62 7
Media 2,767 1,908
Desviacion estandar | 2,194 1,945
Percentil 25 ,000 ,000
Mediana 3,114 2,000
Percentil 75 4,398 3,623

a. pab+planta = B2

Si comparamos los datos de la segunda planta del pabellén B, observamos que si comparamos
las medias y las medianas el log del n°® UFC/L informadas es mayor en los PT que en los PC,
mostrando el p valor de Mann Whitney una diferencia no estadisticamente significativa: p valor
M-W = 0.316 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en la planta segunda del pabellén B la
cantidad de Legionella spp. detectada al analizar los PC es igual que al analizar los PT. Por lo

tanto, el analisis de los PC seria representativo del control de la instalacion.

PABELLON B, PLANTA 3: B3

En este apartado analizamos los datos de la planta primera del pabellén B. Se incluyeron en el
estudio 94 PT y 14 PC. Estan ubicadas 24 habitaciones de hospitalizacion y varios quiréfanos.

Los PC se definieron en 13 puntos de las habitaciones de hospitalizacion y un quiréfano.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 2,299 y la media de los PC de
3,815; la mediana de los PT fue de 2,690 y la de los PC fue de 4,365 (Tabla 23).

Si comparamos los datos de la tercera planta del pabelléon B, observamos que las medias y las

medianas del log del n°® UFC/L informadas es mayor en los PC que en los PT, mostrando el p
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valor de Mann Whitney una diferencia estadisticamente significativa: p valor M-W = 0.024
(<0.05). Por lo que podemos afirmar, que en la planta tercera del pabelléon B la cantidad de
Legionella spp. detectada al analizar los PC es mayor que al analizar los PT. Por lo tanto, el
analisis de los PC seria mas eficaz para la instalacion que el analisis de todos los puntos

terminales.

TABLA 23. PABELLON B, PLANTA 3. Parametros estadisticos del analisis del pabellén
B planta tercera, realizando una determinacién por cada punto terminal en el mismo

periodo de tiempo.

TIPO DE PUNTO

Punto Punto

2 Terminal | Critico
log N° UFC/L N valido 94 14
INFORMADO Media 2,299 3,815
Desviacion
2,252 1,535
estandar
Percentil
,000 3,322
25

Mediana 2,690 4,365

Percentil
75

4,599 4,778

a. pab+planta = B3
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FIGURA 28. Distribucion del log del numero de UFC/L de Legionella spp. En los puntos
terminales y en los puntos criticos al analizar el tercer piso del pabellén B, realizando

una determinacion por cada punto terminal en el mismo periodo de tiempo.
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Estos resultados, se ven representados en el diagrama de cajas de la figura 28, donde el rango
superior de recuentos es superior en PC que en PT y la mediana también es mayor en los PC

con respecto a los PT.

PABELLON C, PLANTA SOTANO: CS

En este apartado analizamos los datos de la planta sétano del pabellon C. Se incluyd en el
estudio 1 PT y se establecié como PC. Estan ubicadas aqui consultas externas de pacientes.
La cantidad de Legionella spp. detectada en este punto en la primera determinacién expresada
como el log del n°® de UFC/L fue de 2,602 (Tabla 24).

TABLA 24. PABELLON C, PLANTA SOTANO. Parametros estadisticos del analisis del
pabellén A planta 3, realizando una determinacién por cada punto terminal en el mismo

periodo de tiempo.

TIPO DE PUNTO

Punto Punto

2 Terminal | Critico
log N° UFC/L N valido 1 1
INFORMADO Media 2,602 2,602

Desviacion

estandar

Percentil

2,602 2,602
25

Mediana 2,602 2,602

Percentil
75

2,602 2,602

a. pab+planta = CS

PABELLON C, PLANTA BAJA: CB

En este apartado analizamos los datos de la planta baja del pabellén C. Se incluyeron en el
estudio 2 PT y 2 PC. Estan ubicadas una consulta de especialidades y un aseo. Los PC se

definieron en estas ubicaciones.
No se detectd Legionella spp. en estos puntos. La media de los PT expresada como log del n°
de UFC/L fue de 0,000 y la media de los PC de 0,000; la mediana de los PT fue de 0,000 y la

de los PC fue de 0,000 (Tabla 25).
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TABLA 25. PABELLON C, PLANTA B. Parametros estadisticos del analisis del pabellén
B planta baja, realizando una determinacidon por cada punto terminal en el mismo

periodo de tiempo.

TIPO DE PUNTO
B Punto Terminal | Punto Critico
log N° UFC/L INFORMADO N valido 2 2
Media ,000 ,000
Desviacion estandar | ,000 ,000
Percentil 25 ,000 ,000
Mediana ,000 ,000
Percentil 75 ,000 ,000

a. pab+planta = CB
Todos los PT son PC por lo que no se puede establecer una relacion estadistica entre ellos.

PABELLON C, PLANTA 1: C1

En este apartado analizamos los datos de la planta primera del pabellén C. Se incluyeron en el
estudio 20 PT y 2 PC. Estan ubicadas zonas de quir6fanos y consultas de especialidades. Los
PC se definieron en una consulta y en un quiréfano.

La media de los PT expresada como log del n°® de UFC/L fue de 1,949 y la media de los PC de
2,889; la mediana de los PT fue de 0,000 y la de los PC fue de 2,889 (Tabla 26).

TABLA 26. PABELLON B, PLANTA 1. Parametros estadisticos del analisis del pabellén
C planta primera, realizando una determinacién por cada punto terminal en el mismo

periodo de tiempo.

TIPO DE PUNTO
B Punto Terminal | Punto Critico
log N° UFC/L INFORMADO N valido 20 2
Media 1,949 2,889
Desviacion estandar | 2,308 4,086
Percentil 25 ,000 ,000
Mediana ,000 2,889
Percentil 75 3,960 5,778

a. pab+planta = C1
Si comparamos los datos de la primera planta del pabellén C, observamos que, si comparamos

las medias y las medianas, el log del n® UFC/L informadas es mayor en los PC que en los PT,
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mostrando el p valor de Mann Whitney una diferencia no estadisticamente significativa: p valor
M-W = 0.623 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en la planta primera del pabellén C la
cantidad de Legionella spp. detectada al analizar los PC es igual que al analizar los PT. Por lo
tanto, el analisis de los PC seria representativo del control de la instalacion.

PABELLON C, PLANTA 2: C2

En este apartado analizamos los datos de la planta segunda del pabelléon C. Se incluyeron en el
estudio 56 PT y 6 PC. Estan ubicadas 16 habitaciones de hospitalizacion y despachos. Los PC
se definieron en 6 habitaciones de hospitalizacion.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 1,801 y la media de los PC de
2,085; la mediana de los PT fue de 2,129 y la de los PC fue de 2,452 (Tabla 27).

TABLA 27. PABELLON C, PLANTA 2. Parametros estadisticos del analisis del pabellén
C planta segunda, realizando una determinaciéon por cada punto terminal en el mismo

periodo de tiempo.

TIPO DE PUNTO

Punto Punto

2 Terminal | Critico
log N° UFC/L N valido 56 6
INFORMADO Media 1,801 2,085
Desviacion
1,874 1,786
estandar
Percentil
,000 ,000
25

Mediana 2,129 2,452

Percentil

3,040 3,079
75

a. pab+planta = C2

Si comparamos los datos de la segunda planta del pabelléon C, observamos que si comparamos
las medias y las medianas el log del n°® UFC/L informadas es mayor en los PC que en los PT,
mostrando el p valor de Mann Whitney una diferencia no estadisticamente significativa: p valor
M-W = 0.701 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en la planta segunda del pabellén C la
cantidad de Legionella spp. detectada al analizar los PC es igual que al analizar los PT.

Demostrando que el analisis de los PC es representativo del control de la instalacion.
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PABELLON C, PLANTA 3: C3.

En este apartado analizamos los datos de la planta tercera del pabellén C. Se incluyeron en el

estudio 57 PT y 3 PC. Estan ubicadas habitaciones de hospitalizacion.

La media de los PT expresada como log del n°® de UFC/L fue de 3,148 y la media de los PC de
3,937; la mediana de los PT fue de 3,447 y la de los PC fue de 4,431 (Tabla 28).

TABLA 28. PABELLON C, PLANTA 3. Parametros estadisticos del analisis del pabellén
C planta tercera, realizando una determinacion por cada punto terminal en el mismo

periodo de tiempo.

TIPO DE PUNTO
B Punto Terminal | Punto Critico
log N° UFC/L INFORMADO N valido 57 3
Media 3,148 3,937
Desviacion estandar | 1,689 1,169
Percentil 25 2,041 2,602
Mediana 3,447 4,431
Percentil 75 4,582 4,778

a. pab+planta = C3

Si comparamos los datos de la tercera planta del pabellén C, observamos que las medias y las
medianas del log del n® UFC/L informadas son mayores en los PC que en los PT, no mostrando
el p valor de Mann Whitney una diferencia estadisticamente significativa: p valor M-W = 0.496
(>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en la planta tercera del pabellon C la cantidad de
Legionella spp. detectada al analizar los PC es igual que al analizar los PT. Por lo tanto, el andlisis

de los PC seria representativo del analisis de todos los puntos terminales.

PABELLON C, PLANTA 4: C4.

En este apartado analizamos los datos de la planta cuarta del pabellén C. Se incluyeron en el

estudio 4 PT y 1 PC, correspondientes a zonas quirurgicas.
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La media de los PT expresada como log del n°® de UFC/L fue de 2,939 y la media de los PC de
4,170; la mediana de los PT fue de 2,794 y la de los PC fue de 4,170 (Tabla 29).

TABLA 29. PABELLON C, PLANTA 4. Parametros estadisticos del analisis del pabellén
C planta cuarta, realizando una determinacién por cada punto terminal en el mismo

periodo de tiempo.

TIPO DE PUNTO

Punto Punto

2 Terminal | Critico
log N° UFC/L N valido 4 1
INFORMADO Media 2,939 4,170
Desviacion
,908
estandar
Percentil
2,331 4170
25

Mediana 2,794 4,170

Percentil
75

3,547 4,170

a. pab+planta = C4

Si comparamos los datos de la cuarta planta del pabellén C, observamos que las medias y las
medianas del log del n® UFC/L informadas son mayores en los PC que en los PT, no mostrando
el p valor de Mann Whitney una diferencia estadisticamente significativa: p valor M-W = 0.400
(>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en la planta cuarta del pabellén C la cantidad de
Legionella spp. detectada al analizar los PC es igual que al analizar los PT. Por lo tanto, el andlisis
de los PC seria representativo del analisis de todos los puntos terminales.

PABELLON QX, PLANTA SOTANO: QXS

En este apartado analizamos los datos de la planta s6tano del pabelldn quirdrgico (QX). Se

incluyeron en el estudio 48 PT y 3 PC. Estan ubicadas aqui los vestuarios y zonas de lavado.

La media de los PT expresada como log del n°® de UFC/L fue de 1,978 y la media de los PC de
2,103; la mediana de los PT fue de 2,675 y la de los PC fue de 2,602 (Tabla 30).
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TABLA 30. PABELLON QX, PLANTA SOTANO. Parametros estadisticos del analisis del

pabellén QX planta sétano, realizando una determinacion por cada punto terminal en

el mismo periodo de tiempo.

a

TIPOPUNTO

Punto Terminal

Punto Critico

log N° UFC/L INFORMADO N valido 48 3
Media 1,978 2,103
Desviacion estandar | 1,613 1,903
Percentil 25 ,000 ,000
Mediana 2,675 2,602
Percentil 75 3,290 3,708

a. pab+planta = QXS

Si comparamos los datos de la planta sétano del pabellon QX, observamos que si comparamos

las medias el log del n°® UFC/L informadas es mayor en los PC que en los PT y la mediana de los

PT es mayor que la de los PC, mostrando el p valor de Mann Whitney una diferencia no

estadisticamente significativa: p valor M-W = 0.667 (>0.05) (tabla 31). Por lo que podemos

afirmar, que en la planta sétano del pabellén QX la cantidad de Legionella spp. detectada al

analizar los PC es igual que al analizar los PT. Por lo tanto, el analisis de los PC seria

representativo del control de la instalacion.

TABLA 31. Resumen de contrastes de hipotesis de la prueba U de Mann Whitney para

las muestras del s6tano del pabellon QX.

Resumen de contrastes de hipotesis

Hipétesis nula Prueba Sig. Decisidn
La distribucién de log Ne UFC/L T (Ueb3 Ll de Conserve la
1 INFORMADD es |a misma entre las 2 edtiee 867" hipétesis
categonas de TIPOPUNTO. independientes nula.

Se muestran significaciones asintéticas. El nivel de significancia es 05,

15e muestra la significacion exacta para esta prueba.
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PABELLON QX, PLANTA BAJA: QXB

En este apartado analizamos los datos de la planta baja del pabellon QX. Se incluyeron en el
estudio 18 PT y 3 PC. Estan ubicados los lavaderos, vertederos, control de enfermeria y zona

quirdrgica.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 2,536 y la media de los PC de
3,109; la mediana de los PT fue de 2,540 y la de los PC fue de 4,548 (Tabla 32).

TABLA 32. PABELLON QX, PLANTA B. Parametros estadisticos del analisis del pabellén
QX planta baja, realizando una determinacién por cada punto terminal en el mismo

periodo de tiempo.

TIPOPUNTO
B Punto Terminal [Punto Critico
log N° UFC/L INFORMADO N valido 18 3
Media 2,536 3,109
Desviacion estdndar 1,335 1,249
Percentil 25 2,000 2,301
Mediana 2,540 2,477
Percentil 75 2,954 4,548

a. pab+planta = QXB

Si comparamos los datos de la planta baja del pabellon QX, observamos que, la media del log
del n® UFC/L informadas es mayor en los PC que en los PT, y la mediana es mayor en PT que
en PC, mostrando el p valor de Mann Whitney una diferencia no estadisticamente significativa:
p valor M-W = 0.669 (>0.05) (tabla 33). Por lo que podemos afirmar, que en la planta baja del
pabellén QX la cantidad de Legionella spp. detectada al analizar los PC es igual que al analizar

los PT. Por lo tanto, el analisis de los PC seria representativo del control de la instalacién.
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TABLA 33. Resumen de contrastes de hipétesis de la prueba U de Mann Whitney para

las muestras de la planta baja del pabelléon QX.

Resumen de contrastes de hipitesis

Hipétesis nula Prueba Sig. Decision

e e Prueba U de
La distribucion de log N® UFC/L .
1 INFORMADD es |a misma entre 1asann-Whitney

. para muestras
categorias de TIPOPUNTO. independientes

Conserve la
669" hipbtesis
nula.

Se muestran significaciones asintéticas. El nivel de significancia es ,05.

15e muestra la significacion exacta para esta prueba.

PABELLON QX, PLANTA 1: QX1

En este apartado analizamos los datos de la planta primera del pabelldn quirdrgico. Se incluyeron
en el estudio 11 PT y 1 PC. Estan ubicadas zonas de consultas de especialidades y aseos. El

PC esta ubicado en una consulta.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 2,701 y la media de los PC de
4,468; la mediana de los PT fue de 3,996 y la de los PC fue de 4,468 (tabla 34).

TABLA 34. PABELLON QX, PLANTA 1. Parametros estadisticos del analisis del pabellén
QX planta primera, realizando una determinacién por cada punto terminal en el mismo

periodo de tiempo.

TIPOPUNTO
B Punto Terminal [Punto Critico
log N° UFC/L INFORMADO N valido 11 1
Media 2,701 4,468

Desviacion estandar 2,334

Percentil 25 ,000 4,468
Mediana 3,996 4,468
Percentil 75 4,526 4,468

a. pab+planta = QX1

Si comparamos los datos de la primera planta del pabellon QX, observamos que, al comparar
las medias y las medianas, el log del n® UFC/L informadas es mayor en los PC que en los PT,
mostrando el p valor de Mann Whitney una diferencia no estadisticamente significativa: p valor
M-W =0.667 (>0.05) (tabla 35). Por lo que podemos afirmar, que en la planta primera del pabellon
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quirargico la cantidad de Legionella spp. detectada al analizar los PC es igual que al analizar los
PT. Por lo tanto, el analisis de los PC seria representativo del control de la instalacion.
TABLA 35. Resumen de contrastes de hipotesis de la prueba U de Mann Whitney para

las muestras de la primera planta del pabellon QX.

Resumen de contrastes de hipotesis

Hipétesis nula Prueba Sig. Decisidn

Prueba U de

s E LT e ﬁ.%%ii?.‘: 2

nula.

La distribucion de log N® UFC/L
1 INFORMADO esla misma entre las

‘ para muestras
categonas de TIPOPUNTO. independientes

Se muestran significaciones asintéticas. El nivel de significancia es ,05.

1Se muestra la significacion exacta para esta prueba.

PABELLON QX, PLANTA 2: QX2

En este apartado analizamos los datos de la planta segunda del pabellén QX. Se incluyeron en

el estudio 20 PT y 1 PC. Estan ubicados los lavaderos y los vestuarios del personal.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 2,858 y la media de los PC de
4,754; la mediana de los PT fue de 3,217 y la de los PC fue de 4,754 (Tabla 36).

TABLA 36. PABELLON QX, PLANTA 2. Parametros estadisticos del analisis del pabellén
quirdrgico planta segunda, realizando una determinacién por cada punto terminal en el

mismo periodo de tiempo.

TIPOPUNTO
B Punto Terminal [Punto Critico
log N° UFC/L INFORMADO N valido 20 1
Media 2,858 4,754

Desviacion estandar 1,321

Percentil 25 2,874 4,754
Mediana 3,217 4,754
Percentil 75 3,447 4,754

a. pab+planta = QX2

Si comparamos los datos de la segunda planta del pabellon QX, observamos que las medias y
las medianas del log del n° UFC/L informadas es mayor en los PC que en los PT, mostrando el
p valor de Mann Whitney una diferencia no estadisticamente significativa: p valor M-W = 0.095
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(>0.05) (tabla 37). Por lo que podemos afirmar, que en la planta segunda del pabelléon QX la
cantidad de Legionella spp. detectada al analizar los PC es igual que al analizar los PT.

Demostrando que el analisis de los PC es representativo del control de la instalacion.

TABLA 37. Resumen de contrastes de hipotesis de la prueba U de Mann Whitney para

las muestras de la segunda planta del pabellén QX.

Resumen de contrastes de hipotesis

Hipétesis nula Prueba Sig. Decision
La distribucién de log Ne UFC/L [ (Ueb2 ) de Conserve la
1 INFORMADO es la misma entre las /72 edtree 098" hipétesis
categoras de TIPOPUNTO. independientes nula.

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significancia es ,05.

15e muestra la significacion exacta para esta prueba.

PABELLON QX PLANTA 4: QX4.

En este apartado analizamos los datos de la planta cuarta del pabellén QX. Se incluyeron en el
estudio 2 PT siendo estos considerados como PC, correspondientes a zonas quirurgicas.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 5,052 y la mediana fue de
4,606 (Tabla 38).

TABLA 38. PABELLON QX, PLANTA 4. Parametros estadisticos del analisis del pabellén
QX planta cuarta, realizando una determinacién por cada punto terminal en el mismo

periodo de tiempo.

TIPOPUNTO
B Punto Terminal [Punto Critico
log N° UFC/L INFORMADO N valido 2 2
Media 5,052 5,052
Desviacion estandar | 1,058 1,058
Percentil 25 4,420 4,420
Mediana 4,606 4,606
Percentil 75 5,684 5,684

a. pab+planta = QX4
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Todos los PT son PC por lo que no se puede establecer una relacion estadistica entre ellos.

C. POR PABELLON, PLANTA Y UNIDAD

Los tamafos muestrales que se comparan en cada subarea, sobre todo para los puntos criticos,
son muy pequenos, por lo que el test de M-W no tiene potencia suficiente para detectar ninguna
diferencia significativa. Todos los p-valores son mayores de 0.05. Los datos obtenidos del

analisis de este apartado se muestran en el anexo 3.

1.2 ANALISIS DEL USO DE PC VS PT DURANTE EL PERIODO DE
ESTUDIO

En este apartado se compararan los recuentos de colonias entre las 2.137 muestras de todos
los puntos terminales analizados durante el periodo 2006-2018 y las 1067 determinaciones

repetidas durante este periodo de tiempo correspondientes a los puntos criticos.

A. INSTALACION COMPLETA

Si comparamos la instalacién completa, el recuento medio expresado en log del nimero UFC/L
informados es de 2,498 en los PT y de 2,805 en los PC, con una mediana de 3,00 para los PT y
de 3,415 en los PC (tabla 39).

TABLA 39. Comparacion de los parametros estadisticos del analisis del log del namero
de UFC/L de Legionella spp. detectados en los puntos criticos y en los puntos

terminales a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO
Punto
Terminal Punto Critico
log Ne° UFC/L N valido 2137 1067
INFORMADO Media 2,498 2,805
Desviacion estandar | 1,978 1,865
Percentil 25 ,000 ,000
Mediana 3,000 3,415
Percentil 75 4,188 4,305
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El p-valor de la prueba de Mann-Whitney es de 0.000 (<0.05), lo que indica que existen
diferencias significativas en el recuento de colonias entre puntos terminales y puntos criticos,

siendo mayor el recuento en los puntos criticos.

Tal como se observa en el diagrama de cajas de la figura 29, la amplitud de la caja en los PC es
mayor que en los PT y la mediana también es superior en los PC con respecto a los PT, siendo
esta diferencia estadisticamente significativa, por lo que podemos afirmar que el analisis de los

PC es mas eficiente que el analisis de todos los PT de la instalacién completa.

8,000

6,000

4,000

log N° UFCIL INFORMADO

2,000

,0007]

T T
Punto Terminal Punto Critico

TIPOPUNTO

FIGURA 29. Distribucion del log del niumero de UFC/L informados en los puntos criticos

y los puntos terminales.

B. POR PABELLONES

PABELLON A

En este apartado analizamos los datos del pabellén A en su conjunto, formado por los sectores
1, 2, 3y 4. Se incluyeron en el estudio 811 determinaciones de PT y 419 determinaciones
correspondientes a 33 PC. La media de los PT expresada como log del n® de UFC/L fue de
1,943 y la media de los PC de 2,476; la mediana de los PT fue de 2,000 y la de los PC fue de
3,041 (Tabla 40).
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TABLA 40. Comparacion de los parametros estadisticos del analisis del log del niamero
de UFC/L de Legionella spp. Detectados en los puntos criticos y en los puntos

terminales a lo largo del tiempo en el pabelldn A.

TIPOPUNTO
B Punto Terminal | Punto Critico
log N° UFC/L INFORMADO N valido 811 419
Media 1,943 2,476
Desviacion estandar | 1,926 1,924
Percentil 25 ,000 ,000
Mediana 2,000 3,041
Percentil 75 3,732 4,121

a. PABELLON = A
Observamos que el log del n°® UFC/L informadas es mayor en los PC que en los PT siendo esta

diferencia estadisticamente significativa ala analizar el p valor M-W 0.000 (<0.05): en el

pabellén A, el recuento de colonias es superior en los PC.

PABELLON: A

6,000
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,0004
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FIGURA 30. Distribucion del log del numero de UFC/L de Legionella spp. En los puntos
terminales y en los puntos criticos al analizar el pabellén A, realizando determinaciones

repetidas de cada punto terminal a lo largo del tiempo.
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Tal como se observa en el diagrama de cajas de la figura 30, la amplitud de la caja en los PC es
mayor que en los PT y la mediana también es superior en los PC con respecto a los PT, siendo
esta diferencia estadisticamente significativa, por lo que podemos afirmar que el analisis de los
PC consigue detectar mas Legionella spp. que el analisis del total de los puntos de la instalacion
(PT), lo que podria verse como una mejora en la eficiencia del control de la instalacién. Por los
que el andlisis de los PC seria de mayor utilidad para el control de la instalacion (pabellon A)

frente al analisis de todos los puntos de la red.

PABELLON B

En este apartado analizamos los datos del pabelléon B en su conjunto, formado por los sectores
1, 2 y 3. Se incluyeron en el estudio 830 determinaciones de PT y 398 de PC. La media de los
PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 2,907 y la media de los PC de 3,038; la mediana
de los PT fue de 3,658 y la de los PC fue de 3,681 (Tabla 41).

TABLA 41. PABELLON = B. Parametros estadisticos del analisis del pabelléon B,

realizando determinaciones repetidas de cada punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO
B Punto Terminal | Punto Critico
log N° UFC/L INFORMADO N valido 830 398
Media 2,907 3,038
Desviacion estandar | 2,060 1,926
Percentil 25 ,000 1,602
Mediana 3,658 3,681
Percentil 75 4,597 4,580

a. PABELLON =B

Observamos que el log del n°® UFC/L informadas es mayor en los PC que en los PT, no siendo

esta diferencia estadisticamente significativa al analizar el p valor M-W = 0.540 (>0.05).
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PABELLON: B
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FIGURA 31. Distribucién del log del nimero de UFC/L de Legionella spp. En los puntos
terminales y en los puntos criticos al analizar el pabellén B, realizando determinaciones

repetidas de cada punto terminal a lo largo del tiempo.

Tal como se observa en el diagrama de cajas de la figura 31, la amplitud de la caja en los PC es
menor que en los PT y la mediana es similar en los PC con respecto a los PT, aunque la diferencia
no es estadisticamente significativa, por lo que podemos afirmar que en el pabellén B, el analisis

de los PC es representativo de la instalacion completa.

PABELLON C

En este apartado analizamos los datos del pabellén C en su conjunto, formado por los sectores
1y 2. Se incluyeron en el estudio 352 determinaciones de los PT y 2017 de los PC. La media
de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 2,849 y la media de los PC de 3,126; la
mediana de los PT fue de 3,362 y la de los PC fue de 3,633 (Tabla 42).
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TABLA 42. PABELLON = C. Parametros estadisticos del analisis del pabellén C,

realizando determinaciones repetidas de cada punto terminal a lo largo del tiempo.

a

TIPOPUNTO

Punto Terminal

Punto Critico

log N° UFC/L INFORMADO N valido
Media
Desviacion estandar
Percentil 25
Mediana

Percentil 75

352

2,849
1,668
2,000
3,362
4,029

207

3,126
1,473
2,699
3,633
4,104

a. PABELLON=C

Si comparamos los datos del pabellén C, observamos que el log del n® UFC/L informadas es

mayor en los PC que en los PT, no siendo esta diferencia estadisticamente significativa al

analizar el p valor M-W = 0.060 (>0.05).

PABELLON: C
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FIGURA 32. Distribucion del log del numero de UFC/L de Legionella spp. En los puntos

terminales y en los puntos criticos al analizar el pabellén C, realizando determinaciones

T
Punto Critico

repetidas de cada punto terminal a lo largo del tiempo.

Tal como se observa en el diagrama de cajas de la figura 32, la amplitud de la caja en los PC es
menor que en los PT siendo la mediana mayor en los PC con respecto a los PT, aunque la

diferencia no es estadisticamente significativa, por lo que podemos afirmar que en el pabellén C,

el analisis de los PC es representativo de la instalacion completa.
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PABELLON QUIRURGICO

En este apartado analizamos los datos del pabellén quirargico (QX) en su conjunto, formado por
un unico sector. Se incluyeron en el estudio 144 determinaciones de los PT y 43 de los PC. La
media de los PT expresada como log del n°® de UFC/L fue de 2,407 y la media de los PC de
2,318; la mediana de los PT fue de 2,778 y la de los PC fue de 2,477 (Tabla 43).

TABLA 43.PABELLON = QUIRURGICO. Parametros estadisticos del analisis del

pabellén QX, realizando determinaciones repetidas de cada punto terminal a lo largo

del tiempo.
TIPOPUNTO

B Punto Terminal | Punto Critico

log N° UFC/L INFORMADO N valido 144 43
Media 2,407 2,318
Desviacion estandar | 1,728 1,846
Percentil 25 ,000 ,000
Mediana 2,778 2,477
Percentil 75 3,531 3,892

a. PABELLON = quirargico

Si comparamos los datos del pabellon QX, observamos que el log del n°® UFC/L informadas es
mayor en los PT que en los PC, no siendo esta diferencia estadisticamente significativa al
analizar el p valor M-W = 0.766 (>0.05).

Tal como se observa en el diagrama de cajas de la figura 33, la amplitud de la caja en los PC es
mayor que en los PT, ademas el rango superior de recuentos es superior en PC que en PT (el
percentil 75 es superior en PC que en PT) y la mediana es similar en los PC con respecto a los
PT, aunque la diferencia no es estadisticamente significativa, por lo que podemos afirmar que en
el pabellon QX, el analisis de los PC es representativo de la instalacion completa.
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PABELLON: quirirgico
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FIGURA 33. Distribucion del log del numero de UFC/L de Legionella spp. En los puntos
terminales y en los puntos criticos al analizar el pabellon QX, realizando

determinaciones repetidas de cada punto terminal a lo largo del tiempo.

C. POR PABELLON Y PLANTA.

PABELLON A, PLANTA SOTANO: AS

En este apartado analizamos los datos de la planta sétano del pabellon A. En esta area de la
instalaciéon se ubica vestuarios, lavanderia, consultas y despachos. Se incluyeron en el estudio
48 determinaciones de PT y 12 de PC.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 0,812 y la media de los PC de
2,412; la mediana de los PT fue de 0,000 y la de los PC fue de 2,540 (Tabla 44).

TABLA 44. PABELLON A, PLANTA S. Parametros estadisticos del analisis del pabellén
A planta sétano, realizando determinaciones repetidas de cada punto terminal a lo largo

del tiempo.
TIPOPUNTO

B Punto Terminal | Punto Critico

log N° UFC/L INFORMADO N valido 48 12
Media ,812 2,412
Desviacion estandar | 1,602 2,089
Percentil 25 ,000 ,000
Mediana ,000 2,540
Percentil 75 ,000 4,255

a. pabtplanta = AS
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Si comparamos los datos del sétano del pabelldon A, observamos que el log del n°® UFC/L
informadas es mayor en los PC que en los PT, siendo esta diferencia estadisticamente
significativa al analizar el p valor M-W = 0.004 (<0.05). Por lo que podemos afirmar, que en la
planta sétano del pabellén A el analisis de los PC mejora el rendimiento del analisis del total de
los PT. Analizando los PC mejoramos la eficacia del control de la instalacion en el sétano del

pabellén A.
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FIGURA 34. Distribucion del log del numero de UFC/L de Legionella spp. En los puntos
terminales y en los puntos criticos al analizar el s6tano del pabellén A, realizando

determinaciones repetidas de cada punto terminal a lo largo del tiempo.

