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A Teresa i Jaume,

els meus pares.






¢Puede haber una mayor contradiccion que una enfermedad adquirida en un hospital?
iUna enfermedad contraida en el lugar donde se espera acabar con lo que se tiene!
Y, sin embargo, esta es la consecuencia de los grandes hospitales.

Johann Peter Frank
Padre de la higiene moderna
(1745-1821)






After all, tomorrow is another day!

Vivien Leigh as Scarlett O'Hara
Gone with the wind (1939)
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La legionelosis es una enfermedad con importantes implicaciones en salud publica por cuanto es
prevenible, esencialmente, a través de medidas aplicadas en instalaciones. Una poblacion con elevado
riesgo para la adquisicion de legionelosis es la de los pacientes ingresados en hospitales, debido en
parte a sus propias enfermedades de base y también al hecho que las instalaciones de agua en los
edificios hospitalarios pueden estar colonizadas por Legionella en mayor o menor grado. El impacto de la
enfermedad en este grupo de riesgo es considerable, puesto que la mortalidad asociada es mucho

mayor que la de los casos adquiridos en la comunidad.

Es universalmente aceptado que una de las medidas basicas para minimizar la colonizacion por
Legionella de las instalaciones de agua caliente sanitaria (ACS) es mantener la temperatura a unos
niveles minimos de seguridad por encima de los cuales el microorganismo no es viable o, como minimo,
no prolifera. Sin embargo, no existe consenso sobre cual es el dintel ideal que permita un buen control
ambiental y que suponga también un minimo riesgo de quemadura para los usuarios. La legislacion
espafiola indica que el ACS debe mantenerse a temperaturas superiores a 50°C, pero en otros paises
este limite inferior se considera en los 55°C. Por otro lado, en los hospitales raramente se utiliza la
temperatura como el Unico medio de desinfeccién de la instalacidn, ya que debido al riesgo de los

pacientes suelen tratarse las aguas con otros métodos en continuo afadidos.

Otro aspecto controvertido es el papel que juegan las caracteristicas y usos de la instalacion de ACS en
la proliferacién de Legionella. Es conocido que Legionella prolifera facilmente en aguas estancadas en
las que se favorece el crecimiento del biofilm. Este hecho, derivado de estudios in vitro y de estudios en
instalaciones simuladas, ha conllevado que en la mayoria de recomendaciones para la prevencién de la
legionelosis en edificios se inste a minimizar este fendomeno aplicando medidas como la obertura
periodica de grifos de bajo uso. La efectividad de este tipo de medidas, que requieren recursos no
menospreciables en el dia a dia hospitalario, no se han comprobado en instalaciones hospitalarias

reales.

Actualmente la mayoria de hospitales tienen instalados uno o0 mas sistemas de desinfeccién en continuo
en sus instalaciones de ACS. Ahora bien, no se conoce el impacto que pueden tener dichos sistemas
utilizados durante afios sobre la seleccién de Legionella y si favorecen la endemicidad por cepas que
han desarrollado resistencia a un método de desinfeccion en cuestion. El analisis molecular de una serie

histdrica de cepas aisladas en un mismo edificio podria ayudar a responder esta cuestion.

Finalmente, y no menos importante, son muy escasos los estudios que han abordado con una
perspectiva integradora los aspectos microbiologicos de Legionella con un conocimiento en profundidad
de ingenieria de las instalaciones. Sin embargo, la compresion de ambos aspectos en su conjunto es

imprescindible para poder aplicar medidas preventivas basadas en la mayor evidencia cientifica posible.



Todas estas cuestiones han llevado a plantearnos como pregunta genérica de nuestra investigacién si el
mantenimiento del ACS por encima de un determinado dintel puede ser considerado como un sistema
efectivo de desinfeccion en continuo para Legionella. Esta pregunta genérica implica las siguientes

preguntas de investigacion concretas:

1. ¢Cual es la temperatura minima del ACS que permite un dptimo control de Legionella en las
instalaciones?

2. ¢ El mantenimiento de una temperatura minima del ACS es igualmente eficaz en instalaciones
bien disefiadas y dimensionadas que en instalaciones con deficiencias?

3. ¢Cuél es el papel relativo respecto a la temperatura del disefio y la utilizaciéon de las
instalaciones de ACS sobre la colonizacion por Legionella?

4. ;El mantenimiento de temperaturas elevadas del ACS durante periodos largos de tiempo se

asocia a la presencia de cepas de Legionella mas termorresistentes?

Con la presente tesis pretendemos dar respuesta a estas preguntas exponiendo una investigacion con

un periodo de observacién de casi nueve afios de duracion.



Dos

Estado actual
del tema

I am putting myself to the fullest possible use,
which is all | think that any conscious entity
can ever hope to do.

Hal 9000
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1. Legionella: el microorganismo

1.1. Descubrimiento del género Legionella

La primera epidemia conocida de la enfermedad del legionario ocurrié en Austin, Minnesota (EEUU), en
el verano de 1957. Setenta y ocho habitantes de esta ciudad de aproximadamente 30.000 personas
desarrollaron neumonia entre junio y agosto, sin hallarse ningn origen ni etiologia. EI misterio de esta
epidemia se resolvié 22 afios mas tarde, cuando el andlisis de las personas que habian sobrevivido
mostrd que presentaban niveles elevados de anticuerpos frente a L. pneumophila en comparacion a
controles emparejados (Osterholm et al., 1983). El segundo brote conocido afecté a residentes del St.
Elizabeth’s Hospital, un hospital psiquiatrico en Washington DC (EEUU) (Thacker et al., 1978). Entre julio
y agosto de 1965, 81 internos desarrollaron neumonia, de los que 14 murieron. Afios mas tarde, en
1977, el andlisis de los especimenes almacenados demostrd que 19 de 26 pacientes analizados habian
seroconvertido a L. pneumophila serogrupo 1. En julio de 1968, un total de 144 personas visitantes y
empleados del Oakland County Health Department de Pontiac, Michigan (EEUU), desarrollaron una
enfermedad febril autolimitada relativamente suave que fue llamada fiebre de Pontiac (Glick et al., 1978).
Los conejillos de indias que las autoridades de los CDC colocaron en el edificio durante el brote
desarrollaron nddulos pulmonares no filiados. Afios mas tarde, se aislo L. pneumophila serogrupo 1 del
tejido pulmonar de estos conejillos que se habia preservado hasta entonces (Kaufmann et al., 1981). En
Espafia varias epidemias no reconocidas de neumonia habian estado ocurriendo entre 1973 y 1980 en
el Hotel Rio Park, en Benidorm (Bartlett, 1984; Grist, Reid, y Najera, 1979) afectando al menos a 150
turistas britanicos. Las pruebas de serol6gicas en muestras congeladas mostraron posteriormente que

se trataba también de la enfermedad del legionario.

Como es bien sabido, el estudio de la legionelosis debutd en 1976, con la aparicion de un brote de
neumonia en el hotel Bellevue Stratford en Filadelfia (figura 1) durante una convencion de veteranos de
la Legion Americana en los meses de julio y agosto, por la celebracidon del bicentenario de la
independencia de los EEUU (Fraser et al., 1977). Este brote afecté a 182 personas, de las que 29
fallecieron, y tuvo un alto impacto mediatico en el momento. Los primeros estudios microbioldgicos
utilizaron hasta 14 medios de cultivo bacteriologicos y micoldgicos diferentes, y también pruebas
serologicas frente a 77 agentes infecciosos, pero sin éxito (McDade, 2002). Unos 6 meses mas tarde,
Joseph McDade y Charles Shepard, consiguieron aislar bacilos gramnegativos en muestras de tejido
pulmonar de cuatro pacientes fallecidos mediante su inoculacion intraperitoneal en cobayas utilizando
protocolos de aislamiento de rickettsias. Al examinar el bazo e higado de las cobayas infectadas
aplicando la tincion de Giménez se consiguié observar por primera vez al microorganismo responsable.
Mediante inmunofluorescencia indirecta se demostro, asimismo, que el 90% de los pacientes del brote
de Filadelfia habian desarrollado anticuerpos frente a este microorganismo. En 1979 se difundié el uso

de un medio de crecimiento dptimo para estas bacterias, el “Buffered Charcoal Yeast Extract” (BCYE)
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(Feeley et al., 1979), cuya base sigue siendo utilizada actuaimente. Como dato de interés, cabe
destacar que en septiembre de 1974 habia ocurrido en el mismo hotel otro brote de neumonia que
afecté a 20 participantes de la convencién anual de Odd Fellows, cuyo agente causal fue identificado

con posterioridad como L. pneumophila serogrupo 1 (Terranova, Cohen, y Fraser, 1978).

Todo esto supuso el descubrimiento de una nueva especie bacteriana que, en honor a los pacientes
afectados y al trofismo de este microorganismo por el pulmoén (pneumophila: “amante del pulmon”),
recibio el nombre de Legionella pneumophila. Esta denominacion y la creacion de una nueva familia
bacteriana fueron propuestas en el Primer Simposium Internacional sobre Enfermedad del Legionario

que tuvo lugar en Atlanta a finales de 1978 (Brenner, Steigerwalt, y McDade, 1979).

58t ANNUAL
CONVENTION

DEPARTMENT OF
PENNSYLVANIA

PHILADELPHIA
JULY
21,22,23,24

Figura 1. Fotografia actual del hotel Bellevue Stratford en Filadelfia y cubierta del programa
de la convencion de veteranos de la Legion Americana celebrada en 1976 en el hotel.