Tal como se observa en el diagrama de cajas de la figura 34, la amplitud de la caja en los PC es
mayor que en los PT, y la mediana es mayor en los PC con respecto a los PT, siendo la diferencia
estadisticamente significativa, por lo que podemos afirmar que en el sétano del pabelldén A, el
analisis de los PC mejora el control de la instalacion.

PABELLON A, PLANTA BAJA: AB

En este apartado analizamos los datos de la planta baja del pabellon A. En esta area de la
instalacién se ubica urgencias, laboratorio, radiologia y quiréfanos. Se incluyeron en el estudio
102 determinaciones de PT y 64 de PC.

La media de los PT expresada como log del n°® de UFC/L fue de 1,685 y la media de los PC de
2,104; la mediana de los PT fue de 0,000 y la de los PC fue de 0,000 (Tabla 45).
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Si comparamos los datos de la planta baja del pabellén A, observamos que la media del log del
n® UFC/L informadas es mayor en los PC que en los PT, siendo la mediana igual. Al analizar el
p valor de M-W no se detectd diferencia estadisticamente significativa p valor M-W = 0.236
(>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en la planta baja del pabelléon A el analisis de los PC
es representativo de los PT.

TABLA 45. PABELLON A, PLANTA BAJA. Parametros estadisticos del analisis del
pabellén A planta baja, realizando determinaciones repetidas de cada punto terminal a
lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO
B Punto Terminal | Punto Critico
log N° UFC/L N valido 102 64
INFORMADO Media 1,685 2,104
Desviacion estandar | 2,186 2,381
Percentil 25 ,000 ,000
Mediana ,000 ,000
Percentil 75 3,881 4,778

a. pab+planta = AB

PABELLON A, PLANTA 1: A1

En este apartado analizamos los datos de la planta 1 del pabellon A. En esta area de la
instalacién se ubican 15 habitaciones de pacientes, consultas externas de especialidades,
despachos e instalaciones del laboratorio. Se incluyeron en el estudio 144 determinaciones de
los PT y 81 de los PC.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 2,547 y la media de los PC de
2,744; |la mediana de los PT fue de 3,212 y la de los PC fue de 3,230 (Tabla 46).

Si comparamos los datos de la planta 1 del pabelléon A, observamos que el log del n°® UFC/L
informadas es mayor en los PC que en los PT, no siendo esta diferencia estadisticamente
significativa al analizar el p valor M-W = 0.522 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en la
planta 1 del pabellén A el analisis de los PC es representativo de los PT.
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TABLA 46. PABELLON A, PLANTA 1. Parametros estadisticos del analisis del pabellén

A planta 1, realizando determinaciones repetidas de cada punto terminal a lo largo del

tiempo.
TIPOPUNTO

B Punto Terminal | Punto Critico

log N° UFC/L INFORMADO N valido 144 81
Media 2,547 2,744
Desviacion estandar | 1,840 1,748
Percentil 25 ,000 2,000
Mediana 3,212 3,230
Percentil 75 3,959 3,978

a. pab+planta = A1

PABELLON A, PLANTA 2: A2

En este apartado analizamos los datos de la planta 2 del pabellén A. Se incluyeron en el estudio
310 determinaciones de los PT y 112 de los PC. Estan ubicadas aqui 3 unidades de

hospitalizacion de pacientes, quiréfanos y varios aseos.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 1,454 y la media de los PC de
2,106; la mediana de los PT fue de 0,000 y la de los PC fue de 2,591 (Tabla 47).

TABLA 47. PABELLON A, PLANTA 2. Parametros estadisticos del analisis del pabellén

A planta 2, realizando determinaciones repetidas de cada punto terminal a lo largo del

tiempo.
TIPOPUNTO

B Punto Terminal | Punto Critico

log N° UFC/L INFORMADO N valido 310 112
Media 1,454 2,106
Desviacion estandar | 1,665 1,687
Percentil 25 ,000 ,000
Mediana ,000 2,591
Percentil 75 3,041 3,531

a. pab+planta = A2

Si comparamos los datos de la planta 2 del pabelléon A, observamos que el log del n°® UFC/L

informadas es mayor en los PC que en los PT, mostrando el p valor de Mann Whitney una
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diferencia estadisticamente significativa: p valor M-W = 0.001 (<0.05). Por lo que podemos
afirmar, que en la planta 2 del pabellon A la cantidad de Legionella spp. detectada al analizar los
PC es mayor que al analizar los PT, lo que podria verse como una mejora en la eficiencia del
control de la instalacion. Por lo tanto, el andlisis de los PC seria de mayor utilidad para el control

de la instalacion que el analisis de todos los puntos de la red.
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FIGURA 35. Distribucion del log del numero de UFC/L de Legionella spp. En los puntos
terminales y en los puntos criticos al analizar el segundo piso del pabellén a, realizando

determinaciones repetidas de cada punto terminal a lo largo del tiempo.

Estos resultados, se ven representados en el diagrama de cajas de la figura 35, siendo la
amplitud de la caja en los PC mayor que en los PT, el rango superior de recuentos es superior

en PC que en y la mediana también es mayor en los PC con respecto a los PT.

PABELLON A, PLANTA 3: A3

En este apartado analizamos los datos de la planta 3 del pabellén A. Se incluyeron en el estudio
207 determinaciones de PT y 150 de PC. Estan ubicadas aqui 2 unidades de hospitalizacion de
pacientes, laboratorio, un aseo y una consulta.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 2,644 y la media de los PC de
2,771; la mediana de los PT fue de 3,462 y la de los PC fue de 3,605 (Tabla 48).

Si comparamos los datos de la planta 3 del pabelléon A, observamos que el log del n°® UFC/L
informadas es mayor en los PC que en los PT, mostrando el p valor de Mann Whitney una
diferencia no estadisticamente significativa: p valor M-W = 0.564 (>0.05). Por lo que podemos
afirmar, que en la planta 3 del pabellon A la cantidad de Legionella spp. detectada al analizar los
PC es igual que al analizar los PT. Por lo tanto, el analisis de los PC seria representativo del

control de la instalacion.
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TABLA 48. PABELLON A, PLANTA 3. Parametros estadisticos del analisis del pabellén

A planta 3, realizando determinaciones repetidas de cada punto terminal a lo largo del

tiempo.

a

TIPOPUNTO

Punto Terminal

Punto Critico

log N° UFC/L INFORMADO N valido
Media
Desviacion estandar
Percentil 25
Mediana

Percentil 75

207
2,644
1,926
,000
3,462
4,292

150
2,771
1,902
,000
3,605
4,305

a. pabtplanta = A3

PABELLON B, PLANTA BAJA: BB

En este apartado analizamos los datos de la planta baja del pabellon B. Se incluyeron en el

estudio 44 determinaciones de PT y 36 de PC. Estan ubicadas varias consultas de

especialidades.

La media de los PT expresada como log del n°® de UFC/L fue de 1,785 y la media de los PC de
2,181; la mediana de los PT fue de 0,000 y la de los PC fue de 2,403 (Tabla 49).

TABLA 49. PABELLON B, PLANTA B. Parametros estadisticos del analisis del pabellén

B planta baja, realizando determinaciones repetidas de cada punto terminal a lo largo

del tiempo.

a

TIPOPUNTO

Punto Terminal

Punto Critico

log N° UFC/L INFORMADO N valido
Media
Desviacion estandar
Percentil 25
Mediana

Percentil 75

44
1,785
2,076
,000
,000
3,565

36
2,181
2,099
,000
2,403
3,974

a. pab+planta = BB
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Si comparamos los datos de la planta baja del pabelldon B, observamos que la cantidad de
Legionella spp. detectada expresada como el log del n°® UFC/L informadas es mayor en los PC
que en los PT, siendo las medias y las medianas superiores en los PC, sin embargo, no se
muestra una diferencia estadisticamente tal como indica el p valor de Mann Whitney: p valor M-
W =0.390 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en la planta baja del pabellén B la cantidad
de Legionella spp. detectada al analizar los PC es igual que al analizar los PT. Por lo tanto, el

analisis de los PC seria representativo del control de la instalacion.

PABELLON B, PLANTA 1: B1

En este apartado analizamos los datos de la planta primera del pabellén B. Se incluyeron en el
estudio 279 determinaciones de PT y 105 de PC. Estan ubicadas varias consultas de

especialidades, 15 habitaciones de hospitalizacion y aseos.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 3,445 y la media de los PC de
3,393; la mediana de los PT fue de 4,041 y la de los PC fue de 3,934 (Tabla 50).

Si comparamos los datos de la primera planta del pabellén B, observamos que las mediana del
log del n® UFC/L informadas es mayor en los PT que en los PC, y la media de los PC es mayor
que la de los PT, mostrando el p valor de Mann Whitney una diferencia no estadisticamente
significativa: p valor M-W = 0.626 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en la planta primera
del pabellén B la cantidad de Legionella spp. detectada al analizar los PC es igual que al analizar

los PT. Por lo tanto, el analisis de los PC seria representativo del control de la instalacién.

TABLA 50. PABELLON B, PLANTA 1. Parametros estadisticos del analisis del pabellén
B planta primera, realizando determinaciones repetidas de cada punto terminal a lo

largo del tiempo.

TIPOPUNTO
B Punto Terminal | Punto Critico
log N° UFC/L INFORMADO N valido 279 105
Media 3,445 3,393
Desviacion estandar | 1,828 1,774
Percentil 25 2,477 2,398
Mediana 4,041 3,934
Percentil 75 4,778 4,663

a. pab+planta = B1
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PABELLON B, PLANTA 2: B2

En este apartado analizamos los datos de la planta primera del pabellén B. Se incluyeron en el
estudio 130 determinaciones de PT y 63 de PC. Estan ubicadas habitaciones de hospitalizacion

y un quiréfano.

La media de los PT expresada como log del n°® de UFC/L fue de 2,394 y la media de los PC de
1,896; la mediana de los PT fue de 2,874 y la de los PC fue de 2,000 (Tabla 51).

Si comparamos los datos de la segunda planta del pabellén B, observamos que las medias y las
medianas el log del n°® UFC/L informadas es mayor en los PT que en los PC, mostrando el p valor
de Mann Whitney una diferencia no estadisticamente significativa: p valor M-W = 0.112 (>0.05).
Por lo que podemos afirmar, que en la planta segunda del pabellén B la cantidad de Legionella
spp. detectada al analizar los PC es igual que al analizar los PT. Por lo tanto, el analisis de los

PC seria representativo del control de la instalacion.

TABLA 51. PABELLON B, PLANTA 2. Parametros estadisticos del analisis del pabellén
B planta segunda, realizando determinaciones repetidas de cada punto terminal a lo
largo del tiempo.

TIPOPUNTO
B Punto Terminal | Punto Critico
log N° UFC/L INFORMADO N valido 130 63
Media 2,394 1,896
Desviacion estandar | 2,062 1,799
Percentil 25 ,000 ,000
Mediana 2,874 2,000
Percentil 75 4,000 3,587

a. pab+planta = B2

PABELLON B, PLANTA 3: B3

En este apartado analizamos los datos de la planta primera del pabellén B. Se incluyeron en el
estudio 344 determinaciones de PT y 194 de PC. Estan ubicadas 24 habitaciones de
hospitalizacion y varios quiréfanos.
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La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 2,913 y la media de los PC de
3,375; la mediana de los PT fue de 3,785 y la de los PC fue de 4,039 (Tabla 52).

TABLA 52. PABELLON B, PLANTA 3. Parametros estadisticos del analisis del pabellén
B planta tercera, realizando determinaciones repetidas de cada punto terminal a lo
largo del tiempo.

TIPOPUNTO
B Punto Terminal | Punto Critico
log N° UFC/L INFORMADO N valido 344 194
Media 2,913 3,375
Desviacion estandar | 2,105 1,830
Percentil 25 ,000 2,699
Mediana 3,785 4,039
Percentil 75 4,669 4,675

a. pab+planta = B3

Si comparamos los datos de la tercera planta del pabelléon B, observamos que las medias y las
medianas del log del n°® UFC/L informadas son mayores en los PC que en los PT, mostrando el
p valor de Mann Whitney una diferencia no estadisticamente significativa: p valor M-W = 0.051
(>0.05). Este valor esta muy cercano a 0.05, de hecho, en el estudio de una sola determinacion

por punto, si se detecta una diferencia estadisticamente significativa (p=0.023).

Podemos afirmar, que en la planta tercera del pabellén B |la cantidad de Legionella spp. detectada

al analizar los PC es representativa del control de la instalacion.

PABELLON C, PLANTA SOTANO: CS

En este apartado analizamos los datos de la planta s6tano del pabelléon C. Se incluyeron en el
estudio 22 determinaciones de un unico PT que estableci6 como PC. Estan ubicadas aqui

consultas externas de pacientes.

La cantidad de Legionella spp. detectada en este punto en la primera determinacion expresada
como el log del n°® de UFC/L fue de 2,891 (Tabla 53).
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Todos los PT son PC por lo que no se puede establecer una relacion estadistica entre ellos.

TABLA 53. PABELLON C, PLANTA SOTANO. Parametros estadisticos del analisis del

pabellén A planta 3, realizando determinaciones repetidas de cada punto terminal a lo

largo del tiempo.

a

TIPOPUNTO

Punto Terminal

Punto Critico

log N° UFC/L INFORMADO N valido
Media
Desviacion estandar
Percentil 25
Mediana

Percentil 75

22

2,891
1,193
2,477
3,203
3,813

22

2,891
1,193
2,477
3,203
3,813

a. pab+planta=CS

PABELLON C, PLANTA BAJA: CB

En este apartado analizamos los datos de la planta baja del pabellén C. Se incluyeron en el

estudio 39 determinaciones correspondientes a 2 PT que se seleccionaron como PC. Estan

ubicadas una consulta de especialidades y un aseo.

La media de los PT y PC expresada como log del n° de UFC/L fue de 3,429; la mediana de los

PT y PC fue de 3,982 (Tabla 54).

Todos los PT son PC por lo que no se puede establecer una relacion estadistica entre ellos.

TABLA 54. PABELLON C, PLANTA B. Parametros estadisticos del analisis del pabellén

B planta baja, realizando determinaciones repetidas de cada punto terminal a lo largo

del tiempo.

a

TIPOPUNTO

Punto Terminal

Punto Critico

log N° UFC/L INFORMADO N valido
Media
Desviacion estandar
Percentil 25
Mediana

Percentil 75

39

3,429
1,368
2,954
3,982
4,236

39

3,429
1,368
2,954
3,982
4,236

a. pab+planta = CB
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PABELLON C, PLANTA 1: C1

En este apartado analizamos los datos de la planta primera del pabellén C. Se incluyeron en el
estudio 54 determinaciones en los PT y 36 en los PC. Estan ubicadas zonas de quiréfanos y
consultas de especialidades. Los PC se definieron en una consulta y en un quiréfano.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 2,238 y la media de los PC de
2,435; la mediana de los PT fue de 2,889 y la de los PC fue de 3,452 (Tabla 55).

Si comparamos los datos de la primera planta del pabellén C, observamos que, las medias y las
medianas informadas como el log del n® UFC/L son mayores en los PC que en los PT, mostrando
el p valor de Mann Whitney una diferencia no estadisticamente significativa: p valor M-W = 0.700
(>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en la planta primera del pabellon C la cantidad de
Legionella spp. detectada al analizar los PC es igual que al analizar los PT. Por lo tanto, el andlisis

de los PC seria representativo del control de la instalacion.

TABLA 55. PABELLON B, PLANTA 1. Parametros estadisticos del analisis del pabellén
C planta primera, realizando determinaciones repetidas de cada punto terminal a lo

largo del tiempo.

TIPOPUNTO
B Punto Terminal | Punto Critico
log N° UFC/L INFORMADO N valido 54 36
Media 2,238 2,435
Desviacion estandar | 2,104 2,055
Percentil 25 ,000 ,000
Mediana 2,889 3,452
Percentil 75 4,033 4,037

a. pab+planta = C1

PABELLON C, PLANTA 2: C2

En este apartado analizamos los datos de la planta segunda del pabelléon C. Se incluyeron en el
estudio 112 determinaciones en los PT y 51 en PC. Estan ubicadas 16 habitaciones de

hospitalizacion y despachos.
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La media de los PT expresada como log del n°® de UFC/L fue de 2,617 y la media de los PC de
3,300; la mediana de los PT fue de 3,040 y la de los PC fue de 3,663 (Tabla 56).

TABLA 56. PABELLON C, PLANTA 2. Parametros estadisticos del analisis del pabellén
C planta segunda, realizando determinaciones repetidas de cada punto terminal a lo

largo del tiempo.

TIPOPUNTO
B Punto Terminal | Punto Critico
log N° UFC/L INFORMADO N valido 112 51
Media 2,617 3,300
Desviacion estandar | 1,758 1,407
Percentil 25 ,000 2,778
Mediana 3,040 3,663
Percentil 75 3,919 4,316

a. pab+planta = C2

pab+planta: C2
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FIGURA 36. Distribucion del log del numero de UFC/L de Legionella spp. En los puntos
terminales y en los puntos criticos al analizar el segundo piso del pabellén C, realizando

determinaciones repetidas de cada punto terminal a lo largo del tiempo.

Si comparamos los datos de la segunda planta del pabelléon C, observamos que las medias y las
medianas expresadas como el log del n® UFC/L informadas son mayores en los PC que en los
PT, mostrando el p valor de Mann Whitney una diferencia estadisticamente significativa: p valor
M-W = 0.013 (<0.05). Podemos afirmar, que en la planta 2 del pabellon C la cantidad de

Legionella spp. detectada al analizar los PC es mayor que al analizar los PT, indicativo de una
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mejora en la eficiencia del control de la instalacién. Por lo tanto, el andlisis de los PC seria de

mayor utilidad para el control de la instalacién que el analisis de todos los puntos de la red.

Estos resultados, se ven representados en el diagrama de cajas de la figura 36, siendo la
amplitud de la caja en los PC menor que en los PT debido a que el rango inferior es menor en
los PT (log n°® UFC/L percentil 25= 0,000), aunque el rango superior de recuentos y la mediana

son mayores en los PC con respecto a los PT.

PABELLON C, PLANTA 3: C3.

En este apartado analizamos los datos de la planta tercera del pabellén C. Se incluyeron en el

estudio 100 determinaciones de PT y 38 de PC. Estan ubicadas habitaciones de hospitalizacion.

La media de los PT expresada como log del n°® de UFC/L fue de 3,032 y la media de los PC de
3,019; la mediana de los PT fue de 3,301 y la de los PC fue de 3,278 (Tabla 57).

Si comparamos los datos de la tercera planta del pabellén C, observamos que las medias y las
medianas del log del n® UFC/L informadas son mayores en los PC que en los PT, no mostrando
el p valor de Mann Whitney una diferencia estadisticamente significativa: p valor M-W = 0.798
(>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en la planta tercera del pabellon C la cantidad de
Legionella spp. detectada al analizar los PC es igual que al analizar los PT. Por lo tanto, el andlisis

de los PC seria representativo del analisis de todos los puntos terminales.

TABLA 57. PABELLON C, PLANTA 3. Parametros estadisticos del analisis del pabellén
C planta tercera, realizando determinaciones repetidas de cada punto terminal a lo

largo del tiempo.

TIPOPUNTO
i Punto Terminal | Punto Critico
log N° UFC/L INFORMADO N valido 100 38
Media 3,032 3,019
Desviacion estandar | 1,509 1,237
Percentil 25 2,477 2,602
Mediana 3,301 3,278
Percentil 75 4,077 3,724

a. pab+planta = C3
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PABELLON C, PLANTA 4: C4.

En este apartado analizamos los datos de la planta cuarta del pabellén C. Se incluyeron en el

estudio 25 determinaciones de PT y 21 de PC, correspondientes a zonas quirurgicas.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 3,530 y la media de los PC de
3,765; la mediana de los PT fue de 3,716 y la de los PC fue de 3,869 (Tabla 58).

Si comparamos los datos de la cuarta planta del pabellén C, observamos que las medias y las
medianas del log del n® UFC/L informadas son mayores en los PC que en los PT, no mostrando
el p valor de Mann Whitney una diferencia estadisticamente significativa: p valor M-W = 0.420
(>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en la planta cuarta del pabelléon C la cantidad de
Legionella spp. detectada al analizar los PC es igual que al analizar los PT. Por lo tanto, el andlisis

de los PC seria representativo del analisis de todos los puntos terminales.

TABLA 58. PABELLON C, PLANTA 4. Parametros estadisticos del analisis del pabellén

C planta cuarta, realizando determinaciones repetidas de cada punto terminal a lo largo

del tiempo.
TIPOPUNTO

B Punto Terminal | Punto Critico

log N° UFC/L INFORMADO N valido 25 21
Media 3,530 3,765
Desviacion estandar | ,875 ,709
Percentil 25 2,845 3,613
Mediana 3,716 3,869
Percentil 75 4,134 4,170

a. pab+planta = C4

PABELLON QX, PLANTA SOTANO: QXS

En este apartado analizamos los datos de la planta sétano del pabelldon quirdrgico (QX). Se
incluyeron en el estudio 60 determinaciones de PT y 15 de PC. Estan ubicadas aqui los

vestuarios y zonas de lavado.
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La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 2,070 y la media de los PC de
2,369; la mediana de los PT fue de 2,699 y la de los PC fue de 2,699 (Tabla 59).

TABLA 59. PABELLON QX, PLANTA SOTANO. Parametros estadisticos del analisis del
pabellbn QX planta sétano, realizando determinaciones repetidas de cada punto

terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO
B Punto Terminal | Punto Critico
log N° UFC/L INFORMADO N valido 60 15
Media 2,070 2,369
Desviacion estandar | 1,690 1,924
Percentil 25 ,000 ,000
Mediana 2,699 2,699
Percentil 75 3,404 4,310

a. pab+planta = QXS

El analisis de los datos de la planta s6tano del pabellon QX, muestra que si comparamos las
medias el log del n°® UFC/L informadas es mayor en los PC que en los PT y la mediana de los PT
es igual ala de los PC, mostrando el p valor de Mann Whitney una diferencia no estadisticamente
significativa: p valor M-W = 0.533 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en la planta sétano
del pabellén QX la cantidad de Legionella spp. detectada al analizar los PC es igual que al

analizar los PT. Por lo tanto, el analisis de los PC seria representativo del control de la instalacién.

PABELLON QX, PLANTA BAJA: QXB

En este apartado analizamos los datos de la planta baja del pabellon QX. Se incluyeron en el
estudio 30 determinaciones de PT y 15 de PC. Estan ubicados los lavaderos, vertederos, control

de enfermeria y zona quirargica.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 2,452 y la media de los PC de
2,483; la mediana de los PT fue de 2,540 y la de los PC fue de 2,477 (Tabla 60).
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TABLA 60. PABELLON QX, PLANTA B. Parametros estadisticos del analisis del pabellén

QX planta baja, realizando determinaciones repetidas de cada punto terminal a lo largo

del tiempo.
TIPOPUNTO

B Punto Terminal | Punto Critico

log N° UFC/L INFORMADO N valido 30 15
Media 2,452 2,483
Desviacion estandar | 1,730 2,084
Percentil 25 2,000 ,000
Mediana 2,540 2,477
Percentil 75 3,447 4,464

a. pab+planta = QXB

Si comparamos los datos de planta baja del pabellén QX, observamos que, la media expresada
como el log del n® UFC/L informadas es mayor en los PC que en los PT, y la mediana es mayor
en PT que en PC, mostrando el p valor de Mann Whitney una diferencia no estadisticamente
significativa: p valor M-W = 0.846 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en la planta baja del
pabellén QX la cantidad de Legionella spp. detectada al analizar los PC es igual que al analizar

los PT. Por lo tanto, el analisis de los PC seria representativo del control de la instalacién.

PABELLON QX, PLANTA 1: QX1

En este apartado analizamos los datos de la planta primera del pabell6n quirdrgico. Se incluyeron
en el estudio 17 determinaciones de PT y 7 de PC. Estan ubicadas zonas de consultas de

especialidades y aseos. El PC esta ubicado en una consulta.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 2,329 y la media de los PC de
2,051; la mediana de los PT fue de 2,602 y la de los PC fue de 2,602 (Tabla 61).
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TABLA 61. PABELLON QX, PLANTA 1. Parametros estadisticos del analisis del pabellén
QX planta primera, realizando determinaciones repetidas de cada punto terminal a lo

largo del tiempo.

TIPOPUNTO
B Punto Terminal | Punto Critico
log N° UFC/L INFORMADO N valido 17 7
Media 2,329 2,051
Desviacion estandar | 2,075 1,679
Percentil 25 ,000 ,000
Mediana 2,602 2,602
Percentil 75 4,274 3,079

a. pab+planta = QX1

Si comparamos los datos de la primera planta del pabellon QX, observamos que, al comparar
las medias, el log del n°® UFC/L informadas es mayor en los PT que en los PC, y las medianas
son iguales, mostrando el p valor de Mann Whitney una diferencia no estadisticamente
significativa: p valor M-W = 0.757 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en la planta primera
del pabellén quirdrgico la cantidad de Legionella spp. detectada al analizar los PC es igual que
al analizar los PT. Por lo tanto, el analisis de los PC seria representativo del control de la

instalacion.

PABELLON QX, PLANTA 2: QX2

En este apartado analizamos los datos de la planta segunda del pabellén QX. Se incluyeron en
el estudio 29 determinaciones de PT y 6 de PC. Estan ubicados los lavaderos y los vestuarios

del personal.

La media de los PT expresada como log del n°® de UFC/L fue de 2,775 y la media de los PC de
2,089; la mediana de los PT fue de 3,114 y la de los PC fue de 2,000 (Tabla 62).

Si comparamos los datos de la segunda planta del pabellon QX, observamos que las medias y
las medianas del log del n° UFC/L informadas es mayor en los PT que en los PC, mostrando el
p valor de Mann Whitney una diferencia no estadisticamente significativa: p valor M-W = 0.146
(>0.05). Podemos afirmar, que en la planta segunda del pabellon QX la cantidad de Legionella
spp. detectada al analizar los PC es igual que al analizar los PT. Demostrando que el analisis de

los PC es representativo del control de la instalacion.
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TABLA 62. PABELLON QX, PLANTA 2. Parametros estadisticos del analisis del pabellén

quirdrgico planta segunda, realizando determinaciones repetidas de cada punto

terminal a lo largo del tiempo.

a

TIPOPUNTO

Punto Terminal

Punto Critico

log N° UFC/L INFORMADO N valido

Media

Desviacion estandar
Percentil 25
Mediana

Percentil 75

29

2,775
1,369
2,477
3,114
3,462

6

2,089
1,566
1,301
2,000
2,477

a. pab+planta = QX2

PABELLON QX, PLANTA 4: QX4.

En este apartado analizamos los datos de la planta cuarta del pabellén QX. Se incluyeron en el

estudio 7 determinaciones de PT perteneciendo todos a PC, correspondientes a zonas

quirdrgicas.

La media expresada como log del n° de UFC/L fue de 4,119 y la mediana fue de 4,375 (Tabla

63). Todos los PT son PC por lo que no se puede establecer una relacion estadistica entre ellos.

TABLA 63. Pabellon gx, planta 4. Parametros estadisticos del analisis del pabellén QX

planta cuarta, realizando determinaciones repetidas de cada punto terminal a lo largo

del tiempo.

a

TIPOPUNTO

Punto Terminal

Punto Critico

log N° UFC/L INFORMADO N valido

Media

Desviacion estandar
Percentil 25
Mediana

Percentil 75

7

4,119
1,471
2,892
4,375
4,746

7

4,119
1,471
2,892
4,375
4,746

a. pab+planta = QX4
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C. POR PABELLON, PLANTA Y UNIDAD

PABELLON A, PLANTA SOTANO: AS

El sétano del pabelldn A esta considerado como una unidad completa, por lo que los resultados
son iguales a los desarrollados en el apartado 2.2.

PABELLON A, PLANTA BAJA, UNIDAD 2: AB2

En este apartado analizamos los datos de la planta baja del pabellén A, unidad 2: AB2. Se
incluyeron en el estudio 52 determinaciones de PT y 48 de PC. La media de los PT expresada
como log del n°® de UFC/L fue de 1,381 y la media de los PC de 1,346; la mediana de los PT fue
de 0,000 y la de los PC fue de 0,000 (Tabla 64).

Si comparamos los datos de la planta baja del pabellén A, observamos que la media del log del
n® UFC/L informadas es menor en los PC que en los PT, siendo la mediana igual. Al analizar el
p valor de M-W no se detectd diferencia estadisticamente significativa p valor M-W = 0.917
(>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en la planta baja del pabelléon A el analisis de los PC

es representativo de los PT.

TABLA 64. PABELLON A, PLANTA BAJA, UNIDAD 2. Pardmetros estadisticos del
analisis del pabellon A, planta baja, unidad 2, realizando determinaciones repetidas de

cada punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO
Punto Punto
2 Terminal | Critico
log N° UFC/L N valido 52 48
INFORMAD  Media 1,381 1,346
O Desviacion
2,057 2,072
estandar
Percentil
,000 ,000
25
Mediana ,000 ,000
Percentil
2,802 2,239
75
a. UNIDAD = AB
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PABELLON A, PLANTA BAJA, UNIDAD 3: AB3

En este apartado analizamos los datos de la planta baja del pabelléon A, unidad 3: AB3. Se

incluyeron en el estudio 30 determinaciones de PT y 16 de PC.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 2,699 y la media de los PC de
4,376; la mediana de los PT fue de 3,934 y la de los PC fue de 4,839 (Tabla 65).

Si comparamos los datos de la unidad 3 de planta baja del pabellén A, observamos que la media
y la mediana del log del n°® UFC/L informadas es mayor en los PC que en los PT. Al analizar el p
valor de M-W se detecté que la diferencia es estadisticamente significativa p valor M-W = 0.026
(<0.05). Por lo que podemos afirmar, que en unidad 3 de planta baja del pabellon A el analisis
de los PC mejora el rendimiento del andlisis del total de los PT. Analizando los PC mejoramos la

eficacia del control de la instalacién en el sétano del pabellon A.

TABLA 65. PABELLON A, PLANTA BAJA, UNIDAD 3. Parametros estadisticos del
analisis del pabellon A, planta baja, unidad 3, realizando determinaciones repetidas de

cada punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO
Punto Punto
2 Terminal | Critico
log N° UFC/L N valido 30 16
INFORMAD  Media 2,699 4,376
O Desviacion
2,447 1,738
estandar
Percentil
,000 4,637
25

Mediana 3,934 4,839

Percentil
75

a. UNIDAD = AB3

4,845 5,257
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PABELLON A, PLANTA 1, UNIDAD 1: A11

En este apartado analizamos los datos de la primera planta del pabelléon A, unidad 1: A11. Se

incluyeron en el estudio 21 determinaciones de PT y 19 de PC.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 2,864 y la media de los PC de
2,944; |la mediana de los PT fue de 3,886 y la de los PC fue de 3,886 (Tabla 66).

Si comparamos los datos de la unidad 1 de la primera planta del pabellén A, observamos que la
media del log del n° UFC/L informadas es mayor en los PC que en los PT, siendo la mediana
igual. Al analizar el p valor de M-W no se detectd diferencia estadisticamente significativa p valor
M-W = 0.957 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en la planta baja del pabellén A el analisis

de los PC es representativo de los PT.

TABLA 66. PABELLON A, PLANTA 1, UNIDAD 1. Parametros estadisticos del analisis
del pabellén A, planta primera, unidad 1, realizando determinaciones repetidas de cada

punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO
Punto Punto
2 Terminal | Critico
log N° UFC/L N valido 21 19
INFORMAD  Media 2,864 2,944
O Desviacion
1,894 1,850
estandar
Percentil
,000 ,000
25

Mediana 3,886 3,886

Percentil
75

a. UNIDAD = A11

4,210 4,281

PABELLON A, PLANTA 1, UNIDAD 2: A12

En este apartado analizamos los datos de la primera planta del pabelléon A, unidad 2: A12. Se

incluyeron en el estudio 2 determinaciones de PT y 1 de PC.
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La media de los PT expresada como log del n® de UFC/L fue de 3,662 y la media de los PC de
3,204; la mediana de los PT fue de 3,662 y la de los PC fue de 3,204 (Tabla 67).

Si comparamos los datos de la unidad 2 de la primera planta del pabellén A, observamos que la
media y la mediana del log del n°® UFC/L informadas es mayor en los PT que en los PC. Al analizar
el p valor de M-W no se detecté diferencia estadisticamente significativa p valor M-W = 0.667
(>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en la planta baja del pabelléon A el analisis de los PC

es representativo de los PT.

TABLA 67. PABELLON A, PLANTA 1, UNIDAD 2. Parametros estadisticos del analisis
del pabellén A, planta primera, unidad 2, realizando determinaciones repetidas de cada

punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO

Punto Punto

Termin | Critic

@ al o]
log N° N valido |2 1
UFC/L Media 3,662 [3,204
INFORMA  pesviacié
Do n 648
estandar
Percentil
o5 3,204 3,204

Mediana |3,662 (3,204

Percentil
75

a. UNIDAD = A12

4,121 3,204

PABELLON A, PLANTA 1, UNIDAD 3: A13

En este apartado analizamos los datos de la primera planta del pabelléon A, unidad 3: A13. Se

incluyeron en el estudio 118 determinaciones de PT y 58 de PC.

La media de los PT expresada como log del n® de UFC/L fue de 2,477 y la media de los PC de
2,692; la mediana de los PT fue de 3,041 y la de los PC fue de 3,078 (Tabla 68).
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Si comparamos los datos de la unidad 3 de la primera planta del pabellén A, observamos que la
media y la mediana del log del n°® UFC/L informadas es mayor en los PC que en los PT. Al analizar
el p valor de M-W no se detecté diferencia estadisticamente significativa p valor M-W = 0.596
(>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en la planta baja del pabelléon A el analisis de los PC

es representativo de los PT.

TABLA 68. PABELLON A, PLANTA 1, UNIDAD 3. Parametros estadisticos del analisis
del pabellén A, planta primera, unidad 3, realizando determinaciones repetidas de cada

punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO
Punto Punto
2 Terminal | Critico
log N° UFC/L N valido 118 58
INFORMAD  Media 2,477 2,692
O Desviacion
1,845 1,742
estandar
Percentil
,000 2,000
25

Mediana 3,041 3,078

Percentil
75

a. UNIDAD = A13

3,813 3,820

PABELLON A, PLANTA 1, UNIDAD 4: A14

En este apartado analizamos los datos de la primera planta del pabelléon A, unidad 4: A14. Se

incluyeron en el estudio 3 determinaciones de PT que se correspondian con PC.

La media de los PT (=PC) expresada como log del n° de UFC/L fue de 2,337 y la mediana fue
de 3,255 (Tabla 69).

Todos los PT son PC por lo que no se puede establecer una relacion estadistica entre ellos.
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TABLA 69. PABELLON A, PLANTA 1, UNIDAD 4. Parametros estadisticos del analisis
del pabellén A, planta primera, unidad 4, realizando determinaciones repetidas de cada

punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO

Punto Punto

Termin | Critic

a al o]
log N° Nvalido |3 3
UFC/L Media 2,337 [2,337
INFORMA  pesviacis
Do n 2,039 (2,039
estandar
Percentil
o ,000 ,000

Mediana | 3,255 3,255

Percentil
75

a. UNIDAD = A14

3,756 3,756

PABELLON A, PLANTA 2, UNIDAD 1: A21

En este apartado analizamos los datos de la segunda planta del pabellén A, unidad 1: A21. Se
incluyeron en el estudio 26 determinaciones de PT y 16 de PC.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 2,538 y la media de los PC de
3,386; la mediana de los PT fue de 3,021 y la de los PC fue de 3,286 (Tabla 70).

Si comparamos los datos de la unidad 1 de la segunda planta del pabellén A, observamos que
la media y la mediana del log del n® UFC/L informadas es mayor en los PC que en los PT. Al
analizar el p valor de M-W no se detect6 diferencia estadisticamente significativa p valor M-W =
0.105 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en el sector A21 el analisis de los PC es

representativo de los PT.
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TABLA 70. PABELLON A, PLANTA 2, UNIDAD 1. Parametros estadisticos del analisis
del pabellon A, planta segunda, unidad 1, realizando determinaciones repetidas de

cada punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO
Punto Punto
2 Terminal | Critico
log N° UFC/L N valido 26 16
INFORMAD  Media 2,538 3,386
O Desviacion
1,533 ,639
estandar
Percentil
2,000 3,021
25

Mediana 3,021 3,286

Percentil
75

a. UNIDAD = A21

3,568 3,807

PABELLON A, PLANTA 2, UNIDAD 2: A22

En este apartado analizamos los datos de la segunda planta del pabellén A, unidad 2: A22. Se

incluyeron en el estudio 200 determinaciones de PT y 46 de PC.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 1,325 y la media de los PC de
2,263; la mediana de los PT fue de 0,000 y la de los PC fue de 2,739 (Tabla 71).

Si comparamos los datos de la unidad 2 de la segunda planta del pabellén A, observamos que
la media y la mediana del log del n® UFC/L informadas es mayor en los PC que en los PT. Al
analizar el p valor de M-W se detecté diferencia estadisticamente significativa p valor M-W =
0.001 (<0.05). Por lo tanto, podemos afirmar, que en la unidad 2 de la segunda planta del
pabellén A el andlisis de los PC mejora el rendimiento del analisis del total de los PT. Analizando

los PC mejoramos la eficacia del control de la instalacion en el A22.
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TABLA 71. PABELLON A, PLANTA 2, UNIDAD 2. Parametros estadisticos del analisis
del pabellon A, planta segunda, unidad 2, realizando determinaciones repetidas de
cada punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO

B Punto Terminal | Punto Critico

log N° N valido 200 46

UFC/L Media 1,325 2,263

INFORMA  pesviacion estandar | 1,638 1,808

DO Percentil 25 000 000
Mediana ,000 2,739
Percentil 75 2,874 3,781

a. UNIDAD = A22

Tal como se observa en el diagrama de cajas de la figura 37, la amplitud de la caja en los PC es
mayor que en los PT, y la mediana es mayor en los PC con respecto a los PT, siendo la diferencia
estadisticamente significativa, por lo que podemos afirmar que en el sector A22, el analisis de
los PC mejora el control de la instalacion.

UNIDAD: A22
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FIGURA 37. Distribucion del log del numero de UFC/L de Legionella spp. En los puntos
terminales y en los puntos criticos al analizar el sector A22, realizando determinaciones

repetidas de cada punto terminal a lo largo del tiempo.
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PABELLON A, PLANTA 2, UNIDAD 3: A23

En este apartado analizamos los datos de la segunda planta del pabellén A, unidad 3: A23. Se

incluyeron en el estudio 43 determinaciones de PT y 31 de PC.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 1,318 y la media de los PC de
1,208; la mediana de los PT fue de 0,000 y la de los PC fue de 0,000 (Tabla 72).

Si comparamos los datos de la unidad 3 de la segunda planta del pabellén A, observamos que
la media del log del n°® UFC/L informadas es mayor en los PT que en los PC y las medianas son
iguales. Al analizar el p valor de M-W no se detect6 diferencia estadisticamente significativa p
valor M-W = 0.807 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en el sector A23 el analisis de los
PC es representativo de los PT.

TABLA 72. PABELLON A, PLANTA 2, UNIDAD 3. Parametros estadisticos del analisis
del pabellon A, planta segunda, unidad 3, realizando determinaciones repetidas de

cada punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO
Punto Punto
2 Terminal | Critico
log N° UFC/L N valido 43 31
INFORMAD  Media 1,318 1,208
O Desviacion
1,676 1,534
estandar
Percentil
,000 ,000
25
Mediana ,000 ,000
Percentil
3,000 2,602
75

a. UNIDAD = A23

PABELLON A, PLANTA 2, UNIDAD 4: A24
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En este apartado analizamos los datos de la segunda planta del pabellén A, unidad 4: A24. Se

incluyeron en el estudio 41 determinaciones de PT y 19 de PC.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 1,538 y la media de los PC de
2,112; la mediana de los PT fue de 1,301 y la de los PC fue de 2,301 (Tabla 73).

TABLA 73. PABELLON A, PLANTA 2, UNIDAD 4. Parametros estadisticos del analisis
del pabellon A, planta segunda, unidad 4, realizando determinaciones repetidas de

cada punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO

B Punto Terminal | Punto Critico

log N° N valido 41 19

UFC/L Media 1,538 2,112

INFORMA  pesviacion estandar | 1,662 1,488

DO Percentil 25 000 000
Mediana 1,301 2,301
Percentil 75 2,716 2,845

a. UNIDAD = A24

Si comparamos los datos de la unidad 3 de la segunda planta del pabellén A, observamos que
la media y la mediana del log del n° UFC/L informadas son mayores en los PC que en los PT. Al
analizar el p valor de M-W no se detect6 diferencia estadisticamente significativa p valor M-W =
0.224 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en el sector A24 el analisis de los PC es

representativo de los PT.

PABELLON A, PLANTA 3, UNIDAD 1: A31

En este apartado analizamos los datos de la tercera planta del pabelléon A, unidad 1: A31. Se

incluyeron en el estudio 25 determinaciones de PT y 22 de PC.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 4,289 y la media de los PC de
4,409; la mediana de los PT fue de 4,306 y la de los PC fue de 4,405 (Tabla 74).
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TABLA 74. PABELLON A, PLANTA 3, UNIDAD 1. Parametros estadisticos del analisis
del pabelldn A, planta tercera, unidad 1, realizando determinaciones repetidas de cada

punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO
Punto Punto
B Terminal | Critico
log N° UFC/L N valido 25 22
INFORMAD  Media 4,289 4,409
O Desviacion
,624 ,535
estandar
Percentil
4,013 4121
25

Mediana 4,346 4,405

Percentil
75

a. UNIDAD = A31

4,630 4,679

Si comparamos los datos de la unidad 1 de la tercera planta del pabelléon A, observamos que la
media y la mediana del log del n°® UFC/L informadas son mayores en los PC que en los PT. Al
analizar el p valor de M-W no se detect6 diferencia estadisticamente significativa p valor M-W =
0.550 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en el sector A31 el analisis de los PC es

representativo de los PT.

PABELLON A, PLANTA 3, UNIDAD 2: A32

En este apartado analizamos los datos de la tercera planta del pabelléon A, unidad 2: A32. Se

incluyeron en el estudio 89 determinaciones de PT y 47 de PC.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 2,869 y la media de los PC de
3,204; la mediana de los PT fue de 3,740 y la de los PC fue de 3,892 (Tabla 75).

Si comparamos los datos de la unidad 2 de la tercera planta del pabelléon A, observamos que la
media y la mediana del log del n°® UFC/L informadas son mayores en los PC que en los PT. Al

analizar el p valor de M-W no se detect6 diferencia estadisticamente significativa p valor M-W =
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0.387 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en el sector A32 el andlisis de los PC es

representativo de los PT.

TABLA 75. PABELLON A, PLANTA 3, UNIDAD 2. Parametros estadisticos del analisis
del pabelldn A, planta tercera, unidad 2, realizando determinaciones repetidas de cada
punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO

B Punto Terminal | Punto Critico

log N° N valido 89 47

UFC/L Media 2,869 3,204

INFORMA  pesviacion estandar | 1,930 1,816

DO Percentil 25 ,000 2,845
Mediana 3,740 3,892
Percentil 75 4,436 4,509

a. UNIDAD = A32

PABELLON A, PLANTA 3, UNIDAD 3: A33

En este apartado analizamos los datos de la tercera planta del pabelléon A, unidad 3: A33. Se
incluyeron en el estudio 65 determinaciones de PT y 53 de PC. La media de los PT expresada
como log del n°® de UFC/L fue de 2,314 y la media de los PC de 2,523; la mediana de los PT fue
de 2,903 y la de los PC fue de 3,215 (Tabla 76).

Si comparamos los datos de la unidad 3 de la tercera planta del pabellon A, observamos que la
media y la mediana del log del n°® UFC/L informadas son mayores en los PC que en los PT. Al
analizar el p valor de M-W no se detect6 diferencia estadisticamente significativa p valor M-W =
0.536 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en el sector A33 el analisis de los PC es

representativo de los PT.
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TABLA 76. PABELLON A, PLANTA 3, UNIDAD 3. Parametros estadisticos del analisis
del pabellén A, planta tercera, unidad 3, realizando determinaciones repetidas de cada

punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO
Punto Punto
2 Terminal | Critico
log N° UFC/L N valido 65 53
INFORMADO Media 2,314 2,523
Desviacio
1,795 1,744
n estandar
Percentil
,000 ,000
25

Mediana 2,903 3,215

Percentil
75

a. UNIDAD = A33

3,892 3,968

PABELLON A, PLANTA 3, UNIDAD 4: A34
En este apartado analizamos los datos de la tercera planta del pabelléon A, unidad 4: A34. Se

incluyeron en el estudio 28 determinaciones de PT y 28 de PC.

Todos los PT son PC. La media de los PT (y de los PC) expresada como log del n° de UFC/L fue
de 1,225; la mediana de los PT (y de los PC) fue de 0,0 (Tabla 77). Todos los PT son PC por lo

que no se puede establecer una relacion estadistica entre ellos.
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TABLA 77. PABELLON A, PLANTA 3, UNIDAD 4. Parametros estadisticos del analisis
del pabelldn A, planta tercera, unidad 4, realizando determinaciones repetidas de cada
punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO
B Punto Terminal | Punto Critico
log N° N valido 28 28
UFC/L Media 1,225 1,225
INFORMA Desviacion estandar | 1,774 1,774
DO Percentil 25 000 000
Mediana ,000 ,000
Percentil 75 3,400 3,400

a. UNIDAD = A34

PABELLON B, PLANTA B, UNIDAD 1: BB1

En este apartado analizamos los datos de la planta baja del pabelléon B, unidad 1: BB1. Se
incluyeron en el estudio 3 determinaciones de PT y 1 de PC. La media de los PT expresada como
log del n® de UFC/L fue de 0,667 y la media de los PC de 2,000; la mediana de los PT fue de
0,000 y la de los PC fue de 2,000 (Tabla 78).

TABLA 78. PABELLON B, PLANTA B, UNIDAD 1. Parametros estadisticos del analisis
del pabelléon B, planta baja, unidad 1, realizando determinaciones repetidas de cada
punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO

Punto

Termina | Punto

2 | Critico
log N° UFC/L N valido 3 1
INFORMADO Media 667 2,000
Desviacion
1,155
estandar
Percentil
,000 2,000
25

Mediana ,000 2,000

Percentil
75

a. UNIDAD = BB1

2,000 2,000
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Si comparamos los datos de la unidad 1 de la planta baja del pabellon B, observamos que la
media y la mediana del log del n® UFC/L informadas son mayores en los PC que en los PT. Al
analizar el p valor de M-W no se detect6 diferencia estadisticamente significativa p valor M-W =
0.500 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en el sector BB1 el analisis de los PC es
representativo de los PT.

PABELLON B, PLANTA B, UNIDAD 2: BB2

En este apartado analizamos los datos de la planta baja del pabellén B, unidad 2: BB2. Se

incluyeron en el estudio 38 determinaciones de PT y 33 de PC.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 1,888 y la media de los PC de
2,174; la mediana de los PT fue de 0,651 y la de los PC fue de 2,602 (Tabla 79).

Si comparamos los datos de la unidad 2 de la planta baja del pabellon B, observamos que la
media y la mediana del log del n°® UFC/L informadas son mayores en los PC que en los PT. Al
analizar el p valor de M-W no se detect6 diferencia estadisticamente significativa p valor M-W =
0.564 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en el sector BB2 el analisis de los PC es
representativo de los PT.

TABLA 79. PABELLON B, PLANTA B, UNIDAD 2. Parametros estadisticos del analisis
del pabelléon B, planta baja, unidad 2, realizando determinaciones repetidas de cada

punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO
B Punto Terminal | Punto Critico
log N° N valido 38 33
UFC/L Media 1,888 2,174
INFORMA  pesviacion estandar 2,100 2,112
DO Percentil 25 000 000
Mediana ,651 2,602
Percentil 75 3,716 3,940

a. UNIDAD = BB
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PABELLON B, PLANTA B, UNIDAD 3: BB3

En este apartado analizamos los datos de la planta baja del pabelléon B, unidad 3: BB3. Se
incluyeron en el estudio 2 determinaciones de PT y 1 de PC.

TABLA 80. PABELLON B, PLANTA B, UNIDAD 3. Parametros estadisticos del analisis
del pabelléon B, planta baja, unidad 3, realizando determinaciones repetidas de cada

punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO

Punto Punto

Termin | Critic

@ al o]
log N° N valido |2 1
UFC/L Media 2,389 4,778
INFORMA  pesviacis
DO n 3,379
estandar
Percentil
o5 ,000 4,778

Mediana | 2,389 4778

Percentil
75

a. UNIDAD = BB3

4,778 |4,778

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 2,389 y la media de los PC de
4,778; la mediana de los PT fue de 2,389 y la de los PC fue de 4,778 (Tabla 80).

Si comparamos los datos de la unidad 3 de la planta baja del pabellon B, observamos que la
media y la mediana del log del n°® UFC/L informadas son mayores en los PC que en los PT. Al
analizar el p valor de M-W no se detect6 diferencia estadisticamente significativa p valor M-W =
1.000 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en el sector BB3 el analisis de los PC es

representativo de los PT.

PABELLON B, PLANTA B, UNIDAD 4: BB4

En este apartado analizamos los datos de la planta baja del pabelléon B, unidad 4: BB4. Se

incluyeron en el estudio 1 determinaciones de PT y 1 de PC.
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La media de los PT (y del PC) expresada como log del n® de UFC/L fue de 0,000 y la mediana
de los PT (y del PC) fue de 0,000 (Tabla 81).

TABLA 81. PABELLON B, PLANTA B, UNIDAD 4. Parametros estadisticos del analisis
del pabelléon B, planta baja, unidad 4, realizando determinaciones repetidas de cada

punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO
Punto Punto
B Terminal | Critico
log N° UFC/L N valido 1 1
INFORMAD  Media ,000 ,000
O Desviacion
estandar
Percentil
,000 ,000
25
Mediana ,000 ,000
Percentil
,000 ,000
75

a. UNIDAD = BB4

Solo hay una determinacién en este sector de un PT que también es PC, por lo que por lo que

no se puede establecer una relacion estadistica entre ellos.

PABELLON B, PLANTA 1, UNIDAD 1: B11

En este apartado analizamos los datos de la primera planta del pabelléon B, unidad 1: B11. Se
incluyeron en el estudio 24 determinaciones de PT y 23 de PC. La media de los PT expresada
como log del n°® de UFC/L fue de 2,837 y la media de los PC de 2,853; la mediana de los PT fue
de 3,468 y la de los PC fue de 3,505 (Tabla 82).
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TABLA 82. PABELLON B, PLANTA 1, UNIDAD 1. Parametros estadisticos del analisis
del pabellén B, planta primera, unidad 1, realizando determinaciones repetidas de cada

punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO

B Punto Terminal | Punto Critico

log N° N valido 24 23

UFC/L Media 2,837 2,853

INFORMA  pesviacion estandar | 1,909 1,950

DO Percentil 25 889 000
Mediana 3,468 3,505
Percentil 75 4,447 4,481

a. UNIDAD = B11

Si comparamos los datos de la unidad 1 de la primera planta del pabellén B, observamos que la
media y la mediana del log del n® UFC/L informadas son mayores en los PC que en los PT. Al
analizar el p valor de M-W no se detect6 diferencia estadisticamente significativa p valor M-W =
0,957 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en el sector B11 el analisis de los PC es
representativo de los PT.

PABELLON B, PLANTA 1, UNIDAD 2: B12

En este apartado analizamos los datos de la primera planta del pabelléon B, unidad 2: B12. Se

incluyeron en el estudio 134 determinaciones de PT y 37 de PC.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 4,316 y la media de los PC de
4,264; la mediana de los PT fue de 4,428 y la de los PC fue de 4,491 (Tabla 83).

Si comparamos los datos de la unidad 2 de la primera planta del pabellén B, observamos que la
media y la mediana del log del n° UFC/L informadas son muy parecidas en los PC que en los PT.
Al analizar el p valor de M-W no se detecté diferencia estadisticamente significativa p valor M-W
= 0,933 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en el sector B12 el analisis de los PC es
representativo de los PT.
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TABLA 83. PABELLON B, PLANTA 1, UNIDAD 2. Parametros estadisticos del analisis
del pabellén B, planta primera, unidad 2, realizando determinaciones repetidas de cada

punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO
Punto Punto
B Terminal | Critico
log N° UFC/L N valido 134 37
INFORMAD  Media 4,316 4,264
O Desviacion
1,060 1,207
estandar
Percentil
3,820 3,839
25

Mediana 4,428 4,491

Percentil
75

a. UNIDAD =B12

5,114 4,929

PABELLON B, PLANTA 1, UNIDAD 3: B13

En este apartado analizamos los datos de la primera planta del pabelléon B, unidad 3: B13. Se

incluyeron en el estudio 77 determinaciones de PT y 25 de PC.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 2,867 y la media de los PC de
2,664; la mediana de los PT fue de 3,114 y la de los PC fue de 3,086 (Tabla 84).

Si comparamos los datos de la unidad 3 de la primera planta del pabellén B, observamos que la
media y la mediana del log del n°® UFC/L informadas son mayores en los PT que en los PC. Al
analizar el p valor de M-W no se detect6 diferencia estadisticamente significativa p valor M-W =
0,642 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en el sector B13 el analisis de los PC es

representativo de los PT.
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TABLA 84. PABELLON B, PLANTA 1, UNIDAD 3. Parametros estadisticos del analisis

del pabellén B, planta primera, unidad 3, realizando determinaciones repetidas de cada

punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO

B Punto Terminal | Punto Critico

log N° N valido 77 25

UFC/L Media 2,867 2,664

INFORMA  pesviacion estandar |2,053 2,065

DO Percentil 25 000 000
Mediana 3,114 3,086
Percentil 75 4,602 4,364

a. UNIDAD =B13

PABELLON B, PLANTA 1, UNIDAD 4: B14

En este apartado analizamos los datos de la primera planta del pabelléon B, unidad 4: B14. Se

incluyeron en el estudio 43 determinaciones de PT y 20 de PC.

TABLA 85. PABELLON B, PLANTA 1, UNIDAD 4. Parametros estadisticos del analisis

del pabellén B, planta primera, unidad 4, realizando determinaciones repetidas de cada

punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO
Punto Punto
2 Terminal | Critico
log N° UFC/L N valido 43 20
INFORMAD  Media 2,084 3,316
O Desviacion
1,940 1,465
estandar
Percentil
,000 2,739
25
Mediana 2,398 3,512
Percentil
3,731 4,534
75

a. UNIDAD =B14
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La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 2,084 y la media de los PC de
3,316; la mediana de los PT fue de 2,398 y la de los PC fue de 3,512 (Tabla 85). Si comparamos
los datos de la unidad 4 de la primera planta del pabellon B, observamos que la media y la
mediana del log del n® UFC/L informadas son mayores en los PC que en los PT. Al analizar el p
valor de M-W se detect6 diferencia estadisticamente significativa p valor M-W = 0,025 (<0.05).
Por lo tanto, podemos afirmar, que en la unidad 4 de la primera planta del pabellén B el analisis
de los PC mejora el rendimiento del andlisis del total de los PT. Analizando los PC mejoramos la

eficacia del control de la instalaciéon en el sector B14.
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FIGURA 38. Distribucién del log del numero de UFC/L de Legionella spp. en los puntos
terminales y en los puntos criticos al analizar el sector B14, realizando determinaciones

repetidas de cada punto terminal a lo largo del tiempo.

Tal como se observa en el diagrama de cajas de la figura 38, la amplitud de la caja en los PC es
menor que en los PT, aunque tanto el rango superior como el inferior son superiores en la caja
de los PT, y la mediana es mayor en los PC con respecto a los PT, siendo la diferencia
estadisticamente significativa, por lo tanto, podemos afirmar que en el sector B14, el analisis de

los PC mejora el control de la instalacion.

PABELLON B, PLANTA 2, UNIDAD 2: B22

En este apartado analizamos los datos de la unidad 2 de la segunda planta del pabellén B: B22.

Se incluyeron en el estudio 31 determinaciones de PT y 21 de PC.
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La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 3,312 y la media de los PC de
3,422; la mediana de los PT fue de 3,771 y la de los PC fue de 3,771 (Tabla 86).

Si comparamos los datos de la unidad 2 de la segunda planta del pabellén B, observamos que
la media del log del n°® UFC/L informadas es mayor en los PC que en los PT, y las medianas son
iguales. Al analizar el p valor de M-W no se detect6 diferencia estadisticamente significativa p
valor M-W = 0,823 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en el sector B22 el analisis de los

PC es representativo de los PT.

TABLA 86. PABELLON B, PLANTA 2, UNIDAD 2. Parametros estadisticos del analisis
del pabellon B, planta segunda, unidad 2, realizando determinaciones repetidas de

cada punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO
Punto Punto
B Terminal | Critico
log N° UFC/L N valido 31 21
INFORMAD  Media 3,312 3,422
O Desviacion
1,450 1,365
estandar
Percentil
3,114 3,114
25

Mediana 3,771 3,771

Percentil
75

a. UNIDAD = B22

4,294 4,318

PABELLON B, PLANTA 2, UNIDAD 3: B23

En este apartado analizamos los datos de la unidad 3 de la segunda planta del pabellén B: B23.

Se incluyeron en el estudio 78 determinaciones de PT y 26 de PC.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 2,538 y la media de los PC de
1,703; la mediana de los PT fue de 2,841 y la de los PC fue de 2,151 (Tabla 87).

Si comparamos los datos de la unidad 3 de la segunda planta del pabellén B, observamos que

la media y la mediana del log del n° UFC/L informadas son mayores en los PT que en los PC. Al
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analizar el p valor de M-W no se detect6 diferencia estadisticamente significativa p valor M-W =
0,062 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en el sector B23 el analisis de los PC es

representativo de los PT.

TABLA 87. PABELLON B, PLANTA 2, UNIDAD 3. Parametros estadisticos del analisis
del pabelléon B, planta segunda, unidad 3, realizando determinaciones repetidas de

cada punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO

B Punto Terminal | Punto Critico

log N° N valido 78 26

UFCIL Media 2,538 1,703

INFORMA  pesviacion estandar | 2,146 1,586

DO Percentil 25 000 000
Mediana 2,841 2,151
Percentil 75 4,064 3,079

a. UNIDAD = B23

PABELLON B, PLANTA 2, UNIDAD 4: B24

En este apartado analizamos los datos de la unidad 4 de la segunda planta del pabellén B: B24.

Se incluyeron en el estudio 18 determinaciones de PT y 16 de PC.

La media de los PT expresada como log del n°® de UFC/L fue de 0,183 y la media de los PC de
0,206; la mediana de los PT fue de 0,000 y la de los PC fue de 0,000 (Tabla 88).

Si comparamos los datos de la unidad 4 de la segunda planta del pabellén B, observamos que
la media y la mediana del log del n°® UFC/L informadas son similares en los PT y en los PC. Al
analizar el p valor de M-W no se detect6 diferencia estadisticamente significativa p valor M-W =
0,959 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en el sector B24 el analisis de los PC es

representativo de los PT.
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TABLA 88. PABELLON B, PLANTA 2, UNIDAD 3. Parametros estadisticos del analisis
del pabelléon B, planta segunda, unidad 4, realizando determinaciones repetidas de

cada punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO
Punto Punto
2 Terminal | Critico
log N° UFC/L N valido 18 16
INFORMAD  Media ,183 ,206
O Desviacion
547 ,578
estandar
Percentil
,000 ,000
25
Mediana ,000 ,000
Percentil
,000 ,000
75

a. UNIDAD = B24

PABELLON B, PLANTA 3, UNIDAD 1: B31

En este apartado analizamos los datos de la tercera planta del pabelléon B, unidad 3: B33. Se

incluyeron en el estudio 190 determinaciones de PT y 60 de PC.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 3,009 y la media de los PC de
4,517; la mediana de los PT fue de 4,193 y la de los PC fue de 4,585 (Tabla 89).