Fuentes: Mark Klinchin, accedido el 1 de julio de 2015 desde http://www.panoramio.com/photo/
108486672 y Heiner, K. y Swanson, M. (Eds) (2008). Legionella: molecular microbiology. Norfolk, UK:
Caister Academic Press.

1.2. Taxonomia

La familia Legionellaceae esta formada por el Unico género Legionella, que comprende mas de 50
especies (Euzéby, 2013) (tabla 1). Las diferencias antigénicas entre aislados de una misma especie han

llevado a su subclasificacién en serogrupos, conociéndose hasta el momento mas de 70. Sin embargo,
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no todas las especies de este género se han podido relacionar con infecciones en humanos. L.
pneumophila causa la mayoria de casos de legionelosis y aunque se han identificado 16 serogrupos
distintos dentro de esta especie, en el 80% de los casos de legionelosis esta implicado el serogrupo 1
(Stout y Yu, 1997).

Tabla 1. Familia Legionellaceae: especies, serogrupos y patologia asociada.

Especie Serogrupos Patologia Especie Serogrupos Patologia

L. adelaidensis 1 Desconocida L. lytica 1 Desconocida
L. anisa 1 Si L. maceachernii 1 Si

L. beliardensis 1 Desconocida L. massiliensis 1 Desconocida
L. birminghamensis 1 Si L. micdadei 1 Si

L. bozemanae 2 Si L. moravica 1 Desconocida
L. brunensis 1 Desconocida L. nagasakiensis 1 Si

L. busanensis 1 Desconocida L. nautarum 1 Desconocida
L. cardiaca 1 Si L. norrlandica 1 Desconocida
L. cherrii 1 Desconocida L. oakridgensis 1 Si

L. cincinnatiensis 1 Si L. parisiensis 1 Si

L. drancourtii 1 Desconocida L. pittsburghensis 1 Desconocida
L. dresdenensis 1 Desconocida L. pneumophila 16 Si

L. drozanskii 1 Desconocida L. quateirensis 1 Desconocida
L. dumoffii 1 Si L. quinlivanii 2 Desconocida
L. erythra 2 Si L. rowbothamii 1 Desconocida
L. fairfieldensis 1 Desconocida L. rubrilucens 1 Desconocida
L. fallonii 1 Desconocida L. sainthelensi 2 Si

L. feeleii 2 Si L. santicrucis 1 Desconocida
L. geestiana 1 Desconocida L. shakespearei 1 Desconocida
L. gormanii 1 Si L. spiritensis 2 Desconocida
L. gratiana 1 Desconocida L. steelei 1 Si

L. gresilensis 1 Desconocida L. steigerwaltii 1 Desconocida
L. hackeliae 2 Si L. taurinensis 1 Desconocida
L. impletisoli 1 Desconocida L. tusconensis 1 Si

L. israelensis 1 Desconocida L. tuniciensis 1 Desconocida
L. jamestowniensis 1 Desconocida L. wadsworthii 1 Si

L. jordanis 1 Si L. waltersii 1 Desconocida
L. lansingensis 1 Si L. worsleiensis 1 Desconocida
L. londiniensis 2 Desconocida L. yabuuchiae 1 Desconocida
L. longbeachae 2 Si

1.3. Caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas

Los miembros de la familia Legionellaceae son bacilos gramnegativos no esporulados y carentes de
capsula. Casi todas las especies son mdviles y estadn dotadas de uno o mas flagelos polares o
subpolares (figura 2). Su forma y tamafio varia segln la fuente y las condiciones de desarrollo. En tejidos
y secreciones se presentan en forma de pequefios bacilos o cocobacilos con un tamafio aproximado 0,5

micrémetros de anchura y 1,5 micrdmetros de longitud. En cultivos pueden presentarse como pequefios
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bacilos uniformes en forma y tamafio, de 0,5 por 2 micrometros, o bien como bacilos filamentosos

pleomorficos de hasta 100 micrometros de longitud (figura 2).

Las especies de Legionella son aerobias estrictas, poco sacaroliticas y, en general, metabdlicamente
poco activas. Son catalasa y oxidasa positivas, presentan un requerimiento absoluto de hierro y utilizan
los aminoacidos para producir energia en lugar de carbohidratos. Los aminoacidos esenciales utilizados
por Legionella incluyen arginina, cisteina, metionina, serina, treonina y valina. Todos estos
requerimientos hacen que para su aislamiento sean necesarios medios de agar enriquecidos y
suplementados con L-cisteina y sales férricas. El medio utilizado para el cultivo de esta bacteria es
BCYE (figura 3).

Figura 2. Fotografia pseudocoloreada con microscopio electronico de una forma flagelada de
L. pneumophila y tincién de Gram de L. pneumophila de muestra de esputo.

Fuentes: Russell Vance, Howard Hughes Medical Institute, accedido el 1 de julio de 2015 desde
http://Amww.hhmi.org/research/innate-detection-bacterial-infections-immune-system y eMicrobes Digital
Library, accedido el 1 de julio de 2015 desde www.idimages.org.

Figura 3. Colonias de Legionella después de 3 dias (a) y 7 dias (b) de incubacion en medio
BCYE, vistas a través de de microscopio de diseccion.
Fotos: James Gathany
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1.4. Ciclo de vida y factores de virulencia

Legionella se multiplica en el interior de protozoos de vida libre en el habitat acuatico y en el interior de
macrofagos alveolares cuando infecta a humanos. Esta capacidad de multiplicacién intracelular es uno
de los caracteres principales de la patogénesis del género Legionellaceae. A lo largo de su ciclo
intracelular, L. pneumophila presenta al menos dos fenotipos bien diferenciados: en la fase replicativa, la
bacteria no es virulenta y no presenta flagelo, mientras que en la fase transmisiva, es virulenta y

flagelada.

El proceso por el que L. pneumophila infecta a la célula huésped tiene varias etapas: endocitosis,
vacuolizacion, multiplicacién y liberacion (figura 4). Tras el contacto con receptores especificos de la
membrana de la célula huésped, la bacteria es internalizada por endocitosis. Una vez en el interior,
permanece en el fagosoma, donde segrega un conjunto de proteinas que impiden la fusion del
fagosoma con los lisosomas y su accién bactericida. Sin embargo, solamente las cepas virulentas
pueden inhibir esta fusidn y transformar el fagosoma en un nicho para su replicacién (Cianciotto, 2001;
Swanson y Hammer, 2000). A los pocos minutos de la internalizacion, el fagosoma se fusiona con el
reticulo endoplasmatico formando una vacuola protegida, dentro de la cual empieza a replicarse. El

periodo de replicacion puede prolongarse durante varias horas.

El paso de fase replicativa a fase de transmisiva parece estar regulado por las condiciones ambientales,
especialmente por la limitacion de aminoacidos y/o acidos grasos (Gomez-Valero et al., 2009; Hammer y
Swanson, 1999). Cuando las condiciones son favorables para la replicacién, los caracteres que
promueven la transmisidn son reprimidos y la bacteria se multiplica. Cuando los nutrientes en la vacuola
se agotan, la progenie se diferencia de fase replicativa a fase transmisiva reprimiendo la replicacion y
expresando una serie de caracteres como la resistencia a los &cidos, la expresién de flagelos o la
citiotoxicidad, lo que conduce a la muerte del macréfago y a la liberacion de un gran nimero de bacterias
desde la célula a través de la formacion transitoria de un poro (Molmeret y Abu Kwaik, 2002). Las
bacterias liberadas pueden infectar otros macréfagos, de manera que se amplifica la concentracién de

bacterias en el pulmén.

Se cree que la interaccion de L. pneumophila con protozoos de vida libre ha generado a lo largo de la
evolucion una serie de caracteres de virulencia que la han dotado de capacidad para infectar células
humanas. Las estructuras de superficie de membrana juegan un papel importante en la patogenicidad de
Legionella (Cianciotto, 2001). La adherencia, seguida de la entrada de la bacteria en la célula huésped
es un paso crucial en el ciclo de infeccién. 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 en
macrofagos alveolares y protozoos. Otros aspecto importante en la virulencia de Legionella es la
capacidad de secretar citotoxinas y proteasas destructoras de tejido al medio extracelular (Aragon, Kurtz,

Flieger, Neumeister, y Cianciotto, 2000). EI mecanismo que impide la degradacién lisosomal del
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fagosoma una vez que Legionella ya ha entrado en el macréfago es otro factor importante. Este proceso
parece estar relacionado con los sistemas de secrecion tipo 1V, que actia durante la fagocitosis para
prevenir la fusion fagosoma-lisosoma y establecer la vacuola de replicacion (Bruggemann, Cazalet, y
Buchrieser, 2006).

inhibician de la fusidon
fagosoma-lisosoma

1

Endocitosis y formaciol
del fagosoma —

4

Maduraciony
liberacion

2

Vacuolizacion

capfacion reficulo
endoplasmatico

VACUOLA
REPLICATIVA

Replicacion

Figura 4. Representacion del ciclo intracelular de Legionella en un macréfago.

Adaptado de Cazalet, C., Rusniok, C., Briggemann, H., Zidane, N., Magnier, A., Ma, L y Buchrieser, C. (2004).
Evidence in the Legionella pneumophila genome for exploitation of host cell functions and high genome
plasticity. Nature genetics,36(11), 1165-1173.
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2. Legionelosis: aspectos clinicos

2.1. Mecanismos de transmision

El reservorio primario o habitat natural de Legionella es el entorno acuatico: rios, corrientes de agua,
estanques 0 pozos. Desde estos reservorios naturales, Legionella puede colonizar los sistemas de
abastecimiento de agua de consumo humano e incorporarse a instalaciones de edificios u otras
instalaciones que requieran agua para su funcionamiento. Estas instalaciones son la fuente de infeccién

en humanos. En la figura 5 se esquematizan estos conceptos.