Si comparamos los datos de la unidad 1 de la tercera planta del pabelléon B, observamos que la
media y la mediana del log del n°® UFC/L informadas son mayores en los PC que en los PT. Al
analizar el p valor de M-W se detecté diferencia estadisticamente significativa p valor M-W =
0,000 (<0.05). Por lo tanto, podemos afirmar, que en la unidad 1 de la tercera planta del pabellén
B el analisis de los PC mejora el rendimiento del analisis del total de los PT. Analizando los PC

mejoramos la eficacia del control de la instalacién en el sector B31.
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TABLA 89. PABELLON B, PLANTA 3, UNIDAD 1. Parametros estadisticos del analisis
del pabelldn B, planta tercera, unidad 1, realizando determinaciones repetidas de cada

punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO
Punto Punto
2 Terminal | Critico
log N° UFC/L N valido 190 60
INFORMAD  Media 3,009 4,517
O Desviacion
2,204 ,870
estandar
Percentil
,000 4,238
25

Mediana 4,193 4,585

Percentil
75

a. UNIDAD = B31

4,778 4,971

UNIDAD: B31

6,000

4,000 |

2,000

_{

log N° UFC/L INFORMADO
oo

,0004 *

T T
Punto Terminal Punto Critico

TIPOPUNTO

FIGURA 39. Distribucién del log del numero de UFC/L de Legionella spp. en los puntos
terminales y en los puntos criticos al analizar el sector b31, realizando determinaciones

repetidas de cada punto terminal a lo largo del tiempo.

Tal como se observa en el diagrama de cajas de la figura 39, la amplitud de la caja en los PC es
menor que en los PT, aunque tanto el rango superior como el inferior son superiores en la caja

de los PT, y la mediana es mayor en los PC con respecto a los PT, siendo la diferencia
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estadisticamente significativa, por lo tanto, podemos afirmar que en el sector B31, el analisis de

los PC mejora el control de la instalacion.

PABELLON B, PLANTA 3, UNIDAD 2: B32

En este apartado analizamos los datos de la unidad 2 de la tercera planta del pabellén B: B32.
Se incluyeron en el estudio 72 determinaciones de PT y 63 de PC.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 2,611 y la media de los PC de
2,796; la mediana de los PT fue de 3,398 y la de los PC fue de 3,462 (Tabla 90).

Si comparamos los datos de la unidad 2 de la tercera planta del pabelléon B, observamos que la
media y la mediana del log del n°® UFC/L informadas son similares en los PT y en los PC. Al
analizar el p valor de M-W no se detect6 diferencia estadisticamente significativa p valor M-W =
0,631 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en el sector B32 el analisis de los PC es

representativo de los PT.

TABLA 90. PABELLON B, PLANTA 3, UNIDAD 2. Parametros estadisticos del analisis
del pabelldn B, planta tercera, unidad 2, realizando determinaciones repetidas de cada

punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO

B Punto Terminal | Punto Critico

log  N° N valido 72 63

UFC/L Media 2,611 2,796

INFORMA  pesviacion estandar | 1,921 1,853

DO Percentil 25 000 000
Mediana 3,398 3,462
Percentil 75 4,191 4,276

a. UNIDAD = B32

PABELLON B, PLANTA 3, UNIDAD 3: B33

En este apartado analizamos los datos de la unidad 3 de la tercera planta del pabellén B: B33.

Se incluyeron en el estudio 40 determinaciones de PT y 33 de PC.
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La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 4,377 y la media de los PC de
4,421; la mediana de los PT fue de 4,653 y la de los PC fue de 4,675 (Tabla 91).

TABLA 91. PABELLON B, PLANTA 3, UNIDAD 3. Parametros estadisticos del analisis
del pabellén B, planta tercera, unidad 3, realizando determinaciones repetidas de cada

punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO
Punto Punto
2 Terminal | Critico
log N° UFC/L N valido 40 33
INFORMAD  Media 4377  |4,421
O Desviacion
1,411 1,251
estandar
Percentil
4,248 4,338
25

Mediana 4,653 4,675

Percentil
75

a. UNIDAD = B33

5,060 5,000

Si comparamos los datos de la unidad 3 de la tercera planta del pabelléon B, observamos que la
media y la mediana del log del n°® UFC/L informadas son ligeramente mayores en los PC que en
los PT. Al analizar el p valor de M-W no se detecté diferencia estadisticamente significativa p
valor M-W = 0,872 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en el sector B33 el analisis de los
PC es representativo de los PT.

PABELLON B, PLANTA 3, UNIDAD 4: B34

En este apartado analizamos los datos de la unidad 4 de la tercera planta del pabellon B: B34.

Se incluyeron en el estudio 41 determinaciones de PT y 38 de PC.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 1,642 y la media de los PC de
1,625; la mediana de los PT fue de 2,000 y la de los PC fue de 2,000 (Tabla 92).
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TABLA 92. PABELLON B, PLANTA 3, UNIDAD 4. Parametros estadisticos del analisis
del pabelldn B, planta tercera, unidad 4, realizando determinaciones repetidas de cada
punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO

B Punto Terminal | Punto Critico

log N° N valido 41 38

UFC/L Media 1,642 1,625

INFORMA " pesviacién estandar | 1,521 1,535

DO Percentil 25 000 000
Mediana 2,000 2,000
Percentil 75 2,954 2,954

a. UNIDAD =B34

Si comparamos los datos de la unidad 4 de la tercera planta del pabelléon B, observamos que la
media y la mediana del log del n°® UFC/L informadas son similares en los PT y en los PC. Al
analizar el p valor de M-W no se detect6 diferencia estadisticamente significativa p valor M-W =
0,972 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en el sector B34 el analisis de los PC es
representativo de los PT.

PABELLON C, PLANTA SOTANO: CS

El sétano del pabelldn C esta considerado como una unidad completa, por lo que los resultados

son iguales a los desarrollados en el apartado 2.3.

PABELLON C, PLANTA BAJA: CB

La planta baja del pabellén C esta considerado como una unidad completa, por lo que los
resultados son iguales a los desarrollados en el apartado 2.3.
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PABELLON C, PLANTA 1, UNIDAD 1: C11

En este apartado analizamos los datos de la unidad 1 de la primera planta del pabelléon C: C11.

Se incluyeron en el estudio 35 determinaciones de PT y 17 de PC.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 1,507 y la media de los PC de
1,149; la mediana de los PT fue de 0,000 y la de los PC fue de 0,000 (Tabla 93).

TABLA 93. PABELLON C, PLANTA 1, UNIDAD 1. Parametros estadisticos del analisis
del pabellén C, primera planta, unidad 1, realizando determinaciones repetidas de cada
punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO
Punto Punto
B Terminal | Critico
log N° UFC/L N valido 35 17
INFORMAD  Media 1,507 1,149
O Desviacion
2,077 1,935
estandar
Percentil
,000 ,000
25
Mediana ,000 ,000
Percentil
3,732 2,477
75

a. UNIDAD = C11

Si comparamos los datos de la unidad 1 de la primera planta del pabellén C, observamos que la
media del log del n°® UFC/L informada es mayor en los PT y en los PC, la mediana es igual en
PT y PC. Al analizar el p valor de M-W no se detecté diferencia estadisticamente significativa p
valor M-W = 0,527 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en el sector C11 el analisis de los
PC es representativo de los PT.

PABELLON C, PLANTA 1, UNIDAD 2: C12

En este apartado analizamos los datos de unidad 2 de la primera planta del pabellon C. Se
incluyeron en el estudio 19 determinaciones de PT que correspondian a PC. Estan ubicadas una
consulta de especialidades y un aseo.
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La media de los PT y PC expresada como log del n® de UFC/L fue de 3,585; la mediana de los
PT y PC fue de 3,898 (Tabla 94).

TABLA 94. PABELLON C, PLANTA 1, UNIDAD 2. Parametros estadisticos del analisis
del pabellén C, primera planta, unidad 2, realizando determinaciones repetidas de cada

punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO

Punto [Punto
Termin | Critic
a al o]

log N° N valido |19 19

UFC/L Media 3,585 3,585
INFORMA  pesviacié
DO

n 1,388 1,388
estandar
Percentil

3,602 3,602
25

Mediana |3,898 (3,898

Percentil
75

a. UNIDAD = C12

4,352 (4,352

Todos los PT son PC por lo que no se puede establecer una relacion estadistica entre ellos.

PABELLON C, PLANTA 2, UNIDAD 1: C21

En este apartado analizamos los datos de la unidad 1 de la segunda planta del pabellén C: C21.

Se incluyeron en el estudio 64 determinaciones de PT y 24 de PC.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 2,611 y la media de los PC de
3,019; la mediana de los PT fue de 2,903 y la de los PC fue de 3,179 (Tabla 95).

Si comparamos los datos de la unidad 1 de la segunda planta del pabellén C, observamos que
la media y la mediana del log del n°® UFC/L informadas son mayores en los PC y en los PT. Al

analizar el p valor de M-W no se detect6 diferencia estadisticamente significativa p valor M-W =
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0,195 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en el sector C21 el analisis de los PC es

representativo de los PT.

TABLA 95. PABELLON C, PLANTA 2, UNIDAD 1. Parametros estadisticos del analisis
del pabellon C, segunda planta, unidad 1, realizando determinaciones repetidas de

cada punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO
Punto Punto
B Terminal | Critico
log N° UFC/L N valido 64 24
INFORMAD  Media 2,611 3,019
O Desviacion
1,468 1,181
estandar
Percentil
2,268 2,452
25

Mediana 2,903 3,179

Percentil
75

a. UNIDAD = C21

3,597 3,755

PABELLON C, PLANTA 2, UNIDAD 2: C22

En este apartado analizamos los datos de la unidad 2 de la segunda planta del pabellén C: C22.

Se incluyeron en el estudio 48 determinaciones de PT y 27 de PC.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 2,624 y la media de los PC de
3,551; la mediana de los PT fue de 3,621 y la de los PC fue de 4,146 (Tabla 96).

Si comparamos los datos de la unidad 2 de la segunda planta del pabellén C, observamos que
la media y la mediana del log del n°® UFC/L informadas son mayores en los PC y en los PT. Al
analizar el p valor de M-W no se detect6 diferencia estadisticamente significativa p valor M-W =
0,106 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en el sector C22 el analisis de los PC es

representativo de los PT.
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TABLA 96. PABELLON C, PLANTA 2, UNIDAD 2. Parametros estadisticos del analisis
del pabellon C, segunda planta, unidad 2, realizando determinaciones repetidas de

cada punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO

Punto Punto

Termin | Critic

d al o]
log N° N valido |48 27
UFC/L Media 2,624 (3,551
INFORMA  pesviacis
Do n 2,100 |1,561
estandar
Percentil
o ,000 3,580

Mediana | 3,621 4,146

Percentil
75

a. UNIDAD = C22

4,381 4,473

PABELLON C, PLANTA 3, UNIDAD 1: C31

En este apartado analizamos los datos de la unidad 1 de la tercera planta del pabellén C: C31.
Se incluyeron en el estudio 55 determinaciones de PT y 19 de PC.

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 2,351 y la media de los PC de
3,743; la mediana de los PT fue de 2,602 y la de los PC fue de 3,000 (Tabla 97).

Si comparamos los datos de la unidad 1 de la tercera planta del pabellén C, observamos que la
media y la mediana del log del n°® UFC/L informadas son mayores en los PC y en los PT. Al
analizar el p valor de M-W no se detect6 diferencia estadisticamente significativa p valor M-W =
0,273 (>0.05). Por lo que podemos afirmar, que en el sector C31 el analisis de los PC es

representativo de los PT.

TABLA 97. PABELLON C, PLANTA 3, UNIDAD 1. Parametros estadisticos del analisis
del pabelldon C, tercera planta, unidad 1, realizando determinaciones repetidas de cada

punto terminal a lo largo del tiempo.
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TIPOPUNTO
B Punto Terminal | Punto Critico
log N° N valido 55 19
UFC/L Media 2,351 2,743
INFORMA * pesviacién estandar 1,500 1,410
DO Percentil 25 2,000 2,301
Mediana 2,602 3,000
Percentil 75 3,415 3,724

a. UNIDAD = C31

PABELLON C, PLANTA 3, UNIDAD 2: C32

En este apartado analizamos los datos de la tercera planta del pabelléon C, unidad 2: C32. Se
incluyeron en el estudio 43 determinaciones de PT y 19 determinaciones de PC

(correspondientes a 1 PC).

La media de los PT expresada como log del n° de UFC/L fue de 3,938 y la media de los PC de
3,295; la mediana de los PT fue de 3,968 y la de los PC fue de 3,477 (Tabla 98).

Si comparamos los datos de la unidad 2 de la tercera planta del pabellén C, observamos que la
media y la mediana del log del n°® UFC/L informadas son mayores en los PT que en los PC. Al
analizar el p valor de M-W se detecté diferencia estadisticamente significativa p valor M-W =
0,011 (<0.05). Por lo tanto, podemos afirmar, que en la unidad 2 de la tercera planta del pabellén
C el analisis de los PC no es representativo del analisis del total de los PT. Analizando los PC no

podemos manejar el control de la instalacion en el sector C32.

Tal como se observa en el diagrama de cajas de la figura 40, la amplitud de la caja en los PC es
menor que en los PT, y tanto el rango superior como el inferior son superiores en la caja de los
PT, y la mediana es mayor en los PT con respecto a los PC, siendo la diferencia estadisticamente
significativa, por lo tanto, podemos afirmar que en el sector C32, el analisis de los PC no es

representativo del control de la instalacion.
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TABLA 98. PABELLON C, PLANTA 3, UNIDAD 2. Parametros estadisticos del analisis
del pabelldon C, planta tercera, unidad 2, realizando determinaciones repetidas de cada

punto terminal a lo largo del tiempo.

TIPOPUNTO
Punto Punto
2 Terminal | Critico
log N° UFC/L N valido 43 19
INFORMAD  Media 3,938 3,295
O Desviacion
,997 ,998
estandar
Percentil
3,362 2,982
25

Mediana 3,968 3,477

Percentil
4,689 3,869
75
a. UNIDAD = C32
UNIDAD: C32
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FIGURA 40. Distribucién del log del numero de UFC/L de Legionella spp. en los puntos
terminales y en los puntos criticos al analizar el sector c32, realizando determinaciones

repetidas de cada punto terminal a lo largo del tiempo.
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PABELLON C, PLANTA 4: C4

La cuarta planta del pabellén C esta considerada como una unidad completa, por lo que los

resultados son iguales a los desarrollados en el apartado 2.3.

PABELLON QX:

Las diferentes plantas del pabellén QX no esta divido en unidades, por lo que los resultados

son iguales a los desarrollados en el apartado 2.3.

1.3 ANALISIS COMPARATIVO DE LA INSTALACION CON UNA SOLA
DETERMINACION POR CADA PT FRENTE AL SEGUIMIENTO DE LOS
PC

Si comparamos los resultados del analisis de toda la instalacion a lo largo del tiempo (2137
muestras) con la del analisis de la instalacién completa con una sola determinacién de cada
punto terminal (869 muestras), con una muestra de 2137 casos una diferencia de medianas de
0.415 puntos resulto significativa, y, sin embargo, con una muestra mas pequefia de 869 casos,

una diferencia de medianas similar (0.398) no lo es.

En el analisis de toda la instalacion a lo largo del tiempo (2137 muestras), dado el gran tamafio
muestral, la potencia de los test es muy elevada vy, por tanto, pequenas diferencias en los
recuentos entre puntos se detectan como significativas. Ahora bien, que sean estadisticamente
significativas no implica necesariamente que haya una repercusion en el mantenimiento de la
instalacién en cuanto a la aplicacién de medidas correctoras. De hecho, un log de 0.425 UFC/L
implicaria una diferencia de unas 3 UFC/L en la mediana de recuentos de Legionella spp.

diferencia despreciable a la hora de controlar la instalacion.

En la tabla 99 se muestran los parametros estadisticos obtenidos del estudio de la instalacién en
el periodo 2006-2018 y distribucion de las medianas de los PC y PT de la instalacion estudiada
en el periodo 2006-2018; y los parametros estadisticos obtenidos del estudio de la instalacién
completa en un momento determinado y distribucion de las medianas de los PC y PT del estudio

de la instalacion completa en un momento determinado.
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TABLA 99. (A) Parametros estadisticos obtenidos del estudio de la instalacion en el

periodo 2006-2018 y distribucién de las medianas de los PC y PT de la instalacién

estudiada en el periodo 2006-2018. (B) Parametros estadisticos obtenidos del estudio

de la instalacion completa en un momento determinado y distribucion de las medianas

de los PC y PT del estudio de la instalacién completa en un momento determinado.

TIPOPUNTO TIPO DE PUNTO
Punto Punto Punto Punto
Terminal Critico Terminal Critico
log N° UFC/L N valido 2137 1067 log N° UFC/L N valido 869 99
INFORMADO Media 2,498 2,805 INFORMADO Media 2,116 2,432
Desviacion Desviacion
1,978 1,865 2,038 1,987
estandar estandar
Percentil 25 ,000 ,000 Percentil 25 ,000 ,000
Mediana 3,000 3,415 Mediana 2,301 2,699
Percentil 75 4,188 4,305 Percentil 75 3,914 4,401
(A) (B)
é 6,000 g A 1 _‘7
= =
:
E - Z 4,000
S 4,000 § A
5 5
z Z
| Punto Tlermlna\ Punto lCrmco Punto Tlerminal Punto I(:rﬁ[co
TIPOPUNTO TIPO DE PUNTO

(A) Diferencias significativas

(B) No Diferencias significativas
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2.COMPARACION DE LA RECUPERACION DE LEGIONELLA SPP.
POR CULTIVO EN MEDIO BCYE Y GVPC EN MUESTRAS DE
AGUA SANITARIA

2.1 MEJORA DE LA SENSIBILIDAD DEL METODO AL ANADIR EL BCYE

En este apartado se muestran los resultados de la evaluacion de los métodos de cultivo para
deteccion y recuento de Legionella spp. en muestras de agua sanitaria comparando la
recuperacion de Legionella spp. por cultivo en medio BCYE y GVPC. En la figura 41 se muestra

la distribucion global del n® de UFC/L informadas en el medio de maximo recuento.

N° UFC/L
INFORMADO 5.000.000 0
N valido |896 &
Media 47,185
Percentil | 100
400,000
05 66
*
Percentil | 1,200
25
68
Mediana |6,750 30000007 *
Percentil |29,000
75
Percentil | 190,000 2.000.0007 7
*
95
Percentil (442,000 127
*
929
1,000,000 &
*
45352
1
1088 o
0—
125 488

T
N° UFCIL INFORMADO

FIGURA 41. Distribucién global del n°® de UFC/L informadas en el medio de maximo

recuento.

Al estudiar el medio de maximo recuento en relacién con los distintos pretratamientos de las
muestras obtenemos los resultados que se muestran en la tabla 100, en la que destaca que de

las 869 muestras analizadas en 563 ocasiones se ha informado del mayor nimero de colonias
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en el medio BCYE (63%) frente a las 333 con el medio GVPC (37%), es decir, 6 de cada 10

muestras informadas con el maximo recuento de colonias fueron en el medio BCYE lo que

supone casi el doble de informes con medio BCYE que con medio GVPC. En la figura 42 se

muestra el porcentaje de veces en que cada medio ha resultado ser éptimo.

TABLA 100. Influencia del medio de cultivo y del pretratamiento utilizado en la

sensibilidad del método.

MEDIO MAXIMO RECUENTO

medio maximo recuento

medio maximo recuento

Total BCYE GVPC
% del N de % del N de % del N de
Recuento la columna Recuento la columna Recuento | la columna
MEDIO Total 896 100,0% 563 100,0% 333 100,0%
MAXIMO DIL 1/10 BCYE 106 11,8% 106 18,8%
RECUENTO UFc/L
FA BCYE UFC/L 132 14,7% 132 23,4%
FC BCYE UFC/L 111 12,4% 111 19,7%
FST BCYE UFC/L 214 23,9% 214 38,0%
DIL 1/10 GVPC 28 3,1% 28 8,4%
UFC/L
FA GVPC UFC/L 30 3,3% 30 9,0%
FC GVPC UFC/L 47 5,2% 47 14,1%
FST 500 GVPC 81 9,0% 81 24,3%
UFC/L
FST GVPC UFC/L 147 16,4% 147 44,1%

MEDIO MAXIMO RECUENTO

medio maximo recuento GVPC

medio maximo
recuento ENR

62,8%

FIGURA 42. Porcentaje de veces en las que cada medio de cultivo ha resultado ser el

O6ptimo (medio maximo recuento).
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La prueba de Mann-Whitney indica que existen diferencias significativas en el n°® de colonias

informadas segun el medio utilizado siendo la mediana en el medio BCYE un 35% superior que

en el medio GVPC o analogamente la mediana del n° de colonias informado con el medio BCYE

es 2000 unidades superior que con el medio GVPC (p-valor 0.000). Los datos se muestran en la

tabla 101 y en la figura 43.

TABLA 101. Comparacion de la mediana del n® de UFC/L informado en BCYE Y GVPC

Analisis comparativo medio maximo recuento

medio medio
- maximo maximo
recuento recuento
BCYE GVPC
N valido 896 563 333
N° UFC/L Media 47185 60392 24858
INFORMADO Desviacion tipica |243475 300026 81448
Mediana 6750 7700 5700
Mediana del N° UFC/L INFORMADO segun medio de
maximo recuento
9000
8000 7.700 p=0,000
7000 ...............................
6000 ............................... 5'700
5000 ...............................
4000 o
3000
2000 i
£ 10]0]0 i E—— BCYE
0 .
medio maximo recuento ENR medio maximo recuento GVPC

FIGURA 43. Mediana del n° UFC/L en BCYE (ENR) y GVPC cuando se utilizan para

realizar el contaje al ser el medio de maximo recuento.
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En la figura 44 podemos ver la comparacion de las distribuciones del n° de colonias para ambos
medios de cultivo. Si ampliamos la zona de la mediana (ver figura 45), se observa cémo para el
medio BCYE la amplitud de la caja es mayor y la mediana esta mas alta, lo que indica cantidades

de n° de colonias informadas mayores con el medio BCYE.

T
nedo mayime recuemo ENS medo maxire recuema GVPC

MEDIOMAXREC

FIGURA 44. Comparacion de las distribuciones del n° de colonias para ambos medios
de cultivo.
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FIGURA 45. Comparacion de las distribuciones del n® de colonias para ambos medios

de cultivo ampliando la zona de la mediana (ENR=BCYE).

2.2 INFLUENCIA EN LA SENSIBILIDAD DEL METODO SEGUN
PRETRATAMIENTO

En este apartado analizamos el medio mas sensible en funcion del pretratamiento utilizado. Se
comprobd si, para un mismo medio de cultivo (BCYE o GVPC), influye el pretratamiento FA
(filtrado+acido), FC (filtrado+calor) o FST (filirado sin tratamiento) en la sensibilidad del medio,

es decir, si se modifica el numero de colonias segun el pretratamiento.

Cuando se analizé el numero de veces que es informado el recuento maximo con cada
pretratamiento y la mediana de colonias, las pruebas Chi? (p-valor 0.000) de comparacion de
igualdad en el reparto de las proporciones en las categorias indican que existen diferencias
significativas en el nimero de veces que se informa del recuento maximo de colonias segun
pretratamiento en ambos medios: se obtuvieron recuentos mas altos en ausencia de

pretratamiento (FST). El pretratamiento FST induce el mayor nimero de informaciones de
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recuento maximo de colonias. En la tabla 102 y en la figura 46 se muestran los resultados del
numero de muestras informadas en BCYE con cada uno de los pretratamientos utilizados. En la

tabla 103 y en la figura 47 se muestran los mismos resultados para el medio de cultivo GVPC.

TABLA 102 Influencia del pretratamiento de la muestra en medio BCYE. FA= tratamiento

acido; FC= tratamiento calor; FST= sin tratamiento.

medio maximo recuento BCYE Recuento | % del N de la
tabla
Total 563 100,0%
DIL 1/10 BCYE
) 106 18,8%

MEDIO MAXIMO UFCI/L

RECUENTO FA BCYE UFC/L 132 23,4%
FC BCYE UFC/L 111 19,7%
FST BCYE UFC/L |214 38,0%

Pretratamiento en el medio maximo recuento BCYE

40% - 38%
35% -
30% -
250, 23%

20% - 19% 20%
15% -
10% -
5% -

0% T T T 1
DIL 1/10 ENR FAENRUFC/L FCENRUFC/L FSTENR UFC/L
UFC/L

FIGURA 46. Porcentaje del numero de muestras informadas en BCYE con cada uno de
los pretratamientos utilizados (BCYE=ENR).
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TABLA 103. Influencia del pretratamiento de la muestra en medio GVPC.

medio maximo recuento GVPC Recuento % del N de la
tabla
Total 333 100,0%
DIL 1/10 GVPC
28 8,4%
UFC/L
MEDIO MAXIMO FA GVPC UFC/L 30 9,0%
RECUENTO FC GVPC UFC/L 47 14,1%
FST 500 GVPC
81 24,3%
UFC/L
FST GVPC UFC/L 147 44 1%

Pretratamiento en el medio maximo recuento GVPC

50% -
45% -
40% -
35% -
30% -
25% -

20% -
15‘;o 14%
o -
10% | 8% 9%
3 W
0% - T T T T

DIL 110 GVPC FA GVPC UFC/L FC GVPC UFC/L FST 500 GVPC FST GVPC UFC/L
UFC/L UFC/L

44%

24%

FIGURA 47. Porcentaje del numero de muestras informadas en GVPC con cada uno de

los pretratamientos utilizados.

Sin embargo, cuando se analiz6 el pretratamiento con el que se obtenian los maximos recuentos
mediante la prueba de Mann-Whitney de comparacion de distribuciones se obtuvo que, tanto en

el medio BCYE como en el GVPC, la mediana del nUmero de colonias al realizar una dilucién del
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filtrado de la muestra 1/10 (pretratamiento DIL) es significativamente superior que con el resto

de los pretratamientos (p-valor<0.05). Los resultados se muestran en las tablas 104 y 105.

TABLA 104. Mediana del niumero de colonias informadas en funciéon del pretratamiento
utilizado en BCYE.

medio maximo recuento MEDIO MAXIMO RECUENTO
BCYE Total DIL 1/10 BCYE FA BCYE FC BCYE FST BCYE
UFC/L UFC/L UFC/L UFC/L
N valido 563 106 132 111 214
60392 252600 11712 13028 19778
N° UFC/L
Desviacion
INFORMADO 300026 654902 16030 14486 55957
tipica
Mediana 7700 87000 4750 7200 3300

En la figura 48 se muestra la distribucion del numero de UFC/L informados en BCYE en funcion

del pretratamiento utilizado.

MEDIOMAXREC_DIC: medio maximo recuento ENR

5000000+

4000000

3000000

20000007

N° UFCIL INFORMADO
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0

70
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66
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68
*
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69
*

65

497
495%

129 *364
140 119 318 315 390 F¥s 397
144 —aR01,q7 - 405 361
141 159 342 335 389 365
T T T T
DIL 1410 ENR UFCIL FA ENR UFCIL FC ENR UFCLL FST ENR UFCIL

MEDIO MAXIMO RECUENTO

FIGURA 48. Distribucion del nimero de UFC/L informados en BCYE en funcion del
pretratamiento utilizado. (ENR=BCYE)
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TABLA 105. Mediana del numero de colonias informadas en funcién del pretratamiento
utilizado en GVPC.

medio maximo recuento GVPC MEDIO MAXIMO RECUENTO
Total DIL 1/10 FA GVPC FC GVPC FST 500 FST GVPC
GVPC UFC/L UFC/L UFC/L GVPC UFC/L
UFC/L
N valido 333 28 30 47 81 147
Media 24858 177536 11170 17282 3020 13024
N° UFC/L o
INFORMADO ;):i\:acwn 81448 229658 15582 17198 8694 14678
Mediana 5700 116000 3600 10900 520 7400

En la figura 49 se muestra la distribucion del nimero de UFC/L informados en GVPC en funcién

del pretratamiento utilizado.

MEDIOMAXREC_DIC: medio maximo recuento GVPC

1200000 *584

1000000
3

S 800000
=
(14
O
[T

Z 600000
|
=
(6]
[T

? 400000
=

200000

g29 625 *702 851 760
745740707
0 = 0 7147168 748 =
T T T T T
DIL1M0GVPC FAGVPCUFCL FCGVPCUFCL  FSTS500GVPC  FST GVPC UFCL
UFCLL UFCL

MEDIO MAXIMO RECUENTO

FIGURA 49. Distribucion del numero de UFC/L informados en GVPC en funciéon del

pretratamiento utilizado.
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Se observé que la distribucién de los resultados del cultivo de las muestras diluidas 1/10 (DIL)
presentd varios valores extremos que podrian estar distorsionando los resultados. Sin embargo,
al eliminarlos no se modificaron, de tal forma que la dilucién 1/10 de la muestra filtrada sigue
siendo el pretratamiento que mas colonias detecta. Los resultados se muestran en la figura 50.

medio maximo recuento ENR medio maximo recuento GVPC
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737 E 739

738729731
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oo 340]545 n
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T T T
FAENR UFCLL FCENR UFCL FSTENR UFCIL

MEDIO MAXIMO RECUENTO

T T T T T T
DIL 110 ENR UFCAL DL1AOGVPC ~FAGVPCUFCL FCGVPCUFCL  FSTS00GVPC  FSTGVPCUFCL
UFCL urer

MEDIO MAXIMO RECUENTO

FIGURA 50. Distribuciéon del numero de UFC/L informados en GVPC en funciéon del

pretratamiento utilizado, eliminando los valores extremos.

Se analizaron los resultados sin tener en cuenta las muestras en las que se realizé siembra por

dilucién 1/10 y se obtuvo que para el medio BCYE no existen diferencias significativas en el

numero de colonias informadas segun pretratamiento (p-valor>0.05). Los resultados se muestran

en la tabla 106.

TABLA 106. Influencia del pretratamiento de la muestra en el namero de UFC/L

informados en el medio BCYE exceptuando el pretratamiento DIL 1/10.

medio maximo recuento Total FA BCYE | FC BCYE |FST BCYE
BCYE UFC/L UFC/L UFC/L
N valido 457 132 111 214
Media 15809 11713 13028 19778
N°® UFC/L Desviacion
INFORMADO . ; 40014 16030 14486 55957
pica
Mediana 4500 4750 7200 3300
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En la tabla 107 se muestra que el método con peor rendimiento del cultivo en medio GVPC fue

el método de filtrado sin tratamiento y siembra de 0,5 mL (FST 500).

TABLA 107. Influencia del pretratamiento de la muestra en el numero de UFC/L

informados en el medio GVPC exceptuando el pretratamiento DIL 1/10.

medio maximo recuento GVPC MEDIO MAXIMO RECUENTO
Total |FA GVPC|FC GVPC|FST 500 | FST
UFC/L UFC/L GVPC GVPC
UFC/L UFC/L
N valido 305 30 47 81 147
Media 10841111170 17283 3020 13025
Ne° UFC/L
Desviacion
INFORMADO 14708 | 15583 17199 8694 14678
tipica
Mediana 4800 |3600 10900 520 7400

2.3 INFLUENCIA EN LA SENSIBILIDAD DEL METODO DE LA PRESENCIA
DE OTROS MICROORGANISMOS

En este apartado se comprobara cémo afecta la presencia de otros microorganismos en la
sensibilidad del método. Este objetivo se alcanzara analizando tanto el nUmero de veces que es
informado el recuento maximo con cada método en presencia/ausencia de otros

microorganismos como comparando el nimero medio (0 mediana) de colonias.

Las pruebas Chi? (p-valor 0.000) de comparacion de igualdad en el reparto de las proporciones
en las categorias indican que existen diferencias significativas en el nimero de veces que se
informa el recuento maximo de colonias seguin presencia o ausencia de microorganismos: en
presencia de otros microorganismos, ambos métodos son similares; sin embargo, en ausencia
de microorganismos, el medio BCYE es 4 veces mas sensible que el GVPC (Chi? p-valor 0.000).
En la figura 51 observamos los porcentajes de recuentos maximos en cada medio de cultivo en

funcién de la presencia o ausencia de flora interferente.
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Sensibilidad del medio segun flora acompanante
(% de veces que el recuento maximo lo detecta cada método)

medio maximo recuento ENR m medio maximo recuento GVPC

Presencia de Flora 55,3% _

Ausencia de Flora 80,4%

0% 20% 40% 60% 80% 100%

FIGURA 51. Porcentaje de veces que el recuento maximo lo detecta cada medio de
cultivo (ENR= BCYE).

Si se comparan las distribuciones de las cantidades de colonias que se han informado en
presencia y en ausencia de flora, la prueba de comparacion de distribuciones de M-W indica que
no existen diferencias significativas en las distribuciones del numero de colonias informados
segun flora acompafiante (p-valor 0.794). Este resultado lo muestran las cajas de la misma
amplitud, las medianas al mismo nivel y, excepto por varios valores extremos, los valores se

reparten analogamente en presencia y en ausencia de flora que se muestran en la figura 52.
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FIGURA 52. Distribuciones de las cantidades de colonias que se han informado en

presencia y en ausencia de flora.
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Sin embargo, si eliminamos el 5% de valores extremos (recuentos por encima de 190.000 que
es el percentil 95 de la distribucién), la prueba de M-W detecta una tendencia que la mediana de
los recuentos sea algo superior si hay flora acompafiante lo que supone una tendencia — que no
diferencia significativa- a que los recuentos cuando hay flora sean algo superiores (mediana
superior y caja algo mas amplia) (p-valor= 0,069). De hecho, si eliminamos los valores de
recuento extremos superiores a 190.000 UFC/L, esta tendencia se convierte en diferencia

significativa tal como se muestra en la figura 53 (p<0,05).

N° UFC/L | FLORA

INFORMADO | ACOMPANANTE 20007

NO Sl 846 i
¥ s 87
150000+ 5%,
N valido 241 609 o 64%43
0 838
g i
Media 18,930 (17,739 E 836
0 830
2 1000001 *
Percentil 05 | 100 | 100 < e
0 A
L
- 5 8 08
Percentil 25 700 1,200 Y 800 791
0
789763
_ 500001 o
Mediana 4,200 6,500

Percentil 75 | 20,800 |23,900

Percentil 95 | 87,000 |70,000

Percentil 99 | 156,000 | 122,000 FLORAACOMPANANTE

FIGURA 53. Distribuciones de las cantidades de colonias que se han informado en
presencia y en ausencia de flora eliminando el 5% de valores extremos (recuentos por

encima de 190.000 que es el percentil 95 de la distribucion).

2.4 INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA, EL pHY EL CLORO LIBRE EN LA
SENSIBILIDAD DEL METODO

En este apartado comprobamos como afectan la temperatura, el pH y el cloro en la sensibilidad
de los métodos.
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Los resultados de la influencia de estos parametros en la mediana del n° de UFC/L informados
en BCYE y GVPC se muestran en la tabla 108 donde podemos observar que las medianas son
casi idénticas entre grupos. Las pruebas de comparacién de distribuciones de M-W indican que
no existen diferencias significativas ni en el pH, ni en el cloro ni en la temperatura segun el

método que haya informado el maximo recuento (p>0,05) (Tabla 109).

TABLA 108. Influencia del cloro libre, temperatura y pH en la mediana del numero de
UFC/L informado en ambos medios de cultivo.

MEDIOMAXREC
Total medio maximo | medio maximo
recuento BCYE recuento GVPC

CLORO LIBRE | N valido 622 352 270
ppm Media 40 40 40

Desviacion tipica |,36 37 34

Mediana ,28 ,28 ,30
temperatura N valido 887 556 331

Media 39,24 39,46 38,87

Desviacion tipica | 7,11 6,72 7,70

Mediana 39,90 39,95 39,60
pH N valido 887 556 331

Media 7,82 7,81 7,82

Desviacion tipica |,31 31 31

Mediana 7,81 7,81 7,81
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TABLA 109. p- valor de las pruebas de comparacion de distribuciones de M-W del
analisis de la influencia de la temperatura, el pH y el cloro en la sensibilidad de los

métodos.

Comparaciéon con el | p-valor M-W
método

Cloro 0.908
Temperatura 0.329

pH 0.329

En la tabla 110 se muestran los coeficientes de correlacion de las distribuciones del nimero de
colonias detectadas con cada uno de los parametros. Soélo detectamos una correlacién
significativa e inversa entre la temperatura y el N° UFC/L INFORMADO: a mayor temperatura,

menor numero de colonias detectado y viceversa.

TABLA 110. Coeficiente de correlacion de las distribuciones del numero de colonias

detectadas con cada uno de los parametros (pH, temperatura y cloro).

N° UFC/L
INFORMADO
CLOROLIBRE ppm [Coeficiente def-,001
correlacion
Sig. (bilateral) ,981
N 622
Temperatura Coeficiente del-,284"
correlacion
Sig. (bilateral) ,000
N 887
PH Coeficiente del-,026
correlacion
Sig. (bilateral) 435
N 887

En la figura 54 se observa como incluso eliminando el 5% de valores extremos superiores a

190.000, se mantiene esta correlacién inversa, aunque leve.
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temperatura temperatura

o 50000 100000 150000 200000
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FIGURA 54. Correlaciéon de la temperatura y el numero de UFC/L informados.

3. METODOS DE IDENTIFICACION BACTERIANA

Del total de muestras analizadas en 896 (69%) se detectd crecimiento de Legionella spp. por

cultivo.

Se identificaron por aglutinacién en latex un total de 1002 cepas de Legionella spp. En 807
muestras se observé crecimiento de una sola especie y en 89 muestras se detecté mas de una
especie o serogrupo de Legionella spp. La especie mayoritaria fue L. pneumophila serogrupo 2-
14 que se identifico en el 83,8% de las muestras, seguida de Legionella spp. en el 9,5% y por

ultimo L. pneumophila serogrupo 1 en el 6,7% (figuras 55 y 56).

X

= puro = mixto

FIGURA 55. Distribucion de cultivos puros y mixtos de Legionella spp. en el total de

muestras positivas.
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m L. pneumophila sg1

m L. pneumophila sg2-
14

m Legionella spp.

FIGURA 56. Distribucion del porcentaje de especies de Legionella spp. identificadas

por aglutinacion en latex.

Una parte de los aislados de Legionella spp. (63%) se identificaron por MALDI-TOF-MS. En total
se realizd6 MALDI-TOF-MS a 60 colonias identificadas como Legionella spp. mediante
aglutinacién o no aglutinables. Los microorganismos aislados fueron: 18 aislados de Legionella
anisa, 28 aislados de Legionella rubrilucens, 10 aislados de Legionella maceacherni, 1 aislado
de Legionella bozemaniiy 1 aislado e Legionella parisiensis. En uno de los aislados no obtuvimos
identificacion fiable y otro lo identific6 como Legionella pneumophila siendo la aglutinacion
negativa (PT716 de la unidad C31). La distribucién de las especies identificadas se muestra en

la figura 57 siendo la especie mas frecuentemente aislada L. rubrilucens.

30
25
20
15

10

FIGURA 57. Distribucion de las especies de Legionella spp. Identificadas por MALDI-TOF-MS.
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En cuanto al genotipado por SBT, de las 65 cepas analizadas se ha podido asignar una ST
especifica a 61 cepas. En la figura 58 se muestra la distribucién en el periodo de estudio. La ST
mayoritaria es la 1362 (n=45), seguida de la ST1 (n=13), la ST1394 (n=2) y la ST52 (n=1). La
ST1362 y la ST1 estan presentes en todos los pabellones (figura 59).

También hemos secuenciado la cepa naive de la instalacion obtenida del PT559 del B31 aislada
en 2007, antes de someter la instalacion a ningun tratamiento, y el resultado confirma que la
secuencia tipo (ST) de la cepa naive coincide con la mayoritaria ST1362 hasta el afo 2014,
momento a partir de cual compite con la ST1. El genotipado por SBT confirma la identificacion
como L. pneumophila ST1394 de la cepa aislada en el PT716 de la unidad C31 por MALDI-TOF-
MS como L. pneumophila siendo la aglutinacion negativa.

En la tabla 111 se muestra la distribucion de las ST por afo de aislamiento y por pabellén. La
ST1362 fue la mas frecuente todos los afos estudiados, excepto en 2014 que predomina la ST1.
Las ST1394 y la ST52 s6lo aparecen en 2011y 2012, respectivamente. De las cepas estudiadas:
20 son del pabellon A (A+AB) , 28 del pabellén B y 13 del pabellon C.

Total

mST1

mST1362
ST139%4

mST52

FIGURA 58. Distribucion de las ST analizadas en el periodo de estudio.
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FIGURA 59. Distribucion de ST por pabellones.
TABLA 111. Distribucion de ST por afo de estudio y pabelldn.
ST POR ANO/PAB A AB B C Total
2011 8 5 10 7 30
ST1 2 1 1 1 5
ST1362 6 4 9 4 23
ST1394 2 2
2012 1 2 2 4 9
ST1 3 3
ST1362 1 2 1 1 5
ST52 1 1
2013 11 11
ST1362 11 11
2014 1 3
ST1 1 3
2015 3 4 7
ST1 1 1 2
ST1362 2 3 5
2007 1 1
ST1362 1 1
Total 13 7 28 13 61
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TABLA 112. Distribucion de las ST por pabellones y sectores en los pabellones A, By
C. (SC=sala de caldeas).

PABELLONES ST1 ST1362 ST1394 ST52

A 4 9 13
All 1 2
A22 1 1 2
A23 1 1
A31 2 2
A32 1 1
A33 1 1
AB 3 3
AS 1 1

AB 1 6 7
SC 1 7

B 2 25 1 28
B11 1 1
B12 1 11 12
B13 1 1
B24 1 1
B31 2 2
B32 2 2
B33 2 2
BB 3 3
BS 2 1 4

c 6 5 2 13
Cl1 1
C31 3 1 4
C32 1 1
ca 3 3
CB 2 1 3
CS 1 1

Total 13 45 2 1 61

La tabla 112 muestra la distribucion de las ST por pabellones y sectores surante todo el periodo
de estudio. En el pabelldon A las muestras analizadas pertenecen a cada planta y sector del
pabellén. En la unidad AB se encuentra la sala de calderas. Los PT estudiados (PT868-872)
corresponden con los puntos del anillo, los fotocatalizadores y acumuladores del sistema de agua
sanitaria. En estos puntos se ha detectado mayoritariamente la ST1362. Los otros dos PT estan
definidos como PC y son puntos localizados en un bafo de pacientes de una sala de espera y

en el vestuario de personal. No hemos detectado ST1 en la unidad en la tercera planta del
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pabellén A. En el pabellén B tenemos resultados de 10 muestras de 2011, 2 de 2012, 11 de 2014
y 3 de 2015. Todas las unidades estan representadas y la ST mayoritaria en todo el pabellén es
la ST1362. La ST1 se ha dectectado en el sétano y en la primera planta. En el pabellon C
predomina la ST1 detectandose en todas las plantas del pabellén excepto la primera y la seguna.
Como se observa en la figura 62 en el afio 2014 la ST1 es el Unico genotipo detectado en el

pabellén. La ST1394 solo se detectd en las unidades C11 y C31 en el afio 2011.

Los tratamientos fisico-quimicos realizados para erradicar Legionella spp. han cambiado a lo
largo del tiempo y sus resultados, también. Tras choques térmicos e hipercloracion, la instalacion
no sufrié variaciones en la distribucion de las ST. Sin embargo, con el diéxido de cloro disminuyé
la ST1362, apareciendo en su lugar la ST1 que ha estado presente en la instalacion de forma
mantenida. Las muestras analizadas en 2015 son del primer semestre del afo, previas al
siguiente tratamiento con diéxido de cloro, y se observa como vuelve a prevalecer la ST1362
sobre la ST1. Los datos de la distribucion de las ST por afio y tratamientos de descontaminacién

(choque térmico, hipercloracion y diéxido de cloro) de la instalaciéon se muestran en la figura 60.

Distribucion de ST por aios
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FIGURA 60. Distribucion de ST por afios en toda la red de agua estudiada.

Analizamos los resultados obtenidos en cada pabellon del hospital por cada afo de estudio. La
ST1362 y la ST1 estan presentes en todos los pabellones (figura 60 y tabla 112).

En las figuras 61 a 63 se muestran las distribucion de las ST por pabellones y por afio. En los
pabellones A y B predomina siempre la ST1362, excepto en 2014, en que se igualan los
porcentajes de ST1y ST1362. En la figura 63 observamos que en el pabelléon C, detectamos una
mayoria de ST1 frente a ST1362. Asi, la inversion en la prevalencia de las ST en 2014 se deberia
a un aumento de ST1 en los pabellones A y B, unida a la predominancia de ST1 en el pabellén
C.
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FIGURA 61. Distribucion de ST por afios en el pabellén A.
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FIGURA 62. Distribucion de ST por afios en el pabellén B.
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FIGURA 63. Distribucion de ST por afios en el pabellén C.
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DISCUSION
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El control de Legionella spp. en instalaciones de uso sanitario es una prioridad para los
hospitales. Comprende el disefio de la toma de muestras, la deteccion, el recuento y la
identificacion de Legionella spp. en las muestras de agua sanitaria. El método propuesto para
optimizar la toma de muestras esta basado en la identificaciéon y monitorizacion de puntos criticos
(PC), definidos como el inicio y el final de cada tramo de la instalacion, un punto intermedio de
la misma, zonas con pacientes susceptibles y zonas con recuentos altos de Legionella spp., que
sean representativos del total de PT con el objetivo de realizar un seguimiento que nos permita

tener un control periédico de la instalacion.

No hemos encontrado publicaciones cientificas analizando el uso de los puntos criticos para el
control de instalaciones de riesgo por legionelosis, la Unica referencia que tenemos es la
actualizacion del RD 487/2022 que deroga el 865/2003 (22,23).

ElI RD 865/2003, en base a las recomendaciones de la UNE-EN ISO 100030 IN: 2005 establecia
como criterios para la prevencion y el control de Legionella spp. en las instalaciones de ACS y
AFCH realizar la determinacion de Legionella spp. en la instalacion completa con una
periodicidad anual, y como minimo, anualmente realizar una determinacién de Legionella en
muestras de agua de puntos representativos de la instalacion(22,215). Para realizar el control de
la instalacion completa se asumian las recomendaciones para el control del estado de
conservacion y limpieza de los puntos terminales de la instalacion, siendo estos el control
mensual en un nimero representativo, rotatorio a lo largo del afo, de los puntos terminales de
la red interior (grifos y duchas), de forma que al final del afio se hayan revisado todos los puntos

terminales de la instalacion.

Por lo tanto, no estaba establecida la metodologia de muestreo basada en puntos criticos de los
sistemas de distribucién de agua sanitaria en los hospitales para que las muestras analizadas

fueran una muestra representativa de las tasas de contaminacion real.

Con La actualizacién de la UNE-EN ISO 100030:2017 se establecié el PPCL con el objetivo de
identificar el riesgo de la instalacién en base al establecimiento de puntos criticos. Ademas, indica
una periodicidad trimestral para la frecuencia de muestreo y que el nimero de muestras para el
analisis de Legionella spp. depende del tipo de establecimiento, asi como de la complejidad y
numero de terminales que tenga la instalacion e incluye siempre los puntos criticos determinados
en el diagndstico de situacion. En todo caso se debe muestrear un nimero suficiente de puntos
para que se pueda determinar un porcentaje de resultados positivos que permita valorar el riesgo
de la instalacion. Para calcular el numero de muestras minimas a tomar en las instalaciones se

deberia utilizar los criterios de la figura 10.

La versién actual del RD 487/2022 asume las recomendaciones de la UNE-EN ISO 100030:2017

el numero minimo de puntos de muestreo (ver figura 10) y establece la eleccion de los puntos de
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muestreo como cada uno de los puntos terminales identificados (denominados PC en nuestro
trabajo), dos puntos medios de la instalacion, el control rutinario del depésito, los acumuladores
y el circuito de retorno. En relaciéon con los puntos terminales identificados establece que el
muestreo debe ser representativo en funcion del objetivo concreto del muestreo segun la UNE-
EN ISO 100030:2017) y ademas, debe comprender los diferentes sectores de la instalacion
atendiendo al numero de plantas del edificio 0 a la extensién horizontal de la red interior de
distribucién, priorizando los muestreos en duchas por tratarse de puntos de mayor exposicién
(anexo V apartados A y B) (23).

En consecuencia, los criterios que establecimos para identificar los puntos criticos de nuestra
instalacién pueden ser equiparables a las recomendaciones del nuevo RD y podrian ser guia
para la implantaciéon del nuevo RD en hospitales ya que se han tenido en cuenta no solo la
seleccion de los puntos criticos para valorar el riesgo de la instalacién sino también la estructura

del edificio.

Nuestro trabajo ofrece un disefio basado en el control de PC, que sigue siendo valido con la
nueva legislacion (22,210). En la instalacion estudiada hemos seleccionado 99 PC de un total de
869 PT, siendo el nUmero minimo indicado por la norma de 15 PC. No obstante, debido a las
caracteristicas estructurales de la instalacién, asi como a las tasas de contaminacién por
Legionella spp. y la presencia de zonas sensibles del hospital, como habitaciones de neumologia
y otras areas con pacientes criticos mas susceptibles de adquirir una infeccion, nuestro criterio
ha sido el de incluir mas PC de los minimos establecidos. El control de instalaciones de agua
sanitaria mediante la eleccion de PC permite obtener datos representativos de la instalacién
completa y detecta zonas en las que puede ser necesario aumentar los PC mejorando el disefio
de puntos rotativos recomendado en el RD 865/2003, siendo especialmente notorio en edificios

con menor tasa de contaminacion por Legionella spp. como el pabelléon A de nuestra instalacion.

El disefio propuesto en esta tesis mediante la eleccion de los PC para el control de la instalacion
a estudio mejora el control de Legionella ssp. con respecto al uso de puntos rotativos a lo largo
del afio, optimizando el numero de puntos de muestreo controlados y asegurandonos la eficacia
del procedimiento empleado ya que nos permite seleccionar y controlar con mas frecuencia los
puntos con mas riesgo de diseminacion de la bacteria. El criterio utilizado para la eleccién de los
PC esta respaldado por las directrices del nuevo RD 486/2022.

Una de las limitaciones del estudio es no haber valorado si el analisis del nUmero minimo de
puntos criticos establecido en el RD 486/2022 es suficiente para el control de la instalacion. Para
optimizar el control de una instalacién, podriamos plantear el estudio estadistico evaluando tan
solo el minimo de puntos criticos y comprobando si son representativos de la instalacion

completa.
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Nuestro estudio difiere del nuevo RD para la prevencién y control de la legionelosis en la
sistematica de toma de muestras. Las muestras analizadas en este estudio se recogieron durante
el periodo 2006-2018 siguiendo la normativa vigente en ese momento(22). La metodologia de la
toma de muestras realizada en nuestro estudio difiere de la del RD 487/2022 en que no incluye
la recogida con torunda al mismo tiempo que la muestra de agua, sino que indica que de manera
rutinaria se debe recoger la muestra de ACS con o sin purga, y en caso de que se requiera un
mayor conocimiento de la contaminacion por Legionella spp. de la instalacion, se recomienda
investigar su presencia en la biocapa de la instalacion mediante raspado con torunda,

introduciendo la torunda en un tubo estéril (209).

El otro pilar fundamental para el control de la legionelosis hospitalaria es el método de deteccion
de Legionella spp. en agua sanitaria. El cultivo es el método de referencia y hasta 2017 la UNE-
EN ISO 11731 solo incluia el uso de GVPC un medio altamente selectivo para la recuperacion
de Legionella spp.(209,230). Para mejorar el rendimiento en nuestro procedimiento se incluyé el
medio de cultivo BCYE al protocolo de siembra.

Los métodos de recuperaciéon de Legionella spp. dan resultados que dependen de la
concentracion de Legionella spp. y de la presencia de flora interferente. Nuestro procedimiento
de trabajo incluia el uso de un medio selectivo (GVPC) indicado en la norma y la adicién de un
medio no selectivo (BCYE). Nos planteamos evaluar el rendimiento en la recuperacion de

Legionella spp. del empleo de un medio no selectivo (BCYE).

Al comparar los resultados del cultivo en BCYE y GVPC en 869 muestras positivas, nuestros
resultados mostraron una mejora significativa en la recuperacién de Legionella spp. al anadir un
medio no enriquecido al analisis de agua. El medio BCYE es 1.7 veces mas sensible que GVPC,
y la mediana del nimero de colonias informadas es 2000 unidades superior (p<0.000). El analisis
de nuestros datos muestra que, en muestras contaminadas, ambos métodos tienen
sensibilidades parecidas; aunque, en ausencia de microorganismos, el medio BCYE es 4 veces
mas sensible que el GVPC (p<0.000).

Diversos autores han comparado la capacidad de los medios enriquecidos y selectivos para
recuperar Legionella spp. a partir de muestras de agua. Clasicamente, los estudios publicados
han mostrado que los medios selectivos como GVPC, DGVP y MWY mejoran el aislamiento de
Legionella  pneumophila, principalmente en muestras con presencia de otros
microorganismos(291-293). Sin embargo, GVPC contiene glicina que puede inhibir el
crecimiento de otras especies de Legionella spp, razén por la cual el medio BCYE se propone

como mejora en el rendimiento para su recuperacion(292,294,295).

Diversos estudios evaluan el cultivo de Legionella spp. en muestras de agua en medio BCYE y
GVPC, pero la mayoria valoran la tasa de recuperacion de especies distintas de Legionella

pneumophila. Solo Ditommaso et al. y Scaturro et al. analizan el resultado de los recuentos
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comparativos en medios no selectivos (BCYE) y medios selectivos (GVPC/MWY). El resto de
autores encuentran que el medio BCYE mejora la recuperacion de especies distintas Legionella
pneumophila principalmente incorporando pretratamiento acido, elevacién del pH o la
temperatura de incubacién, o bien utilizandolo para el cultivo de muestras sin microorganismos
interferentes(233,234,292,295-297).

Ditommaso et al. en 2011 demuestran la superioridad de BCYE en muestras sin
microorganismos interferentes al utilizar BCYE para informar el recuento de Legionella spp. en
el 93% de muestras positivas, siendo el numero de UFC/L informadas mayor en BCYE que en
MWY (p<0.001)(295). Nuestros resultados en muestras con presencia de flora interferente

mostraron que BCYE fue 4 veces superior al GVPC.

Los mismos autores corroboran los resultados en 2022, encontrando en aquellos cultivos que
contienen solo Legionella spp. una mayor frecuencia de muestras positivas con BCYE (94,8%)
en comparacion con MWY (85,1%)(233).

Scaturro et al. también detectaron medianas de UFC/L en las placas de BCYE superiores a las
detectadas en GVPC (2500 y 1350, respectivamente) (p < 0,0001), aunque obtienen mayor
porcentaje de muestras positivas con GVPC(234). En linea con lo expresado por Ditommaso et
al. la discordancia en los resultados podria estar relacionada en diferencias y/o errores

metodoldgicos(233).

Nuestros resultados muestran que el rendimiento del BCYE respecto a GVPC no mejora en
muestras contaminadas (p>0,05), en el mismo sentido otros autores constatan el beneficio del
uso de medios selectivos para el cultivo de muestras con microbiota interferente. Ditommaso et
al. encuentran dificultad para interpretar los cultivos en BCYE en presencia de flora
contaminante, situacion en la que ven beneficioso el uso de MWY(233,295). TA et al. encuentran
que el medio con mayor recuento de Legionella pneumophila es un medio selectivo: el DGVP
(Dyes, glycine, vancomycin, and polymyxin B) (p<0.05). El uso de BCYE previo tratamiento acido
muestra unos recuentos similares al DGVP, pero el BCYE no inhibe la flora interferente, por lo

que en muestras contaminadas su rendimiento es inferior(292).

Esta descrito por varios autores la capacidad de la glicina para inhibir especies de Legionella no-
pneumophila y la superioridad de BCYE con pretratamiento acido o elevaciéon del pH y la
temperatura de incubacién para recuperarlas (292,294,297). Ditommaso et al. describen que el
medio BCYE mejora la recuperacion de Legionella no-pneumophila que crece mal en MWY,
excepto cuando hay flora contaminante y dificulta la lectura en BCYE(295). TA et al. sostienen
una mejora en la sensibilidad del BCYE previo tratamiento acido para recuperar especies de
Legionella no-pneumophila con respecto al resto de medios selectivos(292,294). Sin embargo,
Scaturro et al. no encuentran beneficio en el aislamiento de especies distintas de L. pneumophila
en BCYE(234).
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Nosotros no hemos analizado las diferencias en la recuperacién de las distintas especies de
Legionella spp. en funcién de la flora interferente ya que nuestros datos muestran que no hay
diferencia en la recuperaciéon de Legionella spp. entre ambos medios en muestras con otros
microorganismos.

Ditommaso et al. informan que MWY permiti6 detectar Legionella spp. en el 89,2% de las
muestras positivas, pero en el 10,8% se encontrd Legionella spp. Unicamente en placas BCYE,
siendo los recuentos generales de Legionella spp. significativamente mayores en BCYE
(p=0,0029). La adicion de BCYE aumenté casi un 11% los puntos terminales positivos en su serie
de datos(233). En nuestra serie de datos, a diferencia de Dittomaso et al., no encontramos
diferencias en la recuperacion de Legionella spp. entre BCYE y GVPC probablemente debido a
las tasas de contaminacién de especies de Legionella no-pneumophila (62,3%) en su serie,
mientras que la especie mas frecuentemente identificada en nuestra instalacion fue Legionella

pneumophila sg 2-14.

Sin embargo, Scaturro et al. ponen en duda la necesidad de afadir un medio enriquecido y
afirman que GVPC fue mas eficiente que BCYE al analizar muestras de agua potable. Informan
que, de las 556 muestras de agua que se analizaron mediante cultivo, en 151 (27,1%) se detecté
Legionella spp., de las cuales 65 (43%) crecieron sélo en GVPC, 85 (56,3%) crecieron tanto en
GVPC como en BCYE, y una (0,7%) crecid sélo en BCYE. Aunque la media de UFC/L detectadas
fue superior en BCYE, la diferencia no superé un logaritmo; por lo tanto, no lo consideraron
relevante para la evaluacion del riesgo de Legionella spp., cuestionando la necesidad de utilizar
placas de agar BCYE para analizar muestras de agua potable(298). Nuestros resultados
muestran que la mediana en BCYE es 2000 UFC/L (mas de tres logaritmos) superior a la
obtenida en GVPC (p-valor 0.000). Ademas, el 63% de las muestras fueron informadas con el
maximo recuento de colonias en el medio BCYE, lo que supone casi el doble de informes con
medio BCYE que con medio GVPC, dato que consideramos relevante para el control de la

instalacion.

En nuestro estudio ademas hemos encontrado que es la siembra siguiendo el procedimiento DIL
1/10 la que muestra una mediana del numero de colonias significativamente superior que con el
resto de los pretratamientos (p-valor<0.05). Por lo tanto, es una opcion de pretratamiento util

para instalaciones con niveles elevados de contaminacién por Legionella spp.

Nuestro estudio muestra la utilidad del empleo del medio BCYE junto con medios selectivos para
el control de las instalaciones de riesgo de contaminacién por Legionella spp. Y eso se ha
corroborado con la publicacion de la ultima versién de la norma UNE-EN ISO 11731:2017 en la

que se incluye el uso de medios selectivos y no selectivos (209).

La eleccion del procedimiento a seguir y de los medios de cultivo necesarios para optimizar el

cultivo de Legionella spp. en agua sanitaria va a depender de la matriz de origen. Es necesario
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conocer bien la instalacién a estudio y adaptar los analisis a sus caracteristicas. Los datos
analizados en nuestro estudio proceden de una instalacion de agua sanitaria que se abastece
de la red de agua potable que se clasificaria como Matriz A segun la clasificacion de la UNE-EN
ISO 11731:2017 (baja concentracién de microorganismos interferentes). La metodologia
utilizada para el cultivo es la UNE-EN ISO 11731:2007 (procedimiento acreditado por ENAC)
mejorada con el empleo de un medio no selectivo (BCYE) junto al indicado por la norma (GVPC).
El método de cultivo de Legionella en aguas que desarrollamos es un procedimiento operativo
similar al descrito en el apartado 8.4.3 de la nueva edicion de la norma (UNE-EN ISO
11731:2017). Algunos puntos de la red tienen recuentos altos de Legionella spp. y/o hay
presencia de microbiota interferente, y la siembra directa del filtro, a pesar de ser un método
sencillo no permite realizar el recuento de Legionella spp. en todos los puntos de la instalacién.
Las muestras de este estudio fueron analizadas mediante inoculacion tras filtracion por
membrana seguida de un proceso de elucién (procedimiento similar al descrito en el apartado
8.4.3.2 de la norma UNE-EN ISO 11731:2017). La antigiiedad de la instalacion junto con su
distribucién en varios edificios favorece que en algunos puntos observemos una alta tasa de
contaminacion por Legionella spp., (identificada mayoritariamente L. pneumophila serogrupo 2-
14) y otros microorganismos. A pesar de abastecerse de agua potable, en el 14,4% se trabajé
con una muestra concentrada diluida 1/10 para que nos permitiera informar el recuento de las
UFC/L de Legionella spp. asiladas. Ademas, el RD 487/2022 establece que los laboratorios de
anadlisis de Legionella spp. deben acreditarse segun la ISO 17025:2017 haciéndose cargo de la
toma de muestras y de su cultivo segun la normativa vigente. Tras la publicacion de la Ultima
edicion de la norma UNE-EN ISO 11731:2017, los laboratorios que analizan la presencia de
Legionella spp. en muestras de agua deben adaptarse a los nuevos procedimientos. Nuestro
estudio muestra la utilidad del empleo del medio BCYE junto con los medios selectivos para el
control de las instalaciones de riesgo de contaminacion por Legionella spp. Y eso se ha
corroborado con la publicacion de la ultima versién de la norma UNE-EN ISO 11731:2017 en la

que se incluye el uso de medios selectivos y no selectivos (209).