Las instalaciones que generan aerosoles y que se colonizan facilmente con Legionella son las fuentes
que generan la mayoria de casos comunitarios. Destacan, por su importancia, las torres de refrigeracion
y los condensadores evaporativos, pero también cabe mencionar, por su riesgo, piscinas, bafieras de
hidromasaje, humidificadores, fuentes ornamentales y sistemas de riego por aspersion. Los aerosoles
emitidos por duchas en edificios con circuitos de retorno, como hoteles, suponen también instalaciones
de riesgo. EI mecanismo de transmisién de Legionella a partir de estas fuentes es la inhalacion de
aerosoles. El agua sanitaria, fria y caliente, es la fuente hospitalaria mas importante. En este caso, a
pesar de que existe un riesgo de transmision a través de aerosoles de duchas u otras fuentes, se cree
que el principal mecanismo es la microaspiracion de agua contaminada. No existe evidencia de
transmision de Legionella directamente de persona a persona. La excepcion en la adquisicion a partir de
reservorio acuatico es L. longbeachae, que se ha asociado a trabajos de jardineria o a actividades en

contacto con la tierra (Amodeo, Murdoch, y Pithie, 2010; Lindsay et al., 2012).

El tracto respiratorio es la via primaria de entrada del microorganismo en los humanos. La inhalacién de
aerosoles o goticulas respirables con Legionella (de menos de 1 um a 5 um) permite la llegada de la
bacteria a los alveolos pulmonares, donde queda retenida. Los aerosoles emitidos por las torres de
refrigeracion pueden transmitirse a un area limitada de unos 200 metros; sin embargo, en determinadas
condiciones de viento, los aerosoles pueden llegar hasta mas de 3 kilometros de distancia de la fuente
de infeccion (Addiss et al., 1989). Las goticulas de agua respirables se pueden formar siempre que se
rompe o fragmenta un flujo de agua cuando impacta sobre superficies duras, como por ejemplo, durante
la ducha. Estudios de simulacion han mostrado que a partir de duchas contaminadas en los cabezales,
la cantidad de Legionella emitida al ambiente es relativamente baja, y solo llega a cortas distancias
(Schoen y Ashbolt, 2011). La transmision de Legionella a largas distancias mediante nicleos goticulares

desecados no se ha demostrado.
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Figura 5. Representacion grafica de la ruta de diseminacion de Legionella desde las
fuentes naturales hasta el huésped humano.

Adaptado de Mercante, J. W., y Winchell, J. M. (2015). Current and emerging Legionella
diagnostics for laboratory and outbreak investigations. Clinical Microbiology Reviews, 28(1), 95—
133.

Hasta ahora, las evidencias a favor de la transmision por microaspiracion de agua contaminada son
Unicamente clinicas. Yu (1993) postul6 esta hipotesis en la década de los 90 a partir de observaciones
de casos de adquisicién nosocomial en los que no siempre se habia producido exposicién a duchas
(Blatt et al., 1993; Marrie et al., 1991; Venezia, Agresta, Hanley, Urquhart, y Schoonmaker, 1994). Desde
entonces, mas autores han apoyado esta hipétesis (Sabria y Yu, 2002), basandose en el hecho de que
los pacientes hospitalizados tienen mayor riesgo de microaspirar ya sea por su patologia o por
determinadas instrumentalizaciones, como la intubaciéon (Kool et al., 1998). Se ha constatado, por
ejemplo, que en pacientes que desarrollaron neumonia por aspiracion tras cirugia de cabeza y cuello, el
30% de los casos la etiologia fue Legionella (Johnson et al., 1985). La constatacion de que la hidratacion
con agua del grifo a través de las sondas nasogastricas es un factor de riesgo seria otro dato que
apoyaria este mecanismo (Blatt et al., 1993; Marrie et al., 1991; Venezia et al., 1994). A pesar de estas

evidencias indirectas, la colonizacion orofaringea por Legionella no se ha demostrado (Pedro-Botet et al.,
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2002). El papel de las duchas como fuente de infeccion relevante en el medio hospitalario no ha sido del
todo demostrado, incluso se ha descrito que pacientes hospitalizados que realizan la higiene con ducha
presentan menor riesgo de adquirir neumonia por Legionella (Blatt et al., 1993; Helms et al., 1988). Ello
se explicaria porque los pacientes que deambulan tienen una menor probabilidad de aspirar en
comparacion con los pacientes encamados. En el medio hospitalario, otra via de inhalacién de aerosoles
puede ser la exposicion a nebulizadores o equipos de terapia respiratoria tratados con agua del grifo.
Como se vera mas adelante, la diversidad de usos que se hace del agua en un centro hospitalario
justifica la necesidad de disponer de politicas de seguridad con procedimientos que regulen el uso del

agua de la red de distribucién.

Aparte de los ya mencionados, Legionella vive y se multiplica en multiples reservorios humedos que
también se han asociado a la aparicion de casos clinicos. En una reciente revision, se mencionan, entre
otros, las maquinas de hielo, las maquinas refrigeradoras de vapor, las lineas dentales, los depésitos de
liquido limpiaparabrisas, y la propia agua de lluvia (van Heijnsbergen et al., 2015). Esta diversidad
dificulta el ya de por si complejo abordaje del origen de la adquisicion de la enfermedad, en especial en

los casos esporadicos.

2.2. Formas clinicas y factores de riesgo

La enfermedad por Legionella puede presentar un espectro clinico muy variable, desde formas leves
hasta una enfermedad grave con insuficiencia respiratoria y fracaso multiorganico (Sabria y Yu, 2012;
Cunha, Burillo y Bouza, 2015). Clasicamente se diferencian dos formas de afectacion respiratoria: la
fiebre de Pontiac y la neumonia por Legionella. La enfermedad extrapulmonar es rara, pero se han
descrito casos de celulitis, pancreatitis, peritonitis y pielonefritis atribuidos a la diseminacion hematogena
durante la neumonia por Legionella. Hay otras formas extrapulmonares que no se asocian a neumonia,
secundarios a la inoculacién directa de la bacteria en las heridas y que se han descrito en contextos

hospitalarios (Lowry, Blankenship, Gridley, Troup, y Tompkins, 1991).

La fiebre de Pontiac es una enfermedad leve y cursa sin neumonia. En la mayor parte de casos no se
llega al diagnostico etiologico debido a su caracter autolimitado y de poca gravedad. El periodo de
incubacién habitualmente es corto, de entre 24 a 48 horas. Las manifestaciones clinicas mas habituales

son fiebre, escalofrios y mialgias localizadas.

La neumonia por Legionella, o enfermedad del legionario, se presenta con un espectro clinico variable:
puede cursar como una neumonia atipica, con manifestaciones fundamentalmente extrapulmonares, o
bien de forma similar a una neumonia neumocécica. Tras un periodo de incubacién de 2 a 10 dias
aparecen fiebre, escalofrios, cefaleas, mialgia y malestar general, asi como tos seca que puede volverse

productiva con el tiempo. Se desarrollan infiltrados que afectan a los lébulos inferiores. En ocasiones
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pueden aparecer diarrea, hiponatremia y alteracién del estado mental como confusién o letargia. En
inmunodeprimidos, la enfermedad se presenta de una forma mas grave, ya que puede tener forma
cavitada en la radiografia de torax y afectacion extrapulmonar (Jacobson, Miceli, Tarrand, y
Kontoyiannis, 2008).

Los factores de riesgo que de forma mas consistente se han asociado a la neumonia por Legionella son
la edad avanzada, el sexo masculino, el tabaquismo, la enfermedad respiratoria cronica y la
inmunosupresion. Los pacientes inmunosuprimidos, ya sea por la administracion de corticoides,
farmacos inmunosupresores u otras terapias, suponen una poblacién de especial riesgo. La
corticoterapia por si sola es un factor frecuentemente asociado en las series de pacientes con neumonia
por Legionella (Carratala et al., 1994; Kool et al., 1998; Lepine et al., 1998). En una reciente revision de
pacientes con legionelosis y cancer, se constato que el 41% estaban recibiendo corticoterapia y el 63%
quimioterapia (Jacobson et al., 2008). Los receptores de trasplantes de 6rgano sélido son otra poblacion
de especial riesgo reconocida desde hace afios (Chow y Yu, 1998; Mathys, Deng, Meyer, y Junge-
Mathys, 1999). En un estudio retrospectivo, se describieron 14 casos de legionelosis entre un total de
2946 pacientes trasplantados (Gudiol et al., 2009). Los pacientes en tratamiento con factor de necrosis
tumoral alfa pueden presentar un riesgo de hasta 20 veces superior en comparacion con la poblacion
sana (Lanternier et al., 2013; Tubach et al., 2006). El uso cada vez méas extendido de terapias biologicas
puede suponer un factor de riesgo afiadido para muchos enfermos: en una reciente revisiéon de 105

casos publicados se constatd una mortalidad global del 19% (Bodro, Carratala, y Paterson, 2014).