La inclusién del medio BCYE en el analisis de agua sanitaria, tal como indica la norma UNE-EN
ISO 11731:2017, esta avalada por los resultados expuestos en este trabajo y por los publicados
por otros autores ya mencionados(233,295). La finalidad de estos analisis es mejorar la deteccion
de la bacteria en la instalacion, por lo que deben optimizarse todos los pasos del procedimiento.
La adaptacion del analisis del agua de nuestra red de agua sanitaria a las nuevas directrices de
la norma UNE-EN ISO 11731:2017, si se realiza mediante siembra tras filtracion y elucién debe

emplearse un medio de cultivo no selectivo BCYE junto con un medio selectivo como GVPC.

La identificacion de la especie de Legionella es el ultimo paso necesario para completar el control
de las instalaciones de agua sanitaria. Conocer la especie y el serogrupo es importante para
valorar el riesgo de exposicion ya que determinadas especies y serogrupos, como L.

pneumophila sg 1y L. anisa, estan relacionados con mayor riesgo (299-302). La norma UNE-
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EN ISO 11731 describe un método basado en la confirmacion de presuntas colonias mediante
subcultivo de las mismas en agar BCYE y BCYE-cys (agar BCYE sin L-cisteina). Ademas,
algunos autores han detectado un porcentaje de falsos positivos por encima del 2% al comparar
la identificacion exclusiva en funcién de factores nutricionales con los ensayos de aglutinacion

en latex y la PCR, con la consecuencia del aumento del coste de desinfeccion(236).

En nuestro estudio se realizé la identificacidn por aglutinacién en latex a un total de 1002 cepas
de Legionella spp. La especie mayoritaria fue L. pneumophila serogrupo 2-14 que se identifico
en el 83,8% de las muestras, seguida de Legionella spp. en el 9,5% y por ultimo L. pneumophila
serogrupo 1 en el 6,7%. Una parte de los aislados identificados como Legionella spp. 0 no
aglutinables (63%) se identificaron por MALDI-TOF-MS.

Existen diferentes métodos para la identificacién de especies y sergorupos de Legionella spp.
siendo el mas usado la aglutinacién con particulas de latex(148). En los ultimos afios la
espectrometria de masas por MALDI-TOF-MS se ha generalizado en los laboratorios clinicos de
diagnéstico microbioldgico y estudios recientes utilizan la PCR y la secuenciacion por SBT para

el control de instalaciones hospitalarias(237).

Aunque la identificaciéon mediante MALDI-TOF-MS no estaba incluida en la ISO 11731:2007, la
ultima actualizacion de 2017 ha incluido el MALDI-TOF-MS como método de identificacion. La
combinaciéon de aglutinacion en latex con MALDI-TOF-MS se muestra como una buena
herramienta para la identificacién de cepas de Legionella spp. En nuestra serie de datos, la
identificacién por MALDI-TOF-MS de las cepas identificadas como Legionella no-pneumophila
nos permite identificar mas de 98% de las cepas estudiadas. Varios estudios confirman el uso
de MALDI-TOF-MS como una buena herramienta para la identificacion de especies de Legionella
spp. citando la importancia de tener una base de datos robusta con la que
compararnos(163,165,240).

Hay autores que proponen la identificacion directa con MALDI-TOF-MS de las colonias
sospechosas, sin comprobar la necesidad de cisteina como factor nutricional, para mejorar el
tiempo de respuesta y proponen la inclusion de la identificacion MALDI-TOF-MS a la ISO11731

como método de identificacién alternativo(239).

No obstante, no hay que olvidar la importancia de la identificacién del serogrupo y que esta
informacion no puede obtenerse de la espectrometria de masas. Por lo que seria posible plantear
un nuevo algoritmo diagnéstico basado en pruebas rapidas de identificacion bacteriana a partir
del cultivo que permitan adelantar los resultados como podria ser la identificacion de colonias
sospechosas mediante MALDI-TOF-MS seguida del serotipado de L. pneumophila mediante
aglutinacion en latex. La implantacién de este procedimiento requeriria una modificacion de la

norma si se realiza con un procedimiento acreditado tal y como requiere el RD 487/2022.
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L. pneumophila serogrupo 1 es la mas implicada en infeccién humana y también es la mas
distribuida en el ambiente, por lo que la identidad de especie y serogrupo no sera suficiente para
implicar una cepa aislada de agua /ambiente como causante de un brote de legionelosis. Por
ello, resulta imprescindible tipificar las cepas procedentes de los pacientes y las ambientales,
mediante su estudio genotipico(4). La epidemiologia molecular es, en estos casos, de gran
interés para corroborar la hipétesis establecida inicialmente y adoptar medidas de prevencion

eficaces.

El genotipado por SBT es el método de referencia, y a pesar de sus limitaciones, se utiliza en el
analisis de brotes y casos de legionelosis para identificar la fuente de infeccion en estudios
epidemioldgicos y ademas podria ser Util para caracterizar con detalle la dinamica de Legionella
spp. en instalaciones con riesgo de diseminacion de la bacteria con el objetivo de apoyar el
control de infecciones nosocomiales y facilitar una respuesta rapida durante la investigacion

epidemioldgica mediante la comparacion gendmica con casos clinicos(237).

En la serie de datos analizada en la instalacion de estudio la ST1362 fue la mas frecuente todos
los afios estudiados, excepto en 2014 que predomina la ST1. La ST1 esta presente en todos los

edificios, principalmente en el pabellén C, donde es la Unica ST aislada en el afio 2014.

Los datos del esquema de tipado basado en secuencia (SBT) de la base de datos de ESGLI
revela que un pequefio subconjunto de ST representa un nimero desproporcionadamente alto
de casos clinicos. En particular, cinco ST (1, 23, 37, 47 y 62) han representado casi la mitad de
todos los casos de legionelosis sin relacién epidemiolégica en el noroeste de Europa informados
a la base de datos SBT(272).

Durante el periodo analizado no se ha detectado ningun caso de legionelosis nosocomial a pesar
de detectar la ST1 en las muestras de agua sanitaria analizadas. Posiblemente se deba al bajo
numero de puntos positivos (13/61). Los resultados obtenidos con el genotipado nos ayudan en
el control de la instalacion. Conocer la presencia y la ubicacion de las ST mas virulentas nos
indica los puntos sobre los que debemos ejercer mas control (aumentar los puntos de muestreo

o acortar el tiempo entre cultivos) e intensificar los tratamientos de desinfeccion.

Los resultados de las cepas analizadas mostraron que en la instalacion estudiada, los
tratamientos de descontaminacién realizados aunque disminuyen la cantidad de Legionella spp.
detectada y alteran la diversidad genética de las cepas de L.pneumophila no lo hacen de forma
mantenida en el tiempo. Se ha descrito la efectividad del diéxido de cloro como desinfectante
eficaz y seguro y también, su capacidad para inactivar Legionella spp(303,304). Es destacable

el hecho de que el tratamiento con didxido de cloro haya propiciado la prevalencia de la ST1
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sobre la ST1362. Parece que el uso de desinfectantes permite detectar la ST1 al disminuir la
cantidad de Legionella no-pneumophila 'y de otras bacterias contaminantes. Recientemente Ji et
al. no encuentran variaciones estadisticamente significativas en la microbiota de la red de agua
estudiada tras tratamiento con choque térmico de la misma. Si observan una disminucion en la
cantidad de Legionella spp. presente pero no se mantiene en el tiempo. Sin embargo la
disminucioén de la cantidad de Legionella spp. si se mantiene al aumentar de manera constante
la temperatura del agua a 60°C(305). Casini et al. analizaron procedimientos de desinfeccion que
incluian cloracion continua con diéxido de cloro reforzada por filtracion de punto final en areas
criticas y un tratamiento de agua a base de monocloramina. Después de 9 anos, a pesar de la
disminucioén del porcentaje de puntos de muestreo positivo, la aparicion de un clon tolerante al
cloro perteneciente a Legionella pneumophila ST269 les hizo probar un nuevo desinfectante. El
cambio a monocloramina permitid eliminar la Legionella spp. plancténica y no requirio filtracion
de punto final adicional; sin embargo, detectaron con mayor frecuencia micobacterias no

tuberculosas se aislaron lo que hizo que aumentaran la concentracion hasta 3 mg/L(306).

Diferentes autores abogan por extender el uso del genotipado para investigar la posible
incidencia cambiante de las ST y la virulencia de las cepas emergentes o grupos clonales en las

cepas ambientales(307).

Recientemente Girolamini et al. aplican un enfoque de genotipo basado en SBT durante la
vigilancia rutinaria de la Legionella spp. en un sistema de distribucion de agua caliente del
hospital para evaluar la contaminacién de Legionella spp. durante un periodo de siete afios
tratando con peroxido de hidrogeno (H202) y sales de plata (Ag+) (H202/Ag+). Los autores
observan una disminucion de la contaminacion por Legionella spp. tras aplicar tratamiento con
sales de plata, pero no hay cambios en las ST detectadas. Concluyen que el conocimiento
adquirido les permite crear un mapa de riesgo de Legionella spp. para cada edificio, que podria
apoyar el control de infecciones nosocomiales, el mantenimiento y las estrategias de
desinfeccion de los sistemas de distribucidon de agua, asi como facilitar una respuesta rapida
durante la investigacion epidemiolégica mediante la comparacion gendmica con casos
clinicos(237).
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El criterio de eleccion de puntos criticos propuesto en nuestro estudio para el control de
instalaciones de agua sanitaria, basado en el uso de los puntos de inicio y fin de cada tramo de
tuberia, puntos intermedios, zonas con pacientes de riesgo y con determinaciones de
Legionella spp. positivas previas, se ha mostrado muy util para establecer los criterios de
seleccion de los puntos a muestrear y permite que los resultados obtenidos sean

representativos de las tasas de contaminacion real de la instalacion.

La utilizacion de muestras de los puntos criticos permite mejorar o igualar la recuperacién de
Legionella spp. con respecto a los puntos terminales. El andlisis comparativo de una
determinacién por instalacién completa (puntos terminales) a lo largo del tiempo de estudio
(puntos criticos), es representativo de la instalacion completa (incluyendo su estructura) y nos
permite conocer la distribucion de Legionella spp. en la instalacién. Por lo que la seleccion de
los puntos criticos tal y como hemos planteado en este estudio, en comparacion con los puntos
terminales, es muy util para valorar el riesgo de legionelosis en la instalaciones hospitalarias,

en linea con los requisitos establecidos en el RD 486/2022.

El medio BCYE resultd ser mas sensible que el medio GVPC, proporcionando una alta tasa de
recuperacion en muestras positivas. La adicién de un medio enriquecido (BCYE) mejora la
deteccion de Legionella spp. en muestras de agua potable con baja contaminacion. No
encontramos diferencias significativas entre ambos medios en muestras con presencia elevada

de microbiota interferente.

La especie mayoritariamente aislada en las muestras de nuestro estudio ha sido Legionella

pneumophila (90,5%), siendo el serogrupo mayoritario el 2-14 (83,8%).

La identificacion de las colonias bacterianas en funciéon de sus requerimientos nutricionales
mediante la seleccion tras cultivo en medios sin cisteina, permite hacer una identificacion
presuntiva de Legionella spp. La confirmacion y clasificacidn mediante aglutinacién en latex es
un método facil y cémodo que permite detectar las cepas de L. pneumophila serogrupo 1. Sin
embargo, MALDI-TOF-MS permitié identificar los aislados de L. pneumophila no serotipables
mediante inmunoaglutinacién, asi como otras especies de Legionella no-pneumophila. Por lo
que concluimos que, los métodos rapidos de identificacién bacteriana como el MALDI-TOF-MS
deben estar presentes en el algoritmo diagnéstico en los laboratorios de microbiologia que

realicen analisis de Legionella spp.

El estudio genotipico de instalaciones hospitalarias mediante sequence-based-typing (SBT),
permite mejorar el conocimiento y el control de la instalacion estudiada con el objetivo de
mejorar el control de infecciones nosocomiales y facilitar una respuesta rapida durante la
investigacion epidemioldgica, mediante la comparacion genémica de las cepas ambientales

con las procedentes de los casos clinicos.
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ANEXO 1. DISTRIBUCION DE LOS PC EN LA INSTALACION A PARTIR DE 2018
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Unidad Habitacion Servicio Posicion

AB Observacion / Clinica Urgencias Grifo
AB Servicio Mujeres TAC Grifo
AB Vestuario Hombres Analisis Clinicos Ducha final
A11 Banco de Sangre Hematologia Grifo final
A13 HAB 1 Oncologia Ducha Inicio
A13 HAB 15-AISLAMIENTO Oncologia Ducha Final
A13 HAB 9 Oncologia Ducha Final
A21 Servicio Pacientes C. Externas Cardiologia Grifo inicio
A22 HAB 1 Cardiologia Ducha Inicio
A22 HAB 5 Cardiologia Ducha
A22 HAB 9 Cardiologia Ducha Final
A22 Electrofisiologia Cardiologia Ducha | centro
A23 Pila observacion 2 Observacion 2 Grifo
A23 Lavabo Central Enfermos Unidad Coronaria Grifo Final
A23 HAB 4 Cirugia Cardiaca Ducha inicio
A31 Hemocultivos Microbiologia Grifo final
A32 HAB 1 Cirugia General Ducha
A32 HAB 5 Cirugia General Ducha
A32 HAB 9 Cirugia General Ducha Inicio
A33 HAB 14 Digestivo Ducha
A33 HAB 1 Digestivo Ducha Final
A33 HAB 9 Digestivo Ducha inicio
A33 HAB 12 Digestivo Ducha
A34 Cronicos izquierda Dialisis Grifo Final
A34 Cronicos derecha Dialisis Grifo Inicio
A34 Dialisis Peritoneal 1 Dialisis Grifo Inicio
A34 Dialisis Peritoneal 2 Dialisis Grifo final
BB Servicio Pacientes C. Externas OTRL Grifo centro
BB Clinica C. Externas Trauma Grifo inicio
BB Aseo Cirugia vascular Grifo Inicio
BB Aseo Oftalmologia Grifo final
B11 Ultima Consulta C. Externas Neurologia Grifo final
B12 HAB 1 Pluripatolégicos Ducha inicio
B12 HAB 8 Pluripatolégicos Ducha
B12 HAB 15 Pluripatolégicos Ducha final
B13 HAB 1 Medicina Interna Ducha inicio
B13 HAB 9 Medicina Interna Ducha
B13 HAB 14 Medicina Interna Ducha final
B14 Consulta Enfermeria/Clinica C. Externas Endocrino Grifo final
B22 HAB 1 Urologia Grifo
B22 HAB 8 Urologia Grifo final
B22 HAB 14 Urologia Grifo
B23 HAB 1 Traumatologia Ducha inicio
B23 HAB 5 Traumatologia Ducha
B23 HAB 12 Traumatologia Ducha
B24 HAB 3 Cirugia Toracica Ducha final
B31 HAB 8 Neumologia Ducha
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B31 HAB 14 Neumologia Ducha Inicio
B31 HAB 5 Neumologia Ducha Final
B32 HAB 1 Neurologia Grifo inicio
B32 HAB 5 Neurologia Grifo

B32 HAB 9 Neurologia Grifo final
B32 HAB 15 Neurologia Grifo

B33 HAB 1 Neurocirugia/OTRL/Derma Grifo Inicio
B33 HAB 9 Neurocirugia/OTRL/Derma Grifo

B33 HAB 13 Neurocirugia/OTRL/Derma Ducha

B34 HAB 1 Psiquiatria Grifo Final
B34 HAB 5 Psiquiatria Grifo

B34 HAB 9 Psiquiatria Grifo

CS Servicio Pacientes Alergias y Psiquiatria Infantil Grifo final
CB Clinica Enfermeria Hospital Dia Pediatrico Grifo final
CB Servicio Pacientes C. Externas Tocoginecologia Grifo inicio
C11 Reproduccion asistida Aseo mujeres Grifo

C12 Clinica Enfermeria Hospital Dia Polivalentes Grifo final
C21 HAB. 5 Ginecologia Ducha Inicio
C21 HAB. 10 Ginecologia Ducha Final
C22 HAB. 1 Pediatria Ducha

C22 HAB. 5 Pediatria Ducha final
C31 HAB. 1 Maternidad Ducha

C31 HAB. 6 Maternidad Ducha final
C32 BOX 3 Neonatos Grifo final
C4 Sala de Estar Paritorio Grifo inicio
QXS Vestuario Hombres Vestuario Personal Ducha Inicio
QXS Vestuario Mujeres Vestuario Personal Ducha Inicio
QXS Zona Lavado Qx 19-20-21 Quirdéfanos Grifo Medio
QXS Vertedero Vertedero Grifo Final
QXB Control Enfermeria Pre-Post Qx Grifo Inicio
QXB Servicio Entrada Pre-Post Qx Grifo Final
QXB Vertedero Grifo Final
QXB Zona Lavado Quiréfano Grifo Inicio
QX1 Consulta Enfermeria Pre- Anestesia Grifo Inicio
QX1 Consulta Médica Grifo Final
QX2 Control Enfermeria Pre-Post Qx Grifo Inicio
QX2 Zona Lavado Quiréfano Grifo Inicio
QX2 Vertedero Grifo Final
QX4 Clinica Enfermeria REA Grifo Inicio
QX4 Aislamiento REA Grifo

QX4 Clinica Enfermeria Final REA Grifo final
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ANEXO 2. TABLA F5 UNE 100030:2017

Tesis Doctoral Universitat de Valéncia 2024 281



Control de Legionella en instalaciones de red de agua hospitalaria

Tabla F.5 - Frecuencia minima recomendada de muestreos para estudio

de Legionella spp en instalaciones
TIPO DE INSTALACION nmun DR RN A

Instalaciones en edificios y medios de trans porte:

SEMESTRAL |Alojamientos turisticos (hoteles, hostales,
. " . . apart-hoteles, campings, cruceras, etc),
Sistemas de agua caliente sanitaria con acumulacion y establecimientat penitenciarias, colegios y
retomo . . "
residencias con intemada, dreas de deporte y
recreq, turismo rural
TRIMESTRAL | Establecimi ibk Hospitales, resi-
Sistemas de agua caliente sanitaria con acumulacion y dencias de personas mayores, hospitales de
retomo larga estancia (psiquia discpacitados,..)
o con otras patologias cranicas
Sistemas de agua caliente sanitaria sin acumulacion y con | SEMESTRAL |T I en establecimient ibl
retomo (Hospitales, residencias de personas mayores,
" " P P hospitales de larga estancia
‘S;?:nn:s de agua caliente sanitaria sin acumulacion sin ANUAL (peiquistricos,discapacitadas,.) o con atras
patologias cronicas)
Sistemas de agua caliente sanitaria con acumulacion ysin ANUAL
retomo
ANUAL Tr 1 en  establecimi ibl
(Hospitales, residencias de personas mayores,
Sistemas de agua fria de consumo. hospitales de larga estancia
(psiquidtricos discapacitades,..) o con otras
patologias cronicas)
Sistemas contra incendios ANUAL
Instalaciones de refrigeracion:
Torresde refrigeracion y conde nsad porativos. MENSUAL
Centrales humidificadoras industriakes. TRIMESTRAL | Mensual si hay recirculacion
MENSUAL
Humidificadores. SEMESTRAL
Equipos de enfriamiento evaporativo SEMESTRAL
Instalaci recreativas:
Sistemas de agua climatizada con agitacion constante y | MENSUAL
recirculacion a través de dhorras de alta velocidad o I
inyeccion de aire (spas, jacuzzis, otras)
Baferas de hidromasaje, tratamientos con chorros a| SEMESTRAL |Segin latabla F4
presion,... con agua de un solo uso
Instalaci en espacios urb
Fuentes ornamentales con difusion de aerosoles. SEMESTRAL
Sistemas de riego por aspersion en el medio urbano o en ANUAL Salo sitienen deposito
campos de golf o deportes Seexcluye el riego agricola
Elementas  de  refrigeracion por  aerasolizacion | SEMESTRAL
(nebulzadores )
Sistemas manuales a presion de lvado de vehiculos SEMESTRAL
Sistemas automiticos de trenes/tineles de lavado de ANUAL
ve hiculos.
My deasfaltado en vias piblicas. ANUAL
Maquinas de riego de vias pablicas. SEMESTRAL
Instalaciones sanitarias:
Sistemas de aguaa presion en tratamientos dentales SEMESTRAL
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ANEXO 3. MEDIOS DE CULTIVO. NORMA UNE-EN-ISO 11731:2017
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Anexo B (Normativo)

Medios de cultivo

Extraido de la norma UNE-EN ISO 11731:2017 (paginas 23-29)

B.1 Agar tamponado de extracto de levadura y carbén activo (BCYE)

B.1.1 Composicién

Extracto de levadura (calidad bacterioldgica) 10,0 g
Agar 12,09
Carboén activo 2,0
a-cetoglutarato, sal monopotasica (CAS n° 58485-42-0) 1,09
Tampodn ACES (acido N-2-acetamido-2- (CAS n° 7365-82-4) 10,0 g

aminoetanosulfénico)

Hidréxido potasico (KOH) (lentejas) (CAS n° 1310-58-3) 28¢
Clorhidrato de L-cisteina monohidratado (CAS n° 7048-04-6) 049
Pirofosfato de hierro (l1l) [Fe4(P207)3] (CAS n° 10058-44-3) 0,25¢

Agua (véase el capitulo 6) hasta 1 000 ml

B.2 Medio de agar tamponado de extracto de levadura y carbén activo sin L-cisteina
(BCYE-cys)
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Este medio de cultivo se prepara de la misma forma que el agar BCYE (véase el capitulo B.1)

pero omitiendo la adicién de L-cisteina.

Se deja secar el exceso de humedad en las placas y se almacenan a (5 £ 3) °C, en recipientes

hermé- ticos, en la oscuridad, por un periodo maximo de 3 meses.

B.3 Medio de cultivo selectivo: Agar tamponado de extracto de levadura y carbén activo

con suplementos selectivos (medio BCYE+AB)

B.3.1 Suplementos selectivos

Las concentraciones finales de los suplementos selectivos en el agar BCYE+AB deben ser las

siguientes:
Sulfato de polimixina B (CAS n° 1405-20-5) 80 000 U/
Cefazolina de sodio (CAS n° 27164-46-1) 0,009 g/l
Pimaricina (sin. de natamicina) (CAS n° 7681-93-8) 0,07 g/l

NOTA Este medio de cultivo es idéntico al agar BCYE (véase el capitulo B.1) excepto en que se

anaden tres antibiéticos suplementarios al agar BCYE.

B.4 Medio de cultivo de alta selectividad: agar glicina, vancomicina, polimixina B y
cicloheximida (GVPC)

B.4.1 Suplementos selectivos

Las concentraciones finales de los suplementos selectivos en al agar GVPC deben ser:

Glicina exenta de amonio (N°CAS 56—40-6) 34g/l
Sulfato de polimixina B (N° CAS 1405—-20-5) 80 000 U/
Clorhidrato de vancomicina (N° CAS 1404-93-9) 0,001 g/l
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Cicloheximida

(N° CAS 66-81-9)

0,08 gl

NOTA Este medio de cultivo es idéntico al agar BCYE (véase el capitulo B.1), excepto en que se

han afadido tres suplementos antibiéticos y glicina al agar BCYE.

B.5 Preparacion del medio de cultivo de alta selectividad: agar de Wadowsky Yee

modificado (MWY)

B.5.1 Suplementos selectivos

Las concentraciones finales de suplementos selectivos en el agar MWY deben ser las siguientes:

Glicina exenta de amonio

Sulfato de polimixina B

Clorhidrato de vancomicina

Anisomicina

Azul de bromotimol

Parpura de bromocresol

(N° CAS 56-40-6)

(N° CAS 1405-20-5)

(N° CAS 1404-93-9)

(CAS n° 22862-76-6)

(CAS n° 76-59-5)

(CAS n° 115-40-2)

34g/l

50 000 Ul

0,001 g/l

0,08 gl

0,01 g/l

0,01 g/l

NOTA Este medio de cultivo es idéntico al agar BCYE (véase el capitulo B.1), excepto en que se

han afadido al agar BCYE tres suplementos antibiéticos, dos indicadores y glicina.
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ANEXO 4. PROTOCOLO PARA LA PREPARACION DE LA SUSPENCION BACTERIANA
(LPN CECT 104)
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Descongelar un vial de cepa de trabajo control de Legionella pneumophila CECT.

Inocular en medio de Legionella enriquecido (ENR=BCYE) e incubar 48 horas a 3612 °C en

aerobiosis y condiciones de humedad.

A partir del cultivo fresco (48 horas de incubacion) en medio de ENR de la cepa trabajo control
se preparan 3 ml de una suspensién bacteriana en agua destilada estéril, de densidad 0.5

McFarland, de ella se prepara la dilucion de trabajo 10 (*):

-~ Preparacion dilucién 10-": 1 ml de la suspension McFarland 0.5 y 9 ml de agua destilada
estéril
— Apartir de la dilucién 10! se prepara, mediante el método de dilucién seriada, la dilucion
de trabajo establecida: 10, de la siguiente forma:
= En tubo Falcon con 5 ml de agua destilada estéril afiadir 5 ml de la dilucién 10",
homogeneizar (dilucion 1072).
= En tubo Falcon con 5 ml de agua destilada estéril afiadir 5 ml de la dilucién 107,

homogeneizar (dilucion 104)
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ANEXO 5. MATERIAL DE CONTROL PREPARADO CON CEPAS DE TRABAJO
PROCEDENTES DE COLECCIONES DE CULTIVO TIPO: (CI POSITIVO LG CECT 10*Y 10°%)
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A. Preparacion suspension bacteriana:

1. Descongelar un vial de cepa de trabajo control de Legionella pneumophila CECT ylo

Legionella spp. de acuerdo con el CCI.

2. Inocular en medio de Legionella enriquecido (ENR= BCYE) e incubar 48 horas a 3612°C en

aerobiosis y condiciones de humedad.

3. A partir del cultivo fresco (48 horas de incubacién) en medio de ENR (BCYE) de la cepa trabajo
control se preparan 3 ml de una suspensién bacteriana en agua destilada estéril, de densidad

0.5 McFarland; de ella se prepara la dilucion de trabajo.

-4
1. Control de Exactitud muestra dopada con recuento elevado: Mc Farland 0.5 dilucién 10 (*)

5
2. Control de Exactitud muestra dopada con recuento elevado: Mc Farland 0.5 dilucién 10 (*)
-4
3. Control de Precision muestra dopada con recuento elevado: Mc Farland 0.5 dilucién 10 (*)

5
4. Control de Precisién muestra dopada con recuento elevado: Mc Farland 0.5 dilucién 10 (¥)

- Preparacion de las diluciones de trabajo para dopar las muestras control:

-1
— Preparacion diluciéon 10 : 1 ml de la suspensién McFarland 0.5 y 9 ml de agua destilada

estéril
-1
— A partir de la dilucién 10 se prepara, mediante el método de dilucién seriada, la

-4
dilucién de trabajo establecida: 10 , de la siguiente forma:

-1
e En tubo Falcon con 5 ml de agua destilada estéril afnadir 5 ml de la dilucion 10 ,

homogeneizar (dilucion 1072).

-2
e En tubo Falcon con 5 ml de agua destilada estéril anadir 5 ml de la dilucion 10 ,
homogeneizar (dilucion 107); repetir lo mismo una vez para obtener la dilucion 10y dos

veces para la dilucion 10°5.

(*) el valor de la dilucién (10**) se ha establecido a partir de los resultados del Estudio de

Validacion previo.

B. Siembra de la suspensién bacteriana de las cepas de referencia para estimacién del valor

tedrico
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Inocular 100 pl de la suspension bacteriana (dilucion de trabajo 10* y 10°) en medio
BCYE y GVPC. Incubar en las mismas condiciones que la muestra control interno y
realizar el recuento de UFC/placa. Este n° de UFC se utiliza para estimacion del valor

tedrico.

C.Preparacion muestra control positivo

1. Control de Exactitud:

La muestra a inocular es una muestra de agua sanitaria esterilizada en autoclave.

Para calcular el Control de exactitud con concentraciones elevadas de Legionella inoculamos 1

Litro de agua esterilizada con 10 de una suspension de Legionella 104,

Para calcular el Control de exactitud con concentraciones bajas de Legionella inoculamos 1 Litro

de agua esterilizada con 10 de una suspension de Legionella 107°.

2. Control de Precision:

La muestra a inocular es una muestra de agua sanitaria sin esterilizar.

Para calcular el Control de precisidon con concentraciones elevadas de Legionella inoculamos 1

Litro de agua esterilizada con 10 de una suspension de Legionella 104,

Para calcular el Control de precisidon con concentraciones bajas de Legionella inoculamos 1 Litro
de agua esterilizada con 10 de una suspension de Legionella 107°.