Estos factores de riesgo clasicos, observados en series clinicas, se deben interpretar con precaucién
cuando se considera la perspectiva poblacional. Las series mas actuales de legionelosis adquirida en la
comunidad, en las que se incluyen pacientes menos graves diagnosticados mayoritariamente por
antigenuria, muestran que esta infecciéon suele presentarse también en individuos jovenes y sin
enfermedad de base, aln cuando en la mayoria de los casos suele estar presente el habito tabaquico
(de Olalla et al., 2008; von Baum et al., 2008). Asimismo, la neumonia por Legionella es infrecuente en
nifios, aunque no inexistente. En una revisién de la literatura publicada hasta el momento se identificaron
76 casos publicados de legionelosis infantil, la mayoria en nifios con comorbilidades de base
(Greenberg, Chiou, Famigilleti, Lee y Yu, 2006). La adquisicion fue comunitaria en el 46% de los casos y

nosocomial en el resto.

Recientemente estd adquiriendo interés el estudio de los factores genéticos asociados a una mayor
susceptibilidad a las infecciones. Se sabe que los denominados receptores toll-like juegan un papel
fundamental en la inmunidad innata por su papel en el reconocimiento de patégenos bacterianos, entre
ellos, L. pneumophila. Misch et al. (2013) han descrito que un determinado polimorfismo de los
receptores toll-like se ha asociado de manera independiente a la infeccion por L. pneumohila, con una

odds ratio mayor de 4. Este riesgo estaba mas aumentado en fumadores. Estos datos sugieren que,
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aparte de factores ambientales, la susceptibilidad individual de base genética podria jugar un papel

importante, aunque poco conocido hasta el momento.

Los pacientes que contraen legionelosis nosocomial presentan muchos de los factores de riesgo
intrinsecos o extrinsecos anteriormente citados, pero ademas deben tenerse en cuenta otras
apreciaciones. Tal y como se ha apuntado anteriormente, la subyacente hipétesis de la colonizacion
orofaringea por Legionella implica que muchos de los factores de riesgo de la legionelosis nosocomial
serian los mismos que los de la neumonia por aspiracién. Asi, la cirugia previa, la intubacion
endotraqueal, la utilizacién de sondas nasogéstricas y los estados clinicos que predisponen a la
microaspiracién son condiciones que se dan casi exclusivamente en pacientes hospitalizados. Su
importancia estriba en que con una correcta aplicacién de los procedimientos asistenciales basada en

criterios de seguridad del agua, serian factores de riesgo evitables en la mayor parte de casos.

El prondstico de la neumonia por Legionella esta relacionado con la enfermedad de base del paciente, la
forma clinica de presentacion y el retraso en el inicio del tratamiento adecuado. La principal complicacion
y causa de muerte es la insuficiencia respiratoria. La letalidad se sitlia entre el 5% y el 30%. Esta
letalidad viene determinada por las caracteristicas del indculo, la especie y el serogrupo del
microorganismo, la patologia y los tratamientos de base del paciente y la adecuacion del tratamiento
(Chidiac et al., 2012; Mykietiuk et al., 2005; Pedro-Botet et al., 1998; Prodinger et al., 1994).

Pocos estudios de series de casos clinicos han analizado si existen diferencias en la presentacion clinica
y en el prondstico en la neumonia por Legionella segun si la adquisicion ha sido comunitaria o
nosocomial. Helms et al. (1984) describieron una mayor mortalidad en pacientes con legionelosis
nosocomial, con un 25% de fallecimientos. Por el contrario, Pedro-Botet et al. (1995), no encontraron
diferencias significativas en las caracteristicas clinicas ni en la mortalidad. En un trabajo més reciente,
Jespersen et al. (2010) describen que las formas nosocomiales presentan menos signos y sintomas
tipicos de neumonia y un mayor retraso en solicitar pruebas especificas de investigacion de Legionella,

siendo la mortalidad a 30 dias tres veces mayor.

2.3. Diagnéstico y tratamiento

2.3.1. Diagnéstico clinico

No es posible distinguir la legionelosis de otras formas de neumonia por su presentacién clinica. Sin
embargo, hay una serie de datos que pueden llevar a la sospecha diagnéstica (Sabria y Yu, 2012). La
fiebre suele ser elevada y se puede observar una bradicardia relativa. También pueden aparecer
cefaleas, confusidén o alteracion del nivel de conciencia. La expectoracion escasa con esputo poco
purulento se ha considerado caracteristica de la neumonia por Legionella. En un 20-40% de los casos

aparecen manifestaciones gastrointestinales. El tratamiento previo con betalactamicos sin obtencion de
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respuesta también es un dato importante. En la analitica, la hiponatremia se presenta con mas
frecuencia en la neumonia por Legionella que en otros tipos de neumonia. Ademas, puede observarse
un aumento de la creatincinasa, que es poco frecuente en otras etiologias. En cuanto a la presentacién
radiolégica, la afeccion pulmonar unilateral es la mas frecuente. La progresion radiolégica que se
observa en un 50-80% de los casos. Esta progresion, que se produce entre el segundo y el sexto dia, se

puede observar incluso en aquellos pacientes que estan recibiendo un tratamiento antibiético adecuado.
2.3.2. Diagnéstico de laboratorio

El aislamiento en cultivo se considera la técnica “gold standard” para el diagnéstico y aislamiento de
Legionella, que permite detectar cualquiera de las especies y serogrupos. Ademas, es necesario para la
realizacion de estudios epidemioldgicos y moleculares. El aislamiento en cultivo tiene una especificidad
del 100% y una sensibilidad de entre el 50% y el 80% cuando la sospecha clinica es elevada (Mentasti
et al., 2012). La sensibilidad parece ser mayor en pacientes hospitalizados con formas mas severas de la
enfermedad, debido a la mayor carga microbiana en las muestras respiratorias (Blyth, Adams, y Chen,
2009). Las colonias de Legionella se reconocen por su crecimiento lento y su morfologia. Necesitan dos
dias de incubacion a 37°C y atmésfera humidificada con 5% de CO, para formar microcolonias de unos
0,5 mm y tres dias para formar macrocolonias de 1 a 2 mm. La necesidad de disponer de resultados con

mayor rapidez fue la clave para desarrollar otras técnicas de deteccidn rapida de Legionella.

La deteccion de antigeno en orina es, actualmente, la prueba diagndstica més utilizada en la practica
clinica. Se estima que, actualmente, entre el 80y el 90% de los casos de legionelosis de Europa y EEUU
se diagnostican exclusivamente por antigenuria (Mercante y Winchell, 2015). Se trata de una prueba
sencilla que presenta una gran sensibilidad y especificidad. El antigeno de L. pneumophila en orina
puede detectarse desde el inicio de los sintomas y persiste durante meses. Desde hace varios afios
existen en el mercado kits comerciales para la deteccion del antigeno en orina basados en
radioinmunoanalisis y enzimoinmunoandlisis (EIA). En los Ultimos afios también se han desarrollado
ensayos inmunocromatograficos (ICT) que presentan sensibilidad y especificidad parecidas a las de EIA
(de Ory y Minguito, 2009). Los kits basados en EIA (Binax, Bartels) y en ICT (BinaxNOW, SAS, Uni-Gold)
forman parte de las pruebas diagndsticas rutinarias en la practica clinica actualmente. Los kits basados
en la técnica ICT permiten obtener resultados muy répidos y no requieren ningun equipamiento
especifico, resultando mas sencillos que los de EIA. Sin embargo, cabe destacar la baja sensibilidad de
estas técnicas para la deteccién de L pneumophila que no sea del serogrupo 1: mientras que la
sensibilidad en los casos de neumonia por L. pneumophila serogrupo 1 es del 80%-90%, en los otros
serogrupos de L. pneumophila es menor al 50% (Helbig et al., 2003; Svarrer, Luck, Elverdal, y Uldum,
2012).

La deteccion por técnicas moleculares se basa en la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa

(PCR), que permite la amplificacién de pequefios fragmentos de ADN de Legionella. Esta técnica puede
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realizarse tanto en muestras respiratorias como en orina y en suero, por lo que resulta particularmente
interesante en pacientes que no producen esputo. Una variante de esta técnica, la PCR a tiempo real,
que analiza el producto amplificado mediante fluorescencia, ha permitido reducir aun mas el tiempo de
andlisis. La PCR a tiempo real para el gen mip de L. pneumophila presenta mayor sensibilidad que el
cultivo (Blyth et al., 2009; Mentasti et al., 2012). Sin embargo, la obtencion de falsos positivos y la
presencia de inhibidores como la hemoglobina o la urea que, por el contrario, pueden dar falsos
negativos, hacen que la PCR no forme parte de la rutina de los laboratorios diagnosticos. Datos
recientes sugieren que el ADN de L. pneumophila se puede detectar en orina con una sensibilidad
superior al 80% (Lindsay et al., 2004). En suero, la sensibilidad seria de entre el 30%-50% (Diederen et
al., 2007; Mentasti et al., 2012).

2.3.4. Tratamiento

El tratamiento de la neumonia por Legionella comprende la antibioterapia especifica y el manejo de las
complicaciones y comorbilidades. Uno de los factores que condiciona el prondstico de la enfermedad es
la instauracién del tratamiento antibiotico adecuado precozmente (Chidiac et al., 2012; Levy, Le Jeune,
Woodhead, Macfarlaned y Lim, 2010). Debido a que L. pneumophila es un patégeno intracelular, se
deben utilizar antibiéticos que garanticen concentraciones terapéuticas intracelulares en los macréfagos,

como los macrdlidos, las quinolonas o las tetraciclinas.

Actualmente, los antibidticos de eleccion para el tratamiento de la neumonia por Legionella son la
azitromicia o el levofloxacino, puesto que ofrecen mayor actividad in-vitro y menos efectos secundarios
que la eritromicina (File et al., 1997; Pedro-Botet y Yu, 2006; Vergis et al., 2000). Las quinolonas han
sido recomendadas en pacientes trasplantados ya que estas, a diferencia de macrélidos, no producen
interferencias en el metabolismo de los farmacos inmunosupresores. Ademas, en casos severos de la
enfermedad tratados con quinolonas se ha observado una reduccién del tiempo de hospitalizacién y han
presentado menos complicaciones que los tratados con macrdlidos (Sabria et al., 2005). La terapia
combinada se ha sugerido para el tratamiento de los casos severos; sin embargo, no existe evidencia de
superioridad respecto a la monoterapia (Mandell et al., 2007). En un reciente metaanélisis (Burdet et al.,
2014) la odds ratio combinada de mortalidad fue de 0,5 de las quinolonas en relacion a los macrdlidos, y

la estancia media fue también menor, con un promedio de tres dias menos.

La duracién del tratamiento se debe evaluar en base a la respuesta clinica y los marcadores bioldgicos.
Las guia de la IDSA/ATS (Mandell et al., 2007) recomienda una duracion minima de 5-14 dias, llegando

hasta 21 dias en pacientes inmunocomprometidos
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3. Lalegionelosis como problema de salud publica

3.1. Epidemiologia de la legionelosis

La legionelosis es una enfermedad de declaracién obligatoria en la mayor parte de paises con sistemas
de vigilancia epidemioldgica estructurados. Sin embargo, es probable que la magnitud de la legionelosis
esté infravalorada a nivel mundial debido una insuficiente accesibilidad a pruebas diagndsticas y la poca
exhaustividad de los sistemas de vigilancia, cuando los hay. La incidencia global de la legionelosis es,
por tanto, dificil de cuantificar. En paises con sistemas de vigilancia bien establecidos, las tasas de
incidencia por millén de habitantes pueden variar considerablemente, asi como su letalidad (tabla 2).
Globalmente, las distribuciones por edad y sexo son similares entre los paises notificantes. La
enfermedad es mas frecuente en hombres y afecta mayormente a personas de mas de 50 afios. En
paises de clima templado sigue un patron estacional bastante claro, con picos a finales de verano y

principios de otofio.

Tabla 2. Datos poblacionales de la legionelosis en paises con sistemas de vigilancia.

Tasa por millon =50 afios (%) Ratio Letalidad (%)
de habitantes hombre:mujer
Europa 9,2 77,0% 2,811 10.3%
EEUU 10,8 74,0% 1,8:1 8,0%
Canada 4,0 75,0% 1,6:1
Nueva Zelanda 14,0 1,71 51%
Japén 7,0 90,8% 4,3:1
Singapur 6,5 76,1% 1,4:1 2,2%
Australia 13,0 87,0% 1,9:1

Nota. Adaptado de Phin, N., Parry-Ford, F., Harrison, T., Stagg, H. R., Zhang, N., Kumar, K., y
Abubakar, 1. (2014). Epidemiology and clinical management of Legionnaires' disease. The Lancet
infectious diseases, 14(10), 1011-1021.

En Europa, los datos de vigilancia epidemioldgica de la legionelosis de cada estado miembro se reportan
a los ECDC. Sin embargo, existen algunas diferencias en los criterios diagndsticos de legionelosis entre
los ECDC y el Centro Nacional de Epidemiologia (Espafia). Quizés la mas relevante es que éste ultimo
incluye la fiebre de Pontiac, mientras que los ECDC sélo admiten casos de neumonia. Las tablas 3 y 4

exponen estos criterios.
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Tabla 3. Criterios diagnosticos de legionelosis del ECDC (2012).

Criterio clinico:
Cualquier persona con neumonia.

Criterio de laboratorio para caso confirmado:
Al menos uno de los siguientes:
- Aislamiento de Legionella en secreciones respiratorias o cualquier otra muestra esteéril.
- Deteccion de antigeno L. pneumophila en orina.
- Aumento especifico del nivel de anticuerpos frente a L. pneumophila serogrupo 1 en dos muestras.

Criterio de laboratorio para caso probable:
Al menos uno de los siguientes:
- Deteccién de antigeno de L. pneumophila en secreciones respiratorias o tejido pulmonar por inmunofluorescencia
directa usando reactivos monoclonales.
- Deteccion de acido nucleico de Legionella spp. en secreciones respiratorias, tejido pulmonar u otras muestras
normalmente estériles.
- Aumento significativo del nivel de anticuerpos frente a L. pneumophila diferente al serogrupo 1 u otra Legionella spp.
en dos muestras.
- Titulo Unico de anticuerpos elevados frente a L. pneumophila serogrupo 1.

Clasificacion de los casos:
Caso probable: cualquier persona con criterio clinico y al menos una prueba de laboratorio de caso probable.
Caso confirmado: cualquier persona con criterio clinico y con criterio de laboratorio de caso confirmado.

Tabla 4. Criterios diagndsticos de legionelosis del Centro Nacional de Epidemiologia (2013)

Criterio clinico:

- Legionelosis: enfermedad respiratoria aguda con signos focales e imagenes radioldgicas compatibles con neumonia.
Otros sintomas y signos son cefalea, mialgias, diarrea y vémitos, 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 de Legionella a partir de secreciones respiratorias, tejido pulmonar o
sangre.
- Deteccion de antigeno de L. pneumophila en orina por inmunocromatografia o ELISA.
- Seroconversion (aumento del titulo de anticuerpos en cuatro veces 0 mas) con un segundo titulo minimo de 128 frente
a L. pneumophila serogrupo 1 por inmunofluorescencia indirecta, en sueros tomados en la fase aguda y convaleciente
de la enfermedad.

Caso probable

- Deteccion 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,
incluido el serogrupo 1.

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

- Seroconversion (aumento del titulo de anticuerpos en cuatro veces 0 mas) con un segundo titulo minimo de 128 frente
a cualquier especie o serogrupo de Legionella distinto de L. pneumophila serogrupo 1, por inmunofluorescencia
indirecta, en sueros tomados en la fase aguda y convaleciente de la enfermedad.

- Titulo Unico de anticuerpos elevado (= 256) frente a L. pneumophila serogrupo 1.
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A efectos de vigilancia epidemioldgica, los casos de legionelosis se clasifican como esporadicos o
asociados a brotes. A su vez, y atendiendo al ambito en el que se ha adquirido la enfermedad, en cada
pais notificante los casos se clasifican en comunitarios, nosocomiales, relacionados con viajes
nacionales y relacionados con viajes al extranjero. Las figuras 6 y 7 muestran la evolucién temporal de

las tasas de incidencia y de los brotes de legionelosis en Europa.
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Figura 6. Evolucién de las tasas de legionelosis (casos por millén de
habitantes) en la Unidn Europea por afio de notificacion, 1995 — 2012.
Fuente: European Centre for Disease Prevention and Control (2014). Legionnaire’s
disease surveillance in Europe, 2012. Stockholm: ECDC.
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Figura 7. Evolucion anual del nimero de brotes de legionelosis en la
Unidn Europea y de la media de casos por brote, 2008 — 2012.

Fuente: European Centre for Disease Prevention and Control (2014). Legionnaire’s
disease surveillance in Europe, 2012. Stockholm: ECDC.

En Espafia la legionelosis se incluy6 en 1996 entre las enfermedades de declaracion obligatoria y sus
datos globales son agregados a través de la Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (RENAVE), que

recibe las notificaciones de las distintas comunidades auténomas. En el periodo 1997-2011 se
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declararon 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,
con un descenso en el afio 2011 (figura 8). El incremento en el periodo de 1997 a 2000 se atribuye a la

introduccién de la deteccién de antigeno en orina.

5 -
4 -
» 31
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1997 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011
—Btasas | 0,49 | 0,87 | 1,14 | 1.1 | 3,40 | 3,54 | 3,05 | 2,67 | 3 |3,07| 266|299 |2,71 2,84 |2.14
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Figura 8. Evolucidn de la incidencia de legionelosis en Espafa. Tasas por 100.000

habitantes, 1997-2011.
Fuente: Centro Nacional de Epidemiologia. Instituto de Salud Carlos 111 (2012). Brotes de
legionelosis notificados a la Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica. Afios 1999 a 2011.

Durante el periodo 1999-2011 se declararon 597 brotes de legionelosis que afectaron a un total de 3.785
personas, de las que el 83% requirieron hospitalizacion. La mayoria de brotes, 408 en total, se
produjeron en el &mbito comunitario, 36 fueron nosocomiales y 153 se asociaron a viajes. Los brotes de
adquisicion nosocomial afectaron a un total de 164 pacientes, de los que fallecieron 37, lo que supuso
una letalidad del 22,6%. En cambio, la letalidad global en los brotes comunitarios fue mucho menor, del
3% (tabla 5).

En cuanto a la identificacién de la fuente de infeccién, la RENAVE reporta que la investigacién ha sido
aportada en menos del 50% de los brotes comunitarios, ain menor en los brotes de adquisicidon
nosocomial. Esta limitacién se constata en la mayoria de paises europeos: de los 4.523 casos de
legionelosis declarados en Europa el afio 2012, se hizo una investigacion ambiental exhaustiva en 768
(16%) (European Centre for Disease Prevention and Control, 2014). Una de las principales limitaciones
en el estudio del origen de los brotes es el bajo numero de muestras clinicas que se pueden obtener de
los pacientes, por la propia idiosincrasia de la enfermedad. Como se expondra a continuacion, la
comparacién de las cepas aisladas a partir de las muestras clinicas de los enfermos con las cepas
ambientales es la base no sdlo para el control de los brotes sino también para un mejor conocimiento de

las fuentes de infeccion y los mecanismos de transmision de Legionella.