Procesamos en paralelo una muestra de la misma agua dopada y sin dopar

Inocular 10 ml de una suspension bacteriana al 1/10000, dilucion 10, en un litro de agua

procedente de la red de agua sanitaria fria esterilizada en autoclave.
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ANEXO 6. PARAMETROS ESTADISTICOS DEL RECUENTO DEL LOG DEL N° UFC/L
OBTENIDO DE LOS CULTIVOS DE AS POR PABELLON, PLANTA Y UNIDAD, REALIZANDO
UNA DETERMINACION POR CADA PT EN EL MISMO PERIODO DE TIEMPO
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log N° UFC/L INFORMADO
Desviacion | Percentil
N valido [ Media | estandar |25 Mediana Percentil 75
UNIDAD
A11 PT|3 2,845 (2,464 ,000 4,210 4,325
PC|2 4,552 1,320 4,325 4,552 4,778
A12 PT |1 4,121 4,121 4,121 4,121
PC|1 3,204 3,204 3,204 3,204
A13 PT |42 2,262 (1,920 ,000 2,933 3,785
PC]3 ,767 1,329 ,000 ,000 2,301
A14 PT |1 3,255 3,255 3,255 3,255
PC|1 3,255 3,255 3,255 3,255
A21 PT | 11 1,367 (1,630 ,000 ,000 3,000
PC|1 3,230 3,230 3,230 3,230
A22 PT | 139 ,932 (1,430 ,000 ,000 2,398
PC|4 1,989 (2,522 ,000 1,349 3,977
A23 PT|9 1,576 [ 1,875 ,000 ,000 3,568
PC|2 1,784 12,523 ,000 1,784 3,568
A24 PT |18 531 (1,310 ,000 ,000 ,000
PC|1 2,301 2,301 2,301 2,301
A31 PT |4 3,702 |,754 3,160 3,735 4,244
PC|1 4,574 4,574 4,574 4,574
A32 PT | 31 2,011 2,072 ,000 2,000 3,903
PC]3 2,869 |2,519 ,000 3,892 4,716
A33 PT |14 1,184 11,731 ,000 ,000 3,176
PC|4 2,012 2,402 ,000 1,639 4,024
A34 PT |4 2,092 (1,775 ,651 2,224 3,533
PC|4 2,092 (1,775 ,651 2,224 3,533
AB PT | 41 1,037 | 1,688 ,000 ,000 2,000
PC|5 1,686 (2,343 ,000 ,000 3,653
AS PT|7 1,591 [2,001 ,000 ,000 3,863
PC|1 3,863 3,863 3,863 3,863
B1 PT |1 4,301 4,301 4,301 4,301
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3,595
4,154
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3,021
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1,184
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,000

,000
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,000
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,000
,000
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2,477
3,826
4,378
,000
,000
,000
,000
2,778
,000

2,845
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,000
,000
,000
,000
,000
4,398

,000

,000
4,328
,000
4,477
3,385
3,322
,000
,000
,000
,000
2,000
2,000

3,826
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2,778
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,000

,000
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4,481
4,481
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4,732
4,885
4,885
2,778
2,778
,000

2,845

3,623
3,623
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,000

,000
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4,724
5,279
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5,041
4,331
4,401
2,778
2,778
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BB3

BB4

BS

C11

C12

C21

C22

C31

C32

Cc4

CB

CS

PT
PC
PT
PC
PT
PC
PT
PC
PT
PC
PT
PC
PT
PC
PT
PC
PT
PC
PT
PC
PT
PC
PT
PC

34

22

34

23

2,389
4,778
,000
,000
1,181

2,051
5,778
,000

,000

2,153
2,661
1,256
1,509
2,237
3,517
4,493
4,778
2,939
4,170
,000

,000

2,602
2,602

3,379

2,362

2,324

1,624
,392

2,132
2,613
1,561
1,294
,658

,908

,000
,000
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,000
4,778
,000
,000
,000

,000
5,778
,000
,000
,000
2,301
,000
,000
,000
2,602
4,076
4,778
2,331
4,170
,000
,000
2,602
2,602

2,389
4,778
,000
,000
,000

,000
5,778
,000
,000
2,581
2,602
,000
,000
2,602
3,517
4,674
4,778
2,794
4,170
,000
,000
2,602
2,602

4,778
4,778
,000
,000
2,362

4,087
5,778
,000

,000

3,000
3,079
3,447
4,526
3,415
4,431
4,778
4,778
3,547
4,170
,000

,000

2,602
2,602

295



Control de Legionella en instalaciones de red de agua hospitalaria

ANEXO 7. COMUNICACIONES A CONGRESOS
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1. Comparacioén del cultivo y la PCR a tiempo real en la deteccién de Legionella spp. M.D.
Ocete, JL Alfonso, G. Marcaida, G. Saez, M. Jiménez, R. Llucian, S. Donderis. Microbiol Clin.
Vol 26 (Esp Congr). 2008. ISSN: 0213-005X.

X111 Congrese de la Sociedad Expasiols de Enf

dades lafecriosas y Micrubwlngia Climica (SEINC!

417

DETECCION DE PORTADORES NASALES DE SARM
MWWCANMAMM

C. Morales', A. Genzdlez', A. Calderde’, C, Gallés’, P. Pérer’,

G. Sauca®, R. Vidal® y M. Salvadé'

‘Servicié de Microbiologia LRC-H. Mar, Laborators de
Referincia de Cotelunya -H. Mar. "Microbiologic Hespetal

llumpoldtwu I8, Microdiologta Corporocié de Salut

del Maresme | la Selva. 'S. Microbsologia Consorci Hospitalari

de Terrassa. 'S Mucrobiologio Mospetal de Maollet

‘S, Microbiologia Consorel Sanitart del Maresme.

Introduccién: Staphylococcus aureus resistente a meticili-
-(SARMIQMMmmpuMoeIMMlm
talmente en la dltimas dos decadas, de

y métodos: Se analizaron 140 muestras de agua
mdoamhhnddedm & sanitaria (fra y
caliente) mediante cultivo (Norma UNE- 11731 mnsoq-

inhibicién (LightCycler kit DNA (Roche®). Se utilizan ceba-
dwuque-hﬁununm&wpbhlpn 16S rR-
Los productos de amplificacidn se de-

la detoccién de los
[t e e &
que seria de gran utilidad la implantacién de técnicas mole-

un diagnéstico en horas.
mq“ estudio la cficacia de unmnﬂdo de PCR a
tiempo roal (RT-PCR) (Light Cycler Roche™ en un estudio
. nunh-mp-ndou-ol cullsazn A
e 1 1

les aplicaron
.ﬁndwdom.pormd’(‘lly r cultivo en CNA agar
)IREID (Biomerieux), La
Mmkmmrddmhﬂunndnmlm
unt Template Proparation Kit (Roche
- tica). nmm;‘wwl;‘u
tCycher
el gen mecA ( ler MRSA Kl)ncdhm

;

mbhlwnmslﬂmmuvuw
ambos métodos y 97 negativas. La RT-PCR detectd ln pre-
sencia de gen mecA en 6 muestras negativas por cultive,
mientras que se obtuvo crecimiento de SARM en 3 muestras

indeterminado (presencin de gen mecA, S. aurens y Staphy-
l«mnpglaw negativos en la misma muestra)
La RT meuumwaddol’ll”ymu-
pecificidad del 94,17%. Se obtuve un valor predictivo
u&”?”y-nbr ndmnupuwdom El tiem-

copias estadistico me-
dnm-l_Ch-Cundnbm mld-muumuy
regresion lineal para Jos cuantitativos.
wmmmldemuwdm
del andlisis fiue positivo en ol 30% de los cultivos y en ol 358.6%
nmn.ns.aummm signifi-
athr-lp<o.0hmmlo positivos y negativos ob-
tenkdos ambos métodos. El andlisis de correlacion entre
los tados cuantitativos ebtenidos por cultivo (log ufe/l) y
wPCRR‘I'(an‘ DNA/L) de las muestras analiza-
das, demuestra la de relacién estadisticamente
wuﬁaun4p<0.0nenmnbmmduulm:lq
ww. = 0,7008+0,7416%0g uf/L). Bl coeficiente de
hndmu-b-mludo-houb
Conclusiones: Teniendo en los r W
en las muestras estudiadas, podemos concluir que el valor,
positivo o negativo, observado por cultivo tiene relacién con
dmulmwommdowl’c&RTb
te una » Wﬁeﬁnmmﬂh-ﬂmﬂmiy
ol log n* copias DN, PCR-RT).

419

EN MUESTRAS Ci CAS DIRECTAMENTE

M.J. Unzaga, R Blanco, L. Garcla, A. Isabel Morla, |. Gerediaga,
B. Amezua, M. Sdnchez, C. Ezpeleta, J A. Alava y R Cisterna
Servicio de Microbiologia, Hosptal de Basurto.

Objetivo: El objetivo del estudio fue conocer las posibilids-
Mdoum&h«“ﬂﬁpﬁn:\rmdmmlﬂn—

Unidad de Microbiologéa, Servicio de Andlisis Clinscos. Hospital
General Universitario de Valencia.

ol cultivo (método de referencia y la
lhmlﬂ‘”&"bmhdmhwm
mnmmhm
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del fabr ibilidad de M tuber-
mluh # isoniacida (INH) y Rifampicina (RIF) respectiva-

mv-mldelsnmdemmmm
Na OH-N acetil cistoina y 2 -20°C hasta el and-
h-fumnhcuamdu haberse aislado M tubercule-
hnnuducllu mludodohhdlacophm
l’::‘ ue dos de ellas habian s
d.nonum lidad se realizaron me-
diante el sistema cmcma«mmupu-
ba molecular de sensibilidad MYDR plus se reak-
26 a partir de un alicuota de 500 pl de la muestra pretratada,
se contrifugd a 10.000 x g, 15 min, El pellet se suspendié en
TE (100 ul) y »e inactivé por calor (95 *C, 15 min). El DNA s
WMukrm.ummmnﬁbbnull:
min, seguido por una centrifugacién a xg 15 min.)
mphﬁaohnmlmbm&nl.delDNAulnﬁndum-
turalizacién (95 *C 5 min.x 10 ciclos de (95°C, 308 y 58 °C 2
min.); 30 ciclos de (95 °C 25 &; 53 °C 40s y 70 *C 40s) y una
extension final a 70 °C durante 8 min,
Resultados Las 18 stras eran sensibles & los dos anti-
bidticos testades INH y RIF mediante ¢l sistema Bactec 960,

Exferm lafece Macrobanl Clin 200826 Espec Congre1-21 167
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2. Eficacia del tratamiento con diéxido de cloro para la prevencion de Legionella sp. de la red
de agua sanitaria de un hospital. M. Jiménez Mayordomo, M.D. Ocete, M.D.C. Breso, |. Micé,
J.L. Alfonso, I. Valero, M. Torrecillas, R. Medina, F. Grosson, C. Gimeno. Enferm Infecc
Microbiol Clin. Vol 34, S1:374-427. 2016. ISSN: 0213-005X. https://www.elsevier.es/es-
revista-enfermedades-infecciosas-microbiologia-clinica-28-pdf-X0213005X16538364
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& Infe

edad media 63,68 anos (DE 21), 58,7% mujeres, de los cuales 70
(13,75%) presentaban dependencia grave o total en of indice de Barthel
(< 35), La media de Indice de Charlson de 444 (DE: 54). 44 (8.6%)
portaban sonda vesical permanente. 27 ingresaron en UCL Reingre-
saron en 30 dias 12 pacientes (24%) y fallecieron 24 (4.7%) En 290
(56%) pacientes se obtuvo un cultivo de onina positivo y en 88 hemo-
cultivo positivo. Cuando habla discordancia entre ¢l urocultivo y ¢
hemocultivo se considend como microorganismo responsable el iden-
tificado en el hemocultivo, Se calcularon las PTI de los antibidticos
mds comunes en ITU y de los microorganismos que causaron el 94%
de Las ITU utilizando los datos del antiblograma de estos pacientes,
Las PT1 ITU-especificas calculadas para los sigusentes antibidticos se
presentan en 1a tabla. De forma que por cada 99 pacientes con ITU
tratados con meropenem habrla 1 paciente errdneamente tratado,
por cada 78 tratados con amikacina habeia | mal tratado, y asf suce-
sivamente con el resto de antibidticos,

Andibben o P11 ITU-especifica
Meropenem nm
Amdkacing 04
Fosomicna n
Lrtapenem 400
Prperac linaT azoba tam BLEY)
Contamicna nw
Amansciling lav 185
Tobrambcina e
Cefotaims 0%
Cefuronime 104
™ SN2 au
Ciprofonacino 148

Conclusiones: La PTI es una herramienta que podria ser de utilidad
para integrar 1a informacién microbiolégica en una infeccién con-
creta con molnples agentes etiolégicos para predecir cudl es ¢l an-
tibiético empirico con mayor actividad desde el punto de vista
microbiolégico. No hay que olvidar las otras consideraciones que
hay que tener en cuenta en 1a terapia antibidtica: alergias, funcién
renal, farmacocinética y por supuesto 13 necesidad de realizar un
uso adecuado de los antimicroblanos, acorde a | situacidn clinica
del paciente.

785, EFICACIA DEL TRATAMIENTO CON DIOXIDO DE CLORO
PARA LA PREVENCION DE LEGIONELLA SP. DE LA RED DE AGUA
SANITARIA DE UN HOSPITAL

M. Jiménez Mayordomol, M.D, Ocete’, M.D.C. Breso?, | Micd,
JL Alfonso, L Valero?, M. Torrecillas?, R. Medina?, F. Grossén?
y C. Gimeno®

'Haspital de Manises. Valencia. “Consorcio Hospital General
Universitario de Valencia.

Introduccion y objetivos: Legionella sp coloniza frecuentemente la
red de agua caliente de los hospitales y su erradicacion es dificil. Los
tratamientos de descontaminacién comdnmente usados son inefica-
ces para su eliminacin, ya que para la prevencién de Legionella 3p.
s imprescindible prevenir las blopeliculas en las tuberfas y éstas son
extremadamente resistentes a los desinfectantes quimicos usados
habitualmente. Los procedimientos orientados exclusivamente 2 b
destruccion directa de Legionelia sp. no son duraderos, El didido de
cloro actGa como gas disuelto en el agua, que penetra en la biopeli-
cula, inhibiendo su crecimiento y elimindndola progresiva de los
sistemas antiguos. El objetivo de este trabajo es estudiar la eficacia
de aplicar un tratamiento con diéxido de cloro en la red de agua sa-
nitaria de nuestro hospital.

Material y métodos: En septiembre de 2014 se instald un generador
de dibxido de cloro que suministra diéxido de cloro de gran pureza

y oghe (Nuce (SEIMC )

en cantidades siempre reproducibles. Tanto la concentracidn de did-
xido de cloro como la de clorito como producto derivado del trata-
miento, se miden permanentemente. Carantizando ¢f cumplimiento
del reglamento sobre agua potable. S¢ han comparado los resultados
de los cultivos cuantitativos de Leglonelia sp. en muestras de agua
recogidas antes y despuds del tratamiento entre 2011 y 2015, Se ha
valorado ka eficacia de descontaminacién mediante ¢l porcentaje de
reduccién del n* ufc/l de Legionella 3p. y s diferencias entre Las me-
dias del n* de ufc/l y del logaritmo en base 10 del n* de ufc/L, median-
te andlisis de regressdn lineal empleando ¢l paquete estadistico SPSS
90.

Resultados: Entre 2011 y 2013, se observa disminucion del n* ufc/L
de Legionefia sp. en 12 toma posterior a un tratamiento de desinfeccidn
de 1a instalacién con poca estabilidad en el tiempo, ya que en L i
guiente medicidn ¢l n* ufc/L de Legicnelia sp. vueive 2 valores ante-
riores. Tras |a instalacidn del generador de didxido de cloro, se
observa una disminucién del 68% en ¢l n* ufc/L de Legionella 5. que
se mantiene hasta ¢l momento actual. L2 media del log ufe/! pre-
tratamiento fue de 4,41 meentras que l post-tratamiento fue de 3.92.
£l andlisis individual de los puntos terminales de red, mostrd valores
elevados (> 10.000 ufc/l) del n* ufc/L de Legionefia 5p. en clertos pun-
tos de 12 instalacidn, que se correspondian con puntos de Poco uso en
los que s¢ acantona la bacteria.

Descentaminacite WA logukih  WekA  Legeki
mbhibbde - oo Pt Pestw
Nedia ) “ O »

Conclusiones: Con el tratameento continuo de |3 instalacién de agua
sanitaria con didxido de cloro se ha conseguido una disminucidn del
" ufc/L de Legionella sp. superior al obtenido con otros métodos de
desinfeccién como 13 apertura de grifos (SEIMC 2011), que se mantie-
ne en ¢l tiempo con tendencia 2 ka baja. En nuestro caso, nos ha
permitido reducir casi 1 log (10.000 UFC/L). Adn asi, en puntos de la
instalacién con poco uso, en los que s¢ acantona 13 bacteria, quizds
sea necesano el uso combinado con otros métodos de desinfeccidn.

786. ADAPTACION DE LA ORGANIZACION DEL SERVICIO
MICROBIOLOGIA

EN EL PROCESO DE DIAGNOSTICO DE LAS INFECCIONES
GASTROINTESTINALES (BACTERIAS Y VIRUS)

G. Roig Carbajosa, V. Rodriguez Carrido, A. Andreu Domingo
y RM. juvé Saumell

Hespital Universitari Vall d Hebron. Barcelona.

Introduccion y objetivos: El proceso de unificacion entre un Servicio
de Microbiologla Hospitalario de tercer nivel y los Liboratorios mul-
tidisciplinarios de 1a Xarxa d'Atencié Primdnia de 1 regidn metropo-
litana de Barcelona Centro, provoca necesanamente un impacto en L
organizacidn previamente establecida. El objetivo de este trabago es
presentar como se ha objetivado y cuantificado este Cambio organi-
zativo, mediante el estudio de las sol citudes recibidas durante 2013,
antes de 1a unificacidn, 2014 afo de L unificacién y 2015, afo de la
consolidacién, asf como presentar los cambios de flujos de trabajo,
concretamente en ¢l diagndstico de las infecciones gastrointestinales
(CP).

Material y métodos: Lis previsiones estimadas para la umificacion se
cifraban en un incremento del 200% en ¢l proceso diagndstico micro-
biolégico de las infecciones gastrointestinales por bacterias y virus.
Era necesario actuar en diversos temas clave para conseguir L inte-
gracién organizativa: modificaciones adaptativas del Sistema Infor-
mitico del Laboratorio. Cambios de sistema manual 2 automatizado

3. Evaluaciéon de métodos de cultivo para deteccion y recuento de Legionella en muestras de
agua sanitaria. M. Jiménez, M.D. Ocete, M.D.C Bresg, |. Mico, J.L. Alfonso, I. Valero, M.
Torrecillas, B. Fuster, R. Medina, F Grosson y C. Gimeno. Enferm Infecc Microbiol Clin. Vol
35, 2017. ISSN: 0213-005X. https://www.elsevier.es/es-revista-enfermedades-infecciosas-
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y e UK m

rias (2). de heridas (2), respiratorias (1), bacteriemia (1), infeccién de
catéter (1) y prostatitis crémica (1)

Conclusiones: La base de dates de AP Coryne™ V2.0 no inclaye C, tu-
bercudostearicum por 1o que no es un procedimiento definitivo para la
identificacién de este organismo, Por ¢l comtrario MALDI TOF MS es
una herramsenta muy Gtil para su identificacién. La resistencia a los

Conclusiones: La gran mayoria de la poblacéa femenina (83%) pre-
senta inmunidad frente a la rubeola en nuestra rea. £l grado de in-
munizacion fue similar en Jos grupos que hablan reabido dos dosis,
tanto temprana como tardia. El grupo de pacientes no vacunados
present el mayor némero de no inmunizados, come era de esperar.
£l némero de casos con resultado indeterminado fue inversamente
proporcional a la edad del paciente.

859, INFECOIONES HUMANAS POR CORYNEBACTERIUM
TUBERCULOSTEARICUM: UNA ESPECIE INFRECUENTEMENTE
AISLADA DE MUESTRAS CLINICAS

L Ferndndez Natal', M. Arias Temprano', T. Marroddn Clordia',
H. Rodriguez Polldn’, A. Alvarez Justel’, B. Conzdlez Carraceds’
y F. Soriano’

‘Compilejo Aststencial Universisario de Ledn-Socyl. Complejo Aststencial
Universitario de Lebn, Ledn, *Escuela de Fisioterapia de la ONCE. Salud
Piblica. Modrid, ONCE-Escuele de Fisioterapia. Madrid.

nuestro conocimiento solo 25 casos asociados a infeccones bumanas
han sido descritos. No hay dates en Espafia, América, Asia y Africa.
Objetivos: Descripcién de los aspectos micrebioligicos de 19 cepas
de C muberculostearium asi como del posible significado clinico en
los pacientes de los gue procedian.
Material y métodos: Durante los Gitimos 3 aflos (2014-2016) C tw-
bercudoestearsum fue aislado en nuestro laboratorio a partir de 22
muestras clinicas procedentes de 19 pacientes: exudado de herida (5).
orina (5). catéter vascular (5) sangre (4), catéter telescopado (1)
mm(l)ym(nnuumum
asi como APICoryne™ V2.0 y MALDI TOF MS
mmnw»aw.umm»
realizd en placas de agar sangre con tiras de Etest incubadas en aero-
biosis a 35-37 “C. Los resultados fueron interpretados siguiendo los
documentos de EUCAST-2016-v.6.0 y del CLSI-2016-M45-A42. El sig-
nificado clinico de los aislamientos fue definido de acuerdo con oni-
terios previamente establecidos (Funke y Bernard).
Resultados: Todas las cepas se recuperaron de agar sangre a las 2 48h
en acrobiosis. Los diferentes perfiles arrojados por AP-Coryne™ V2.0
no permitieron L identificacién de L especie. Utilizando MALDI TOF
MS 3¢ ob scores superi 4 1,77 con todos los aislados lo
que permiti6 identificacién a nivel de especie. Todas Lis cepas fueron
sensibles a vancomicina y linezolid. Las tasas de resistencia al resto
de los antibibticos fueron: peniciling (84.2%), cefotaxima (57.9%),
meropenem (52,6%). ciproflaxacino (68.4%). moxiflaxacine (68 4%).
gentamicing (73,7X), eritromicina (89.5X), dindamicina (89.5X), te-
tracsching (36.8%). rifampicing (31.6%). quanepristing dalfopristina
(15.9%) y cotrimoxazel (63,1%). Resistencia a 3 0 mds antibiéticos no
relacionados se observé en ¢l 63.1% de las cepas. En 14 de Jos 19(73,7%)
casos el organismo se aishé en cultive puro. De los 19 casos se consi-
deré que ¢l macroorganismo aislado tenia un significado relevante en
8 (42.1%), probable en 6, posible en 1 y no asociado en 4. La edad de
los pacientes oscild entre 41-84 afios (media 73.4) y con casi la misma
distribucién respecto al sexo (M/F = 10/9). Considerando solo Jos 8 ca-
sos clasificados como relevantes L distribucién por edad osailé entre
JI-CJM(QMNM)m-‘unMﬁ 2/5. Las principales in-
» foeron

antibedticos es fr on esta esp en donde solo vancomicina
y linezolid feeron usiformemente activas, habiéndose detectado un
63.1% de cepas con resistencia méltiple. De Jos 19 casos se considerd
que ol microorganismo aiskado tenia un significado dinico relevante
en 8 (42,1%), probable en 6, posible en | y no asociado en 4.

$60. EVALUACION DE METODOS DE CULTIVO PARA DETECCION
¥ RECUENTO DE LEGIONELLA EN MUESTRAS DE AGUA SANITARIA

IMUpménes® M.D. Ocete’, MD.C. Bresé’, | Micd”, | L Alonse’,
1. Valero®, M. Torrecillas’, M. Belda’, B. Fuster®, R. Medina’,
F. Grossén’ y C. Gimeno'

"Hospital de Manises. Manises. *Consorcio Hospital Gemeral
Universitario de Volencia, Valencio.

Introduccién: El cultivo comvencional con medios selectivos es ka Gni-
ca ticmica aprobada para la deteccién y cuantificackin de Legioneila en
muestras de agua (150 11731: 2007). No obstante, los resultados defi-
nitives de los cultivos necesitan diez dias hasta su finalzacion y pueden
tener una seasibilidad baja debido a kas caracteristicas de crecimiento
de Leponelle, especialmente cuando b muestra contene 0Lros mIcToor-
ganismos, distintos de Legioneila, que pueden inhibir su crecimsento, o
bien por la presencia de células de Legionelia en estado viable pero que
no se pueden detectar por el cultivo comvencional, Legionells viable no
cultivable (LVNC) pero que son potencialmente patégenas,
Objetivos: 1 objetivo de este estudio es evaluar la recuperacién de
Legionella viable siguiendo la metodologia de la Normas UNE 11731
pero empleando dos medios de cultivo, el de la norma GVIC (ISO
11731 2007) y ¢l medio no selective BCYEa

Material y métodos: Estudio retrospectivo del resultado de los and-
lisis de 896 de agua proced de todos los puntos terms-
nales de la red de agua caliente sanitana de un hospital de 500 camas.
umnuwabwasmnm«u
muestras se ha reali segiin ol procedimi de trabajo de b
Norma UNE-1SO 11731 mnunm.maaa(mah
n* 633/LE1222). meds el cual se & lap cla 0 ausencia
«wgynmumaﬂmma
coloadas en un volumen (11) de muestra orginal (UFC/L).
Resultados: En 563 ocasiones el medio en ¢ que se aishé el mayor
niimero de colonias fue BCYEa (63% de las veces) frente a las 333 con
¢l medio GVPC (37%) (p-vallor 0,000 < 0,05). Existen diferencias sig-
nificativas en ¢l n* de colonias informadas segin ¢l medio etilizado,
siendo |2 mediana en BCYEa un 355 superior que en GVPC. En pre-
sencia de otros microorganismos ( flora interferente ). ambos métodos
son similares, siendo los p tajes de peracidn mixima de
ambos medios, GVPC y BCYEa, 447X y 553X respectivamente; sin
embargo, en ausencia de microorganimos, los porcentages fueron 19.6%
y 804X, siendo ol medio BCYEa mis sensible que of GVPC (p-valor
0,000 < 0,05). No existen diferencias significativas en las distribucio-
nes del n* de colonias Inf dos segun flora panante (media
con/sin Nora acompadiante: 17,739 UFC/L/18.930 UFCL).

fecciones en que éstas mfeccy wrina-
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Conclusiones: Es recomendable ¢l wso de un medio no selective para
el andlisis de Legionella en la red de ACS con el objeto de aumentar la
recuperacidn de cepas de Legionelle viables. Adadir ¢l medio no se-
lectivo BCYEa al protocolo de andlisis de aguas para b basqueda de
Legionetie aumenta La probabilidad de dar un informe positivo y el n*
de UFC/L informade es mayor. Esto podria implicar un cambio en las
acciones correctoras a aplicar en |a instalacién segin of RD 865/2003
sobre tode, en puntos de La instalacida con recuentos bajos de Legio-
nella en GVPC.

861. EVALUACION DE TRES TECNICAS SEROLOGICAS
PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS 1GG FASE 1t
FRENTE A COXIELLA BURNETI

M. Fernindez Torres, MA. Rodrigues Feijéo, L Angulo, C. Herrera,
C. Bartolomé

Hespital Universitarso Margués de Valdecilla, Sentander

Introduccién y objetivos: Ea los pacientes con sintomas sugestivos
de Fiebre Q la serologia constituye ka técnica diagnéstica de prime-
ra linea £l método de referencia para el diagndstico serologico es la
inmunofluorescencia indirecta (1F1), la cual permite confirmar el
dlagndstico de fiebre Q aguda y crénica y La evoluciéa de la enfer-
medad. Cuando la demanda diagnéstica es elevada. otros métodos
serolégicos como enzimoinmunoensayo (EIA) y quimsoluminiscen-
cha (QL) presentan las ventajas de facilidad de lectura de resultados
y automatizacién del proceso. El obgetivo de este trabajo s valorar,
mediante un estudio prospectivo. la utilidad de tres técnicas auto-
matizadas para ol cribado de anticuerpos IgG Fase Il frente a Coxle-
o burmensd (dos EIA y una QL). utilizando come método de
referencia la IFL.

Material y métodos: Estudio prospectivo de 60 m de wero
obtenidas consecutivamente durante el periodo de agosto y septiem-
bre de 2016 que fueron remitidas al Servicio de Microbiologia de
neestro centro para el diagndstico de fiobre Q. Todes los sueros se
procesaron siguiendo las recomendaciones del fabricante, por Co-
wiefla burnetii ELISA IgG de Vircell (EIA 1)) y Coxiefle burnetdl ELISA
I5C de Panbio (EIA 2) en el sistema automdtico DS2. por Quimiolu-
miniscencia de Vircell en ol sistema VirClia (QL) y como método de
referencia, Coxielle burnetsi IFA I1gC de Vircell (IF1) considerando
positivos los titulos mayores o iguales a 1/80. Los resultados no
concluyentes (indeterminados) de EIA 1, EIA 2 y QL se consideraron

positivos.

Resultados: De las 60 muestras analizadas por IFl, 46 (76,7%) resul-
taron negativas y 14 (23,3X) positivas (titulos 2 1/80). Por EIA 1 se
obtuvieron 48 resulitados negativos (80X) y 12 (20%) positivos. £l EIA
2 mostré 42 (70%) resultados negatives y 18 (30%) positivos, Median-
te QL se detectaron 42 (70%) muestras negativas y 18 (30%) positivas,
La sensibiidad (5), especificidad (ESP), valor predictive positive (VPP)
y valor predictivo negativo (VPN) de Las técmicas ensayadas, se mues-
tran en la tabla.

S EP (%) P (%) VPN )
A 0 s ” ns
A2 w9 L) Tid s
* g .l i vis

Conclusiones: La téenica de EIA | evaluada, presenta una baja sensi-
bilidad para la deteccién de anticuerpos IgG fase |l por Jo que no serfa
un métode idéneo de cribado serolégico de fiebre Q. La alta semsibi-
Bdad de las téonicas de QL y EIA 2, permite wtilizarias como método
de cribado de anticuerpos IgG y posterior titulacién por IFl de los
resultados positives, no obstante, seria comveniente estudiar series
mds amplias que incluyan mayor ndmero de resultados positivos
sobre los que realizar estudios estadisticos.
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$62. DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE LEISHMANIA SPP,
EN EL NOROESTE DE LA COMUNIDAD DE MADRID: 20002006

G. Ardn-Tohd, R. Millin, M. Carcia-Moreno, V. Zamora,
R Martinez-Ruiz y MF. Portero

Hospital Puerta de Hierro. Majodahonda.