-23 -



Tabla 5. Brotes de legionelosis comunitarios y nosocomiales en Espafia. Evolucion temporal, casos y
fallecidos, 1999-2011.

Brotes comunitarios Brotes nosocomiales
Ano N° N° Media Letalidad Ano N° N° Media Letalidad
brotes  casos casos brotes casos casos
1999 8 78 9,8 7,7 1999 2 8 4,0 50,0
2000 12 243 20,3 49 2000 5 28 5,6 28,6
2001 19 716 37,7 1,0 2001 6 41 6,8 3,7
2002 34 329 9,7 24 2002 6 29 4.8 17,2
2003 39 212 54 24 2003 2 10 5,0 20,0
2004 36 187 52 59 2004 2 8 4,0 12,5
2005 57 367 6,4 33 2005 1 9 9,0 11,0
2006 34 257 7,6 1,6 2006 3 6 2,0 1,0
2007 27 110 4.1 45 2007 2 7 35 0,0
2008 46 189 4,1 2,6 2008 3 7 2,3 14,3
2009 27 126 47 5,6 2009 0 0 0,0 14,3
2010 40 207 52 53 2010 1 2 2,0 0,0
2011 29 107 3,7 0,0 2011 3 9 3,0 11,1

Nota. Adaptado de Centro Nacional de Epidemiologia. Instituto de Salud Carlos Il (2012). Brotes de
legionelosis notificados a la Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica. Afios 1999 a 2011.

3.2. Brotes de legionelosis nosocomial: caracteristicas e implicaciones

Los brotes de legionelosis nosocomial tienen como origen comdn el agua sanitaria. Si bien se ha
reportado algin brote de legionelosis nosocomial asociado a las propias torres de refrigeracion por
entrada de aerosoles contaminados al interior de las habitaciones, son los diversos usos clinicos del
agua las fuentes de exposicion mas importantes de Legionella en los pacientes ingresados. La
inhalacién de aerosoles contaminados puede ser debida a la exposicién al agua de duchas o grifos
aerosolizada. Pero la llegada del microorganismo al pulmén también puede producirse por
microaspiraciones previa colonizacion orofaringea. Legionella podria colonizar la orofaringe por uso

directo del paciente (deglucion de agua) o por la utilizacién de agua del grifo para usos clinicos diversos.

Debido a estos multiples mecanismos de adquisicion de Legionella en los hospitales, el término “brote”
no seria apropiado para describir las diferentes realidades que pueden producirse en un hospital. A
pesar de que se han producido claras situaciones de brote en su término clasico (elevado numero de
casos en un corto espacio de tiempo), la legionelosis nosocomial no siempre se presenta siguiendo este
patron. Se ha propuesto que es mas adecuado el uso de los términos “caso esporadico”, “casos
endémicos” o “casos hiperendémicos” (Sabria y Yu, 2002). Dado que el diagnostico esta frecuentemente
infraestimado, estos términos estarian mas relacionados con la intensidad de la vigilancia activa de la

legionelosis que con la incidencia real de casos. En la actualidad, la deteccion de un solo caso de
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legionelosis nosocomial se trata como un evento centinela que requiere investigacion y medidas de

control inmediatas.

La revision de la literatura sobre legionelosis nosocomial permite un doble enfoque. Por un lado, existen
los reportes de situaciones de endemia o hiperendemia hospitalarias en los que se relacionan los casos
clinicos con la presencia de Legionella en el agua, y que habitualmente se publican tras la instauracion
de medidas de control, generalmente la desinfeccion del sistema. Estos trabajos se analizaran en
apartados posteriores; como se vera, las legislaciones y guias técnicas vigentes en la actualidad estan
dirigidas mayoritariamente al control de Legionella en las instalaciones. Por otro lado, otros trabajos, que
son los que se expondran a continuacion, han investigado el mecanismo de adquisicién desde un punto
de vista clinico, partiendo de la base de que Legionella ya estaba presente en el agua de la red de

distribucion.

Los casos de adquisicion nosocomial de Legionella secundarios al uso de agua contaminada para
cuidados clinicos se empezaron a publicar a partir de los afios 80 y principios de los 90. Los equipos de
terapia respiratoria, con nebulizacion de medicamentos o humidificadores de oxigeno, fueron de los
primeros descritos (Arnow, Chou, Weil, Shapiro, y Kretzschmar, 1982; Mastro et al., 1991; Woo, Goetz, y
Yu, 1992). La utilizacién del agua del grifo para la hidratacién a través de sonda nasogastrica también
fue descrita hace afios como causa de legionelosis (Blatt et al., 1993; Venezia et al., 1994). Estas
evidencias conllevaron la sustitucion progresiva del agua del grifo por agua estéril para este tipo de
maniobras, y hoy en dia ya se considera una practica de seguridad universal en hospitales. Algunas
legislaciones sobre Legionella, como la de Catalufia, especifica que estas préacticas deben aplicarse

obligatoriamente en todos los centros sanitarios (Decreto 352/2004).

Con posterioridad, han aparecido publicaciones describiendo otro tipo de exposiciones que han
conllevado la adquisicion de Legionella en pacientes. La utilizacién de una bafiera contaminada ocasion6
casos mortales de legionelosis en una unidad de hematologia (Brulet et al., 2008). En este sentido, las
piscinas utilizadas para los partos en hospitales pueden ser un nuevo reservorio de la bacteria (Teare y
Millership, 2012). Otros mecanismos descritos menos frecuentemente son los relacionados con la
practica de aclarar utillaje sanitario semicritico con agua del grifo. Levy et al. (2003) relacionaron el uso
de un ecografo transesofagico que se aclaraba con agua del grifo con diversos casos de legionelosis.
Las unidades de neonatos son areas en las que la legionelosis es un riesgo conocido desde hace afios
(Greenberg, Chiou, Famigilleti, Lee, y Yu, 2006; Luck et al., 1994; Womack, Liang, llagan, Weyhing, y
Planas, 1992). Recientemente, se ha publicado el primer brote de legionelosis debido al uso de un
humidificador por ultrasonidos en una unidad de neonatos a término (Yiallouros et al., 2013). En Taiwan
se produjeron dos casos de legionelosis asociados a la aspiracion de nutricion enteral infantil que se
habia preparado con agua del grifo (Wei et al., 2014): se constatd que los perfiles de L. pneumophila
obtenidos por PFGE del agua y de las muestras clinicas fueron idénticos. Otro caso recientemente

descrito en neonatos fue debido a la exposicion al agua de una bafiera de parto natural (Fritschel,
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Sanyal, Threadgill, y Cervantes, 2015). La legionelosis nosocomial infantil puede ser una enfermedad
infradiagnosticada. Si bien es cierto que en los grandes brotes comunitarios la incidencia de legionelosis
en este grupo poblacional es baja o nula, en el entorno hospitalario no deberia descartarse esta

enfermedad ante un nifio con neumonia (Sabria, 2014).

En hospitales, el uso de agua para fines no asistenciales también puede ocasionar transmisiones
nosocomiales. Se han descrito casos secundarios al consumo de cubitos de hielo de una maquina de un
centro sanitario (Graman, Quinlan, y Rank, 1997), o a una fuente decorativa ubicada en una zona de

paso (Palmore et al., 2009).

Las publicaciones de brotes noscomiales en nuestro entorno son més bien escasos. El grupo de Sabria,
pionero en el reconocimiento de esta realidad, ha descrito la situacion de hiperendemia de un hospital
universitario corregida con medidas de desinfeccion sistémica (Modol et al., 2007; Ragull et al., 2006).
Campins et al. (2000) reportaron cuatro casos de infeccidon nosocomial por L. pneumophila serogrupo 6
en una unidad de trasplante renal pediatrico. Los casos se conocieron por analisis retrospectivo a partir
de un paciente identificado en 1996. El estudio molecular evidencié el mismo patrén en muestras clinicas
y ambientales; la exposicién al agua de ducha fue el factor de riesgo que se identificd en todos los
casos. Un brote de mayor magnitud se produjo en el afio 2005 en un hospital monografico onco-
hematoldgico: afectdé a doce pacientes de los que fallecieron tres (Gudiol et al., 2007). El brote se
relaciond con la presencia de concentraciones elevadas de Legionella en el agua caliente ebido a un
mantenimiento inadecuado de las temperaturas. Bou y Ramos (2009) publicaron un brote nosocomial
por L. pneumophila serogrupo 1 que afectd a cuatro pacientes atendidos en una unidad quirdrgica a lo
largo de un mes. Se constataron deficiencias en la limpieza y desinfeccion de los humidificadores de
oxigeno, aislandose L. pneumophila serogrupo 1 en los humidificadores implicados y en el agua del grifo

de la misma area asistencial.

El conocimiento aportado por estas investigaciones pone de manifiesto que la prevencion de la
legionelosis en hospitales requiere de unos procedimientos asistenciales con regulaciones especificas
sobre los usos del agua. Debido a que la erradicacion completa de Legionella en el agua no es posible
en la mayor parte de hospitales, el uso de agua estéril para maniobras que impliquen aerosoles o
procedimientos semicriticos en contacto con mucosa oro-faringea o respiratoria deberia ser considerado
como una precaucion estandard de cuidados. Nuevas evidencias indican que el agua sanitaria es fuente
de infeccién por microorganismos multiresistentes, como Pseudomonas aeruginosa o Klebsiella spp.
(Decker y Palmore, 2013; Loveday et al., 2014), por lo que la aplicacion de politicas de uso seguro del
agua sanitaria estd siendo identificada como una necesidad emergente para la prevencion de

infecciones en los hospitales.
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3.3. Aportacion de la tipificacion molecular de Legionella

Los aislados de Legionella procedentes de muestras clinicas y ambientales relacionadas en un brote de
legionelosis tienen que ser contrastados para identificar la posible fuente de contagio y poder establecer
una asociacion epidemiolégica. La ubicuidad de Legionella en los ecosistemas acuaticos obliga a
realizar una serie de técnicas moleculares para establecer la relacién clonal entre todas las cepas
aisladas. Las primeras investigaciones dirigidas al confrontamiento de cepas de Legionella se basaron
en la determinacién del serogrupo (Pedro-Botet et al., 1992; Tobin et al., 1980). Sin embargo, la
evidencia de que la mayoria de aislados obtenidos pertenecian al serogrupo 1, hizo necesaria la

introduccién de otros métodos para la tipificacion de los aislados de Legionella.

Los métodos de tipificacion genotipica comprenden una gran variedad de técnicas que tienen como
objeto comparar la composicidn de los acidos nucleicos de dos 0 mas microorganismos. Estas técnicas
permiten reconocer la relacion entre aislados vinculados epidemiolégicamente y, por tanto, derivados
recientes de un microorganismo precursor comun. A la vez, deben ser técnicas capaces de diferenciar
aislados no relacionados, con independencia de su pertenencia a la misma especie microbiologica. La
mayor ventaja de estos métodos radica en la estabilidad de los marcadores genéticos utilizados y en la
posibilidad de aplicarlos universalmente a distintos géneros y especies de microorganismos. Los
métodos de tipificacion genotipica utilizados habitualmente en la actualidad son el tipado con anticuerpo
monoclonal (MAb), la electroforesis en campo pulsante (PFGE), el método de secuenciacién de genes

(SBT) y la técnica basada en la amplificacion de secuencias génicas (AFLP).
3.3.1. MAb

Esta técnica permite subdividir el serogrupo 1 de L. pneumophila segun si presenta o no el epitope
reconocido por el MAb 3/1, comunmente asociado a una mayor virulencia. Para esta técnica se aplica el
panel de Dresden utilizando un test de inmunofluorescencia indirecta (Helbig et al., 2002; Helbig, Kurtz,
Pastoris, Pelaz, y Luck, 1997).

El MAb presenta como ventajas su facilidad técnica y un coste reducido, pero posee un bajo indice de
discriminacion comparado con otros métodos. Sin embargo, en el contexto de un brote en el que deban
procesarse un numero elevado de muestras resulta de gran utilidad puesto que permite excluir de

entrada aquellas muestras ambientales no relacionadas con los casos clinicos.
3.3.2. PFGE

Las enzimas o endonucleasas de restriccion son unas proteinas con accidn catalitica que tienen la
propiedad de reconocer secuencias de ADN vy cortar los enlaces fosfodiester en todos los puntos donde
encuentren dicha secuencia. La secuencia de reconocimiento se denomina diana de restriccion. Cada
enzima de restriccidn tiene una diana determinada. Las variaciones en el nimero y en el tamafio de los

fragmentos de restriccion de denominan RFLPs (restriction fragment length polymorphisms).
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La PFGE es un tipo especial de analisis de RFLPs basado en la utilizacién de enzimas de restriccion de
baja frecuencia de corte (macrorestriccion). La digestion del ADN bacteriano con estas enzimas genera
un numero limitado de fragmentos (entre 10 y 30) de gran tamario (de 10 a 800 kb). El tamafio de estos
fragmentos no permite la separacion por técnicas de electroforesis convencional por o que es necesario
usar un equipo de electroforesis en campo pulsante en el que la polaridad de los campos eléctricos se
invierte periédicamente. La combinacion de macrorestriccion y PFGE se aplica a muchos estudios
epidemiolégicos en brotes de Legionella desde hace afios, puesto que se habia considerado hasta hace
poco tiempo como el método “gold standard” (Luck, Kohler, Maiwald, y Helbig, 1995; Nguyen et al., 2006;
Ott, Bender, Marre y Hacker, 1991; Sabria et al., 2006; Schoonmaker, Heimberger, y Birkhead, 1992;
Visca et al, 1999). Se trata de una técnica con un elevado poder de discriminaciéon y gran
reproducibilidad (Fry et al., 1999) y permite demostrar que las cepas aisladas en pacientes afectos de
legionelosis son indistinguibles de las cepas ambientales origen del contagio (Akermi et al., 2006;
Lanser, Adams, Doyle, Sangster, y Steele, 1990; Luck, Helbig, et al., 1995; Matsui et al., 2010). Sin
embargo, es un proceso largo (de 2 a 5 dias) y necesita un equipamiento especifico, por lo que sélo

algunos laboratorios lo puedan realizar.
3.3.3. SBT

En la actualidad, el European Working Group for Legionella infections (EWGLI) considera la SBT como la
nueva metodologia “gold standard” para la tipificacion de L. pneumophila (Gaia et al., 2005). Se realiza
secuenciando fragmentos internos de siete genes determinados. Los resultados se reportan como tipo
de secuencia o “sequence type” (ST), que resulta un descriptor facil y cdmodo de utilizar en
investigaciones epidemioldgicas (Casini et al., 2008; Luck, Hahn, Senger, Boers y Brandsema, 2008;
Scaturro, Losardo, De Ponte y Ricci, 2005). Las principales ventajas de la SBT son su rapidez y facilidad,
asi como su alto poder discriminacion. La SBT es util en investigaciones de prevalencia y distribucién de
ST de ADN en aislamientos clinicos y ambientales (Coscolla, Fenollar, Escribano y Gonzalez-Candelas,
2010; Euser, Pelgrim y den Boer, 2010; Haupt et al., 2012; Rota et al., 2011; Trop Skaza, Beskovnik,
Storman, Kese, y Ursic, 2012). Sin embargo, algunos ST, como el ST1, pueden ser muy comunes, lo que
reduce la discriminacién en brotes en los que es el causante. En investigaciones de brotes llevadas a
cabo en nuestro entorno, se ha observd que podia aparecer un mismo ST en patrones de PFGE
diferentes (Garcia-Nunez et al., 2013). A pesar de que la PFGE tiene un menor poder de discriminacion
que la SBT, la combinacién de ambos métodos puede ser Util para caracterizar y obtener informacion

adicional en brotes, especialmente aquellos de gran magnitud.
3.3.4. AFLP

La PCR, utilizada en los laboratorios desde hace afios, presenta un gran potencial para la tipificacion de
aislados bacterianos. La ventaja de la PCR es la capacidad de crear millones de copias de un fragmento

determinado de ADN en tan solo tres o cuatro horas y con una gran fidelidad (Tenover, Arbeit, y Goering,
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1997) Una de las técnicas basadas en la PCR es la AFLP, que se basa en la restriccion del ADN
genomico y la posterior ligacion de los fragmentos generados a unos adaptadores especificos que seran
la diana para los cebadores utilizados en la PCR posterior. El producto de la PCR se separa por
electroforesis convencional, obteniéndose un patron de bandas de gran tamafio. Se trata de una técnica
con un buen poder discriminatorio y de gran reproducibilidad, y que se puede llevar a cabo sin el
conocimiento previo de las secuencias genomicas (Valsangiacomo et al., 1995). Entre sus desventajas
destaca la imprecision del dimensionamiento de los fragmentos, que dificulta la comparacién de los
resultados de laboratorio con los patrones estandar. Para L. pneumophila, este método ha sido
reemplazado por la SBT, pero continua siendo Util en analisis de los ST mas comunes 0 en contextos

con Legionella no pneumophila (Lindsay et al., 2012).
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4. Ecologia de Legionella y su papel en el control ambiental

4.1. Fuentes naturales de Legionella

Las especies de Legionella son ubicuas en ambientes acuaticos de todo el mundo (Fliermans et al.,
1981). Su nicho ecoldgico natural son las aguas superficiales como lagos, rios y estanques, donde
forman parte de su flora bacteriana. Una Unica excepcion es L. longbeachae, que se ha podido aislar en
tierra humeda y lodos, habiéndise descrito la afectacién de jardineros y personas expuestas a tierras
(Ruehlemann y Crawford, 1996).

Legionella se ha asilado en fuentes naturales tan diversas como agua de lluvia, aguas subterrdneas
(Riffard et al., 2001) e incluso agua de mar (Ortiz-Roque y Hazen, 1987). La bacteria puede ser
altamente tolerante a medios acidos. Utilizando técnicas de PCR, se han podido aislar hasta cuatro
especies de Legionella en aguas naturales del parque de Yellowstone con pH de 2,7 (Sheehan, Henson
y Ferris, 2005). A pesar de su ubicuidad, las Unicas fuentes acuaticas naturales de legionelosis
documentadas hasta la fecha son las fuentes termales, cuyas temperaturas suelen oscilar entre los 35°y
40° (Mashiba, Hamamoto y Torikai, 1993). Desde estos reservorios naturales, Legionella puede
colonizar los sistemas de abastecimiento de agua de consumo humano, o sistemas antropogénicos,

donde las condiciones ambientales favorecen su proliferacion.