Introdeccion y objetivos: La lesshmaniosis es una enfermedad para-
sitaria endémica en Espafia causada por protozoos del género Leish-
manic y transmitida por insectos del género Phiebotomus. Se han
descrito varias formas clinicas de esta patologia, siendo Las formas

mdnuyv\mdlunﬁ* n pais. Ni obje-
tivo fue 12 incidencia de leishmaniosis en nwestra srea sani-
taria basindones en estudios

Material y métodos: Se realizd un estudio descriptive y retrospective
de los pacientes a los que les fue solicitada una serclogia de Leishmo-
nia entre 2009 y 2016 en nuestro centro, un hospetal universitario
terciario ubicado en ¢l noroeste de la Comunidad de Madrid, que
atiende a una poblacion de 400 000 habitantes aproximadamente. La
técnica utilizada fue la deteccién de anticuerpos frente a Leshmanie
spp. en suero mediante una inmunoflvorescencia indirecta comercial
(MarDx Diagnostics, EEULL).

Resultados: Se realizaron 1.314 determinaciones de anticuerpos fren-
te a Leshmanie spp. en un periodo de 8 afos. De ellas, 32 (24%)
fueron positivas, con titulos 2 1/160, y 1,282 (97,6X) fueron negativas.
Tras la revisidn de las 32 serologias positivas, 14 pacientes fueron
confirmados y tratados como casos de leishmaniosis, 12 de eflos con
1a forma visceral y 2 con la forma cutinea. Diez de estos pacientes
eran hombres (uno pedistrico) y 4 mujeres. La media de edad se situd
en 47.3 afos (rango 1-85). No hube diferencias en el ndmero de casos
por afho, pero si en la distribucién mensual, con wn predeminio de
positivos entre los meses de febrero y junso, con 10 de los 14 casos
positives. En cuanto a la conflirmacién del resultado, en 10 casos se
realizé mediante cultive o PCR de médula ésea, 3 casos fueron con-
firmades mediante ¢l reconocimeento de amastigotes de Leshmania
sp. en frotis de médula 6sea por o Servicio de Hematologia y 1 caso
habia sido diagnesticado previamente mediante PCR en una biopsia
de piel. Los 18 resultades positives restantes fueron considerados
falsos positivos por diferentes metivos: 10 casos fueron resultados
positivos limite, con un titulo de 1/160, de los que 6 fueron descarta-
dos por ausencia de clinica compatible y 4 fueron descartados me-
diante cultivo yjo PCR. 4 casos fueron falsos positivos por reaccién
cruzada en pacientes diagnosticados de enfermedad de Chagas. 2 ca-
305 con titulo de 1/640 fueron descartados, uno mediante PCR y otro
por ausencla de signos clinicos. 2 casos com titule de 1/320 fueron
descartados mediante PCR, y uno de ellos ademis mediante el uso
del antigeno recombinante rK39.

Conclusiones: Nuestro paciente tipo con serologla de Leishmania spp.
positiva es un varén de mediana edad que presenta L forma visceral
de la enfermedad. La mayoria de los casos se detectaron de febrero a
Junio. Por ¢l alte porcentae de falsos positrves obtenados con la sero-
logia es necesanio confirmar todas Las serologias positivas con otras
téenicas.

$63, FACTORES CLINICO-EPIDEMIOLOGICOS
¥ SOCODEMOGRAFICOS DE LA INFECOION POR COXIELLA
BURNETTT EN UN HOSPITAL DE 2.* NIVEL

AL Peliez Ballesta, | Ferndndez Romero, M. Rulz Campuzane,
C. Peliez Ballesta, R. Mateo Paredes y E. Mene Femor

Hespirel Universitario Rafoel Méndez. Lorca

Objetivos: El objetivo del estudio fue analzar los casos con serologia
positiva para Condefla burneti (CB). valorando los factores epidemio-
Iogicos, y sociodemogrificos asocados, formas clinicas de presenta-
cién, asi como ¢l seguimiento y o tratamiento.
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4. Diversidad genética de Legionella pneumophila presente en la red de agua hospitalaria de
un hospital de disefio horizontal. M. Jiménez, M.D. Ocete, M.D.C Breso6, M. Torres, P.
Haenel, |. Valero, M. Torrecillas, B. Fuster, M. Belda, R. Medina, F. Gonzalez-Candelas y C.
Gimeno. Enferm Infecc Microbiol Clin. Vol 35, 2017. ISSN: 0213-005X.
https://www.elsevier.es/es-revista-enfermedades-infecciosas-microbiologia-clinica-28-pdf-
X0213005X17615120
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mediana de edad fue 62 afios (IQR: 47-73.5 afios) y I mediana de
duracién de tratamiento de 14 dias (IRQ: 7.5-19 dias). 40/43 (93%) o
(7%) lo recibieron tras un tratamiento domicilianio previo. Las infec-
clones mis frecuentes fueron: TUs (20.9%; 3 casos de piclonefritis y
5 de ITU complicada). infecciones mtrasbdominales (20.9%). infeccio-
nes de material protésico y osteomielitis ( 18.6X) e infecciones resps-
ratorias (16,3%). Solo 6/43 casos (14X) se consideraron infecciones
comunitarias, siendo el resto nosocomiales, o relacionadas con la
asistencia sanitaria. La incidencia de eventos adverses foe baja, ob-
servindose Gnicamente reacciones cutineas en 2 pacientes (4.7X).
13/43 pacientes (31%) presentaron complicaciones relacionadas con
el acceso vascular (8 flebitis quimicas y S pérdida de acceso venoso).
no encontrindose diferencias con el resto de L serie (35.1%; p 0.584).
La tasa de curacién clinica fue muy elevada (83.7X). sélo 2 pacientes
reingresaron por agravamiento diinco. respondiendo al tratamiento
hospitalario. No se produjo ningin exitus relacionado. El aborro e3-
timado fue de 7.511 €/paciente (IQR: 4232-15457€).
Conclusiones: La administracién de meropenem en un programa de
TADE bajo este régimen es posible y parece efectiva y segura.

740. DIVERSIDAD GENETICA DE LEGIONELLA PNEUMOPHILA
PRESENTE EN LA RED DE AGUA HOSPITALARIA DE UN HOSPITAL
DE DISERO HORIZONTAL

MiJiméneziyM.D. Ocete’, MD.C. Bresé’, M. Torres”, P. Haenel',
L Valero’, M. Torrecillas?, B. Fuster’, M. Belda’. R Medina®,
F. Gonzilez-Candelas’ y C Gimeno'

'Hospital Manises, Volencia. *Comsorcio Hospital Ceneral Universitario
de Valencia, Valencia. *Unidad Mixto Infieccién y Salud Piblica,
FISABIOYCSISF Universidad de Valencia, Valencia.

Introduccén Legionella sp. s derada una b
Mp&'aob-ubmde&munuhhadus
y asi incorporarse a los sistemas ¢ instalaciones que requieran agua
para su funcionamiento. La p i6n de la lepionelosss nosocomial
s uno de los objetivos prioritarios de los hospitales. Legionelio paes-
mophila presenta una elevada diverssdad genética debudo 2 sus altas
tasas de recombinacién. Se han descrito mds de 2.000 secuencias tipo
(ST) y presenta una distribucién mundial muy heterogénea.

Objetivos: £l objetivo de nuestro trabago es L deverndad pené-

ambe —l_.

y Climsca (SEINC)

de Las ST y L disminucién en la cantidad de Legionella sp. en la insta-
lLacida no era duradera. Sin embargo. con of diéxido de cloro dismi-
nuyd la STI362, apareciendo en su lugar la ST1 y se obtuvo una
disminucidn en L cantidad de Legionetla sp. presente en La instalacion
de forma mantenida. Las muestras analizadas en 2015 son del primer
semestre del afio, previas al siguiente tratamiento con didxido de
m,:m«-»m;musnmmum

cepas de L pneumophile. El tratamiento con didxido de cloro dismi-
nuye b cantidad de Legionefla p y especialmente la STI362,

4L ANALISIS DE UNA COHORTE DE PACIENTES CON MEDIASTINITIS
AGUDA EN UN HOSPITAL TERCIARIO DURANTE LA OLTIMA DECADA

S. Otilora Valderrama, JA. Encarnacién Navarro, AF. Rojas Gueiérrez.
8. Robles Rab A Castillo N JA. Herrero Martinez.
A Hernindez Torres, . Gémez Gémez y E. Garcla Vizquez

Hospatal Universitarso Virgen de lo Armivaca, Muraa.

Introduccidn y objetivos: Las mediastinitis agudas mds frecuentes son
Las secundarias 2 esternctomias para arugia cardiaca, segndas de las
secundarias a perforacida esofigica y de la necrotizante, con origen en
focos odontégencs. Aaalizamos una cohorte de pacientes con medias-
tnitis dagnesticados y tratados en la Gltima década en un hospital de
referencia y alta complejidad en el sureste de Espaila (Hespital Clinico
Universitario Virgen de L Arrixaca), con ¢l objetivo de analizar las ca-
racteristicas clinico-epidemiclégicas. factores de riesgo y prondstico.
Material y métodos: Estudio descriptivo observacional retrospectivo
de enfermos diagndsticos de mediastinitis aguda entre enero de 2006
y daciembre de 2016. El estudio estadistico se realizé con el programa
SPSS21

Ressitados: Se incluyen 81 casos (54 hombres y 27 mujeres), con una
edad media de 55 afios (rango 1-83). La mediastinitis fue de origen
bucofaringeo en 20 pacientes (25X) (absceso dentario (n = 7). absce-
3o periamigdalino (n = 12) y dentario y periamigdalino (n = 1)): de
origen esofigico en 19 pacientes (23 4X) (posquinirgico (n = 4), per-
foracidn iatrégena (n = 7). perforacién tumoral (n = 3), perforacién
espontinea (n = 1), perforacién por ingesta de custicos (n = 2) y por
cuerpo extrafio(n = 2)). y secundaria a esternotomia media en 42 pa-
(51.9%). £l diagndstico se confirmé en la totalidad de los casos

1a de Legionelle prrumophic presente en La red de agua hospetalana de
un hospital de disefho horizontal distribuido en tres pabeliones (A 8.0)
a partir de las cepas aisladas durante ol control rutinario de L misma.
Material y métodos: Se analizaron 98 cepas congeladas de L poes-
mophila representativas de los puntos terminales de L red de agea
caliente sanitaria (ACS) del hospital, aisladas durante el persodo 2011-
2015. Tras su cultivo se procedié a la extraccién de DNA y secuencia-
cidn, amplificando los loci del esquema SBT para L pressmophls (fSC.
oil, asd, mip. mompS, proA. neuA) usando una PCR estindac.

Resultados: Se ha podido asignar una ST especifica 2 61 cepas de L
preumophila de las 98 cepas de Legionelia sp. La ST mayoritaria es la
1362 (n = 45). seguida de 1a ST1 (n = 13), LaSTI3S4 (n = 2) y a STS2
(n=1). La ST1362 fue k2 mis frecuente todos los afios estudiados.
excepto en 2014 que predomina la STL Las ST1394 y la STS2 séle
aparecen en 2011 y 2012, respectivamente. Analizamos los resultados
obtenidos en cada pabelién del hospital En los pabell AyB
predomina siempre la ST1362. excepto en 2014, en que se igualan los
porcentajes de ST1 y ST1362. En ¢l pabeliin C se observa una mayoria
de ST fremte 2 STI362. Asi, L inversién en L prevalencia de las ST en
2014 se deberia 2 un aumento de ST1 en los pabeliones A y B. unida
a a predominancia de ST1 en ¢ pabelién C Los tratamientos fisico-
quimicos realizados para erradicar Legionelio sp. han cambiado 2 lo
largo del tiempo y sus resultados, también. Tras choques térmices ¢
hiperdloracién, L instalacién no sufrié variaciones en L distribecién
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mediante TAC. observando en la mayoria de los enfermos colecciones
yhdnammmnhhamlanh
mediastinitis posesternotomia fueroa Stapkylococcus Gureus (n = 18,
myw—“(n-mmmmam
tivos positives y 13X de cultivos de tejidos polimicrobiancs. En la
etiologia esofagica. en 26X e cultivo fue positivo para Candida albicans
seguido de B-hemelitico (21%)(67% hemocultivos posi-
tivos y 11X cultivos de tejidos positives). En los casos de etiologia
mmmmmmsm
tico (35%) seguido de En (20%). En als
mm«amynnmmm
sobre of IMC en las postquirirgicas pero 13,6X se describen como
obesos. £l ratamiento incluyé impieza quinirgica en 94X, que se¢
realizé en las primeras 48 horas y 72 horas en el 74X y 92.5X, respec-
tivamente. La estancia media hospitalaria fue de 36 dias. El 80%
(n = 65) precisé manejo en ka UCL, con una estancia media de 12 dias.
Fallecieron 14 pacientes (17%). 5 casos de etiologia bucofaringea, 3 de
cuhﬁaeoﬁpayimaldmmn
asociaron de forma estadisticamente si al falleamiento, la
edad > 65 aflos, ¢l antecedente de diabetes mellitus (DM). ¢l hemo-
cultivo positivo y haber sido sometido a mis de una intervencién
Quirirpca en el ingreso. antes del diagnéstico de meduastinitis.
Conclusiones: En nuestra coborte. La mitad de los casos de mediasti-
nitis aparecen como una complicacién de esternotomias medias en
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Evaluaciéon de métodos de cultivo para deteccion y recuento de Legionella en muestras de
agua sanitaria. Adaptacion de la norma UNE-EN ISO 11731:2017. M. Jiménez, M.D. Ocete,
M.D.C Breso, C. Salvador, |. Valero, M. Torrecillas, F. Grosson y C. Gimeno. Enferm Infecc
Microbiol Clin. 37 (Espec Congr). 2019. https://www.elsevier.es/es-revista-enfermedades-
infecciosas-microbiologia-clinica-28-sumario-vol-37- num-sc1-X0213005X19X4407.
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altamente transmasible, especialmente a partir de las manos del per-
sonal sanitario, La exposicadn antibsdeica, la hospitalizacion prolon-
gada y la edad avanzada (mayores de 65 afos), som los principales
factores de riesgo que se han asociado con esta infeccidn, El diagnds-
1o de laboratorio debe realizarse sclamente en pacientes sintoma-
ticos 0 en casos de sospecha de fleon paralitico o megacolon tdxico.
El objetivo del estudio ha sido realizar una apraximacidn epidemio-
gpica de los casos de ICD en la Comunidad Valenciana (CV).
Material y métodos: Se ha realizado un estudio descnptivo y retros-
pectivo de los pacientes con solicitud de taxing de (D o deteccdn mo-
lecular de los genes de las toxinas A o B (PCR-CD) en heces durante ¢l
peniodo 2010-2017, selecciondndose ka primera determinacitn de cada
paciente. Como fuente de informacion se utilizaron los datos proceden-
tes de La RedMIVA. Se trata de una aphicacidn informdtica, integrada en
1a Direccidn General de Salud Piblica, que recoge diariamente los resul-
tados de s determinaciones microbwologacas realizadas en todos los
hospitales pdblicos de la CV. Para cada determinacion se estudiaron las
variables tiempo, lugar (provingia) y persona (sexo, edad, ingreso).

da y dogle (Neon (SEIMC)

pitales participantes incluyen prospectivamente los pacientes some-
tidos a colecistectomia electiva o diferida durante todo ef a0 o bien
hasta un minemo de 100 procedimientos. Se¢ excluye la cinegla urgen-
te y la infectada y la wigilancia incluye un periodo de 30 dias. Se han

procedimientos. La edad media ha sido de 566 £ 159 aftos y ol
64.8% mujeres. Se ha realizado cirugla laparoscépica en ¢l 917X Se
considerd que profilaxis quirGrgica antibidtica adecuada n ¢l 845X
(IC95%: 83.9-85,0%) de los procedimientos. Se han producido 426
ILQ (2.7%; IC95%: 2.4-3,0%), de las que un 171X han sido de Orga-
nojespacio com una incidencia del 0.7%; IC95%: (0,5-0.8%). Los fac-
tores de riesgo independientes de ILQ (tabla) fueron: género (varén),
edad > 57 afos (percentil 50), riesgo NISS de 2 puntos, duracion de
12 1Q 2 74 minutos (percentil 75) y cirugla abierta, Los microorga-
nismos mis frecuentes han sido E. coll (25.8%), E cloacee (9,6%) ¥

Resultados: S¢ han analizado un total de 6,435 determindciones para nw P RR(099%) LU
CD durante el periodo de estudio, detectdndose diferencias significa- Wiasimte  awitivarime
tivas en cada anualidad. E1 54.1% de las solicitudes procedian de 13 Géners M 229 22%) « 000 1 1
provincia de Valencia, ¢l 382% de Alicante y el 7,7% de Castelidn. EI Wambre 00w IR0 IS (LI0-LS)
S42% de los pacientes eran mujeres. En la tabla se dispone la distri- Mo, paped 72050 - ;
bucidn de casos por afo. Clrugle Liectva Qe o - .
Urgente I
dderida

Ao Toral Tamina-CD PORCD  Ingresades (X) Moda odad - Laparoscipica MARAR) <0001 ‘ '
010 @ @9 (100%) 0(ow) ”» o quintegca  Lagurstomis 75 (09 AN (LR424) 18 (199-040)
o s 433 (9.5%) 2(as%) o5 © Ricsgo NISS -1 42 (21%) <000 1 1
w0 oy 549505 24(49%) ™ n ° 121 8% 147 (120-181) -
w0ty %2 - (N W (25.9%) » n ] 41005 209 (224401) -
2014 m SN 261 (290%) n [ 2 16 (114%) 665 (422-1040) 254 (1,22-42%)
s ues 1 (48N 304 (254%) 1o " Percessll 75 <773 217 (19%) < 0,000 1 1
s ue T (OAN%) 406 I84Y) n “ (4 miton) 2 P73 200 (48%) W7 (LS024) 17 (15024)
¥ 2 02(05AN) Q4 " " Implasse A28 0 . -
Toal 64 a8 1590 No 91 (24%)

dat 57 ahes 163 (21%) <000 1 1
Conclusones: En 1 CV, 1a infeccidn por C difficile muestra una ten L 0 W (L) Ue(LaU%

mismo, se observa un incremento del nlmero de casos de infecciones
asociadas © adquindas en la comunsdad, llegando a CORSTITUIN €n tOMO
al 25% del wtal de casos de ICD, Ante la actual situacién es recomen-
dable una ripida informacsdn del resultado positivo/negativo para
conseguir un adecuado tratameento y aplicar lis medsdas de aislamien-
o necesarias para evitar la ransmisién de L infeccién.

0991, COLECISTECTOMIA: INCIDENCIA DE LA INFECOION
DE LOCALIZACION QUIRORGICA (ILQ) EN CATALURA 2008-2017

J. Vilar6 Pujals', P. Barrufiet Barqué, A. Garcia Flores’,
R Viquez Saez', E Limdn Ciceres®, M. Pupol Rojo*
y Grupo de estudio del VINCat*

"Haspital Universttari de Vic, Vic. "Haspital de Matard, Matard,
Hospital de Blanes, Blanes. ‘Hospital de Gramollers, Granollers.
*Programa VINCat. L'Hospitalet de Licbregal.

Introduccién y objetivos: La colecistectomia es uno de bos proceds-
mientos mds frecuentes en cirugla digestiva y uno de los principales
procedimientos de arugla mayor ambulatoria Las tasas de ILQ publi-
cadas oscilan entre 1,1-8.4% en cirugla abserta y 0.3% 2l 34X en ciru-
#ia laparoscépica. B objetivo de nuestro estudio es establecer la tasa
d¢ ILQ en colecistectomia durante un periodo de 10 afos en Catalufa
Material y métodos: EI VINCat es ¢l programa de vigilancia de las
infecciones relacionadas con la asistencia sanitaria en Catalufa. La
colecistectomla es un procedimiento de viglancia opcional. Los hos-
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Conclusiones: La incdencia de ILQ en colecistectomia impia-conta-

ADAPTACION A LA NORMA UNE-EN IS0 1173122017

WD. Ocete’, MD.C. Brest, C. Salvador’, |, Valero’,
" Mas?, F. Grosson’ y C. Cimeno®

'Haspital de Manises, Valencia. *Consorcio Hospital General
Universitario de Valencia, Valencia.

Introduccion: La prevencion de b legonelosis nosocomeal es uno de
1os objetivos prioritanos de los hospitales y en Espafia estd regulada
por el Real Decreto 865/2003. En noviembre de 2017 se publicd ka
actualizacion de 1a norma UNE-EN 1SO 11731-2017 (Calidad del agua.
Recuento de Legionella) que incluye ademds del CVPC (1SO 11731:2007)
nuevos medios de cultivo para ¢l aislamiento de Legionella: BOYE,
BOYE « AB y MWY,

Objetivos: Describir la experiencia de nwestro laboratono (acreditado
por ENAC, Acreditacién n*: 633/1222) en ¢l uso de BCYE y GVIC para
el aslamuento de Legionello sp en muestras de agua caliente samitana,
y analizar las recomendaciones de la nueva edicdn de 1a norma para
el aislamiento de Legionefla sp por cultivo,

Material y métodos: Realizamos ¢l cultivo de las muestras segdn
procedimiento interno de trabajo, mediante ¢l cual se demuestra la
presencia o ausencia de Legionella sp. y se estima ¢l ndmero de UFC
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OO Congreso el o Inge
en 1L Analizamos 1.304 muestras de agua caliente sanitaria durante
S afos, La instalacidn estudiada se abastece de 1a red de agua potable,
y debe analizarse segin ¢l procedimiento operativo descrito en o
apartado 8.4.3.2, por presentar concentracién baja de Legionella y de
MICroorganismos interferentes en la mayoria de los puntos. Los datos
han sido analizados mediante andlisis bivariante.

Resultados: Detectamos ka especie Legionelia pneumophila en ef 90.5%
de las muestrsa positivas, siendo ¢l serogrupo mayoritano ¢f 2-14
(83.8%). EI 29% (n = 377) de las muestras tienen recuentos > 10*UFC/L
en ¢l 65% ¢l medio de miximo recuento fue BCYE. Casi en ¢l 70X de
Las muestras positivas detectamos crecimiento de flora acompanante,
37 de estas con una alta concentracidn de microorganismes interfe-
rentes, utilizamos CVPC para informar ¢l recuento en la mitad de los
casos. Comparando los recuentos obtenidos utilizando solo CVIC
frente a GVPC+BCYE, detectamos recuentos entre 0 y s 100 UFC/l en
602 frente 2 474 muestras, > 100 y 5 1.000 en 164 frente a 149 mues-
tras y = 1.000 en 540 frente 3 683 muestras. El BOYE es 1.7 veces mis
sensible que GVPC, y la mediana del ndmero de colonias informadas
€5 2000 umidades superior (p-valor 0,000 < 0,05).

Conclusiones: Los resultados obtensdos muestran una mejora signi-
ficativa en La recuperacion de Legionella sp al afadic BOYE, En muestras
con recuentos > 10* UFC/l ¢l medio de mdximo recuento es BCYE la
mayorfa de las ocasiones. Incluso en muestras muy contaminadas,
utikzamos BCYE 1a mitad de las veces. Usando GVIPC+BCYE, se deben
aplicar acciones correctoras en ¢l 63.7% de puntos analizados frente
al 53,9 si solo usamos GVPC. Ademds, este JumMento ¢5 Superior en
¢l rango de = 1.000 UFC/L, o que implica revisar of programa de ac-
tuacsdn, determinar las medidas correctoras a tomar, realizar un tra-
tamiento de kmpieza y desinfeccién preventiva (> 100 y < 1000 UFCA)
© de choque (» 1.000 UFCAL y muestrear de nuevo a los 15-30 dias
tras la realizacion del tratamiento y de las posibles medidas correc-
toras. Nuestros resultados avalan La inclusién de BOYE en of andlisis
de agua caliente sanstaria, como indica 1a norma UNE ISO 11731:2017.

0993. EFECTO DE LA APLICACION DE UN PROTOCOLO
DE PREVENCION DE INFECCION URINARIA ASOCIADA A SONDAJE
VESICAL (ITU) EN UNA UNIDAD DE CUIDADOS INTENSIVOS (UCT)

A. Abella Abvarez’, D. Janeiro Lumbreras', A. Naharro Abellin’,

C. Hermosa Gelbard', D, Vanilas Delgado’, V. Enciso Calderdn’,
M. Homez Cuzman’, L Salinas Cabifa', L Lopez de la Oliva Calvo',
M. Carcla Arias' y F. Cordo Vidal'

"Hospital Universitario del Henares, Coslode. “Universidod Francisco
de Vitoria, Pazuelo de Alarofe.

Introduccién y objetivos: La ITU es la primera causa de mfeccidn
adquirida en UCI segin ¢l Estudio Nacional de Vigilancia de la Infec-
cibn Nosocomial del 2017 y se asocka 2 un importante impacto sobre
la morbilidad de los pacientes y sobee los costes. El objetivo de este
trabajo s evaluar el efecto de un protocolo de prevencidn de ITU-SV
sobre las tasas de infeccitn y evolucidn clinica,

Material y métodos: Estudio before-after en una UCI polivalente eva-
luando la tasa de ITU en ambos periodos, afos 2016 y 2017. Se inclu-
yeron todos los pacsentes ingresados de forma consecutiva. Se realizd
formacién del personal en la prevencién de ITU basado en lis reco-
mendaciones del Center of Diseases Contred (CDC). La formacion se
realizéd mediante sesiones y visualizacién de videos al menos dos
veces al mes durante ¢l periodo affer. Las variables cuantitativas se
expresaron mediante media y desviacion estindar y las variables
cualitativas en frecuencia y porcentaje. Se llevd a cabo inferencia
estadistica mediante test chi-cuadrado para la comparativa de varia-
bles cualitativas y test t-Student para cuantitativas. Se consideraron
valores estadisticamente significativos aquelios con valor p < 0.05.
Resultados: Se incluyeron 1107 pacientes, 526 pacientes en el grupo
before y 581 pacientes en ¢f grupo after. No hubo diferencias signifi-
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0 y logle Cinico (SEIVC )
Cativas en cuanto a edad (63 £ 15,57 frente 2 62,9 2 15,15; p = 0,902).
sexo (hombres 313 (59,5%) frente a 342 (58.9%); p = 0.828) ni en las
comorbilidades, excepto en la comorbilidad renal (69 (13.1X) frente
246 (7.9%); p = 0.005) y en la comorbilidad endocrina (159 (30.2%)
frente 2 200 (36,0%); p = 0.043). La supervivencia en UCT fue similar
en ambos grupos (502 (95.4%) frente a 560 (96.4%); p = 0.425) con
una tendencia no significativa 3 menor estancia en dias en UCI (460
£ 648 frente 3 3,90 £ 5.26; p = 0,050). Se encontrd una disminucién
significativa de la densidad de incidencia de ITU por mil dias de son-
daje vesical (2,73 frente a 0.54; p < 0.001) La tasa de utilizacion de
sonda vesical por estancia fue similar (087 frente 2 0.84; p = 0.853),
aunque ¢l ndmero de pacientes con sondage vesical fue significativa-
mente inferior (76,8 frente 3 69,7%; p 0,008)

Conclusiones: La implantacidn de un protocolo especifico de preven-
cién de ITU se asocd 2 una disminucidn de 1a tasa de ITU y una ten-
dencla a menor estancla en UCL con un descenso en el ndmero de
pacientes con sondaje vesical.

0954 ES TAN DIFICIL MEJORAR LA ADHERENCIA
AMMW“W“MM
ESTRATEGICA 2015-2018 EN UN HOSPITAL GENERAL

D. Maldonado Lopez. D, Roldan Rubso, E. Santos Serradilla,
M. Zomefio Vallmana, RM. Sabater Raga y A. Aloy Duch

Fundaci® Hospitol Asil de Granollers. Granallers.

Introduccién y objetivos: Estd demostrado que ¢ principal medso
de transmisidn de microorganismos son las manos de los profesiona-
les sanitanos. La “hugiene de manos"(HM) es |2 medida mds eficaz
para ¢l control de las infecciones. A pesar de las gulas publicadas y
os esfuerzos para mejoraria, la adherencia al cumplimiento de 12 HM
sigue siendo inaceptablemente baga (< 50%). Como objetivo, se pre-
senta la evolucién de los resultados obtenidos entre 2015-2018 2
partir de la implementacitn de 1a linea estratégica sobre HM basada
en: 1) creacién de un grupo de trabajo interdisciplinario, 2) ¢f conse-
mo y la estructura de “Puntos de Solucién Alcohdlica (PSAT, 3) los
estudios de prevalencia cuantitatives-cualitativos, 4) las encuestas 2
wsuarios- profesionales, 5) la formacién, 6) la comisida de infecciones,
¥ 7) la evaluacion de indicadores y acciones de mejora.

Material y métodos: En 2015 se cred un “Crupo de Trabago de Awxi-
liares de Enfermeria (CTAE)" expertas en HM, para realizar los estudios
de prevalencia semestrales de observacion en los 5 momentos de HM,
segn la OMS, cuali-cuantitativos; deradas por la comision de infec-
ciones, se realizan cursos de formacién online y presencial propia; el
GTAE se re@ne 4 veces/ano, planifican los estudios de observacidn, los
realizan, y difunden los reseitados y la estrategia de mejora. Se evaldan
y revisan el ndmero de PSA, y ¢l consumo anual de litros. Se realizan
encuestas tanto a usuarkos como a profesionales, Se forma periddica-
mente a los profesionales del centro en la HM, Se registran los indi-
cadores y se proponen las acciones de mejora.

Resultados: £1 CTAE estd constituido per 22 auxibares de enfermeria B
centro dispone del 100X de los puntes de atencidn al paciente con solu-
cidn alcohdisca, con un consumo anual desde 2015 2l 2018 de 1588, 1619,
1602 y 1,679 litros, respectivamente. Entre 2015-2018, ks oportunidades
observadas tocales de HM fueron 1.319, 933, 1439 y 1397, siendo la tasa
de adherencia cuantitativa del 53X, S9%, 75X y 40X B andlisis cualitat-
vo de la HM (manos impregnadas con fluoresceina) ha mestrado una
mejora del 28% de adecuacdn en 2006, al S0% en 2018 En las encuestas
realizadas a Jos uswarios, éstos refieren Livarse 1S Manos en su entormo
en un 78%; su buena percepcidn de los profesionales sorpeende, pues
suponen que éstos realizan ka HM en su prictica diaria en ¢l hospital en
un 84%; y solo ¢l 10% se atreverfa a solicitarie que se las lavasen. Por otro
lado, ¢l 83% de los profesionales reconocen que Las mancs son & princ-
pal vehiculo de transmisitn de infecciones nosocomsales. Se realizan
ansalmente 8§ cursos de formacion con 145 participantes.
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