4.2. El biofilm y Legionella

El conocimiento de la ecologia de Legionella en relacién con el biofilm es el primer paso para
comprender el comportamiento de la bacteria en los sistemas de agua antropogénicos y, por lo tanto,
para desarrollar y aplicar sistemas de control efectivos. El biofilm puede definirse como una comunidad
compleja de microorganismos adheridos a una superficie y comunicados entre ellos a través de una
matriz de sustancias poliméricas (Lindsay y von Holy, 2006). Esta matriz es una estructura altamente
compleja que permite almacenar nutrientes y materiales no celulares, como minerales, cristales y
productos de corrosion (Donlan y Costerton, 2002). Asimismo, las microcolonias bacterianas ubicadas en
esta matriz estadn separadas entre ellas por una red de canales intersticiales en los que circulan
nutrientes, oxigeno, genes e incluso los agentes implicados en la desinfeccion de los sistemas de agua
antropogénicos (Prakash, Veeregowda, y Krishnappa, 2003). El biofilm es, en definitiva, un sistema de
organizacion que proporciona a los microorganismos numerosas ventajas de supervivencia en

comparacién con las forma plancténicas.

Las bacterias integrantes de los biofilms son fisiolégicamente diferentes de sus homoélogas plancténicas,
ya que se organizan de manera coordinada utilizando estrategias de cooperacion no muy diferentes a

las de los organismos pluricelulares (Davey y O'Toole, 2000). EI cambio organizativo que supone pasar
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de un estado relativamente simple como es el planctonico a una comunidad compleja y altamente
diferenciada requiere estrictos mecanismos de regulacién genética no del todo bien conocidos. Ello
explicaria el caracter altamente dinamico de estas comunidades, que hace que puedan cambiar
continuamente en el tiempo y en el espacio con el fin de proporcionar el medio mas idéneo a sus

comensales.

En el caso concreto de Legionella, su comportamiento en relacion al biofilm ha sido objeto de diferentes
revisiones en los ultimos afios (Abdel-Nour, Duncan, Low y Guyard, 2013; Declerck, 2010; Wright, 2000).
Siguiendo el planteamiento de Declerck, exponemos a continuacion los actuales conocimientos sobre el
tema de acuerdo con las tres fases del ciclo de vida del biofilm: 1) adherencia bacteriana al sustrato; 2)
maduracion del biofilm; y 3) desprendimiento del biofilm y dispersion bacteriana en el entorno. La figura 9

esquematiza estas tres fases, que se describen a continuacion.
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Figura 9. Representacién de las fases del ciclo de vida de un biofilm tipo.
Adaptado de Rendueles, O., y Ghigo, J.-M. (2012). Multi-species biofilms: how to avoid unfriendly
neighbors. FEMS Microbiology Reviews, 36(5), 972-989.

Fase de adherencia

A diferencia de otras especies bacterianas, como Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia o
Vibrio cholerae, Legionella no forma biofilms de tipo monoespecie en condiciones naturales. Mampel et
al. (2006) describieron que la presencia de Legionella en el biofilm responde més bien a la adhesion de
la bacteria desde la fase acuosa (formas planctonicas) que a la replicacién clonal desde la fase de
biocapa (formas sésiles). Las evidencias actuales sugieren que Legionella se incorpora a biofims
previamente establecidos como un colonizador secundario; es decir, que en lugar de adherirse

primariamente a una superficie para después desarrollar un biofilm, la bacteria establece asociaciones
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con otros microorganismos previamente adheridos que ya han formado su propio biofilm (Watnick y
Kolter, 2000). En biofilms multiespecies estudiados en condiciones reales, se ha demostrado que L.
pneumophila coloniza rapidamente las comunidades ya existentes en tiempos muy cortos, de menos de
dos horas (Declerck, Behets, van Hoef y Ollevier, 2007; Murga et al., 2001; Vervaeren, Temmerman,

Devos, Boon, y Verstraete, 2006).
Fase de maduracion

Una vez incorporada en el biofilm, Legionella es capaz de cambiar su expresion genética para adaptarse
al nuevo ambiente (Hindre, Bruggemann, Buchrieser, y Hechard, 2008). Esto le da capacidad para
empezar a reproducirse y formar microcolonias embebidas en la matriz polimérica que, a su vez, van
reforzando el biofilm (Rogers y Keevil, 1992). En biofims multiespecies es ventajoso disponer de
diferentes mecanismos para obtener nutrientes. En el caso de Legionella, estos mecanismos son dos: a)
directamente desde la matriz gracias a los productos de desecho de otros microorganismos o bien de
restos necréticos; y b) parasitando protozoos de los que obtiene péptidos y proteinas que degrada y
utiliza como nutrientes. EIl conocimiento de ambos mecanismos es de gran importancia para comprender

las limitaciones de los tratamientos empleados para erradicar Legionella de los sistemas de agua.

a) Replicacion extracelular en la matriz del biofilm: Tison et al. (1980) fueron los primeros en
demostrar que L. pneumophila tiene la capacidad de crecer gracias a los productos
extracelulares de otros microorganismos. En medios acuaticos gran parte de estos productos
son debidos a la presencia de cianobacterias, habiéndose descrito que el crecimiento de
Legionella esté directamente relacionado con la actividad fotosintética de microorganismos
como Fisherella spp. o Clorella spp. (Hume y Hann, 1984). También la presencia de bacterias
heterotréficas habituales en el agua, como Pseudomonas spp. 0 Acinetobacter spp., favorece
el crecimiento de Legionella gracias a la capacidad de ésta para organizarse en forma de
colonias satélite alrededor de ellas (J. E. Stout, Yu y Best, 1985; Wadowsky y Yee, 1983).
Finalmente, Legionella presenta también actividad necrotréfica: es capaz de reproducirse en
medios con formas muertas de bacilos gramnegativos o protozoos, puesto que aprovecha la
materia organica en descomposicion (Temmerman, Vervaeren, Noseda, Boon y Verstraete,
2006). Sin embargo, el comportamiento necrotréfico no es el mayoritario en la forma
extracelular de la bacteria, siendo, por el contrario, la base de su nutricién en su forma
intracelular.

b) Replicacion intracelular en formas libres de amebas (FLA): la replicacion de L. pneumohila en
FLA se describi6 por primera vez en 1980 (Rowbotham, 1980). Desde entonces, la interaccion
de Legionella con diversas FLA ha sido ampliamente estudiada, sabiéndose hoy en dia que
constituye la base su principal mecanismo de reproduccion (Borella, Guerrieri, Marchesi, Bondi
y Messi, 2005; Steinert, Hentschel y Hacker, 2002). Se han descrito hasta la fecha hasta 14

especies diferentes de FLA en las que Legionella puede reproducirse, siendo las mas
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frecuentes Acanthamoeba castellani, Acanthamoeba polyphaga, Naegleria spp. y Harmannella
veriformis (Fields, Benson y Besser, 2002). El inicio de la parasitacion consiste en la
internalizacién de la bacteria dentro de la ameba por un proceso de fagocitosis y formacién de
fagosoma intracelular. En el interior del fagosoma, Legionella secreta unas proteinas que
inhiben la adherencia del lisosoma e interioriza componentes del reticulo endoplasmatico, lo
que le confiere proteccién frente a ataques de la célula huésped (Tilney, Harb, Connelly,
Robinson y Roy, 2001). Legionella se multiplica en el interior de esta vacuola protegida,
aunque este proceso es altamente sensible a las condiciones ambientales, y muy
especialmente, a la temperatura. Cuando la concentracion de aminoacidos es demasiado baja
para continuar con la multiplicacién, Legionella genera flagelos que le permiten abandonar la
celula huésped y abandonar la FLA por mecanismos de exocitosis no bien conocidos en los que
parecen intervenir proteinas bacterianas, pero también puede causar la lisis del huésped
(Silveira 'y Zamboni, 2010). Los cambios fenotipicos ocurridos en el paso de forma replicativa a
forma infectante proporcionan ventajas adicionales a Legionella, como una mayor resistencia a
antibiéticos o a agentes biocidas, como se vera mas adelante. Estas ventajas no se han
demostrado en el mecanismo de reproduccion extracelular, por lo que parece que el ciclo
intracelular seria el preferido por Legionella (Temmerman et al., 2006). La figura 10 muestra

una imagen de una FLA con L. pneumophila en su interior.
Fase de desprendimiento

El desprendimiento de bacterias desde el biofilm y su dispersién en el entorno forma parte de la dindmica
natural de la vida en los microorganismos que viven en superficies. Legionella se desprende
principalmente por mecanismos de cizallamiento de agregados de biofilm debido a los efectos del flujo
de agua (Donlan y Costerton, 2002). Estos desprendimientos pueden ser de diferente magnitud
dependiendo principalmente de las condiciones ambientales y del tipo de flujo del agua. En sintesis,
pueden diferenciarse dos tipos de desprendimiento: la erosion (eliminacion continua de bacterias simples
y pequefas porciones de biofilm) y el desprendimiento a gran escala (pérdida masiva y rapida de gran
cantidad de biofilm generalmente debido a factores no esperados) (Characklis, 1990). Esta segunda
modalidad es la que permite que Legionella llegue a los humanos con una dosis infectiva (Storey,
Ashbolt y Stenstrom, 2004). Finalmente, gracias a su fase intracelular en las FLA, Legionella tiene otras
habilidades para trasladarse. Algunas especies de amebas, como Naegleria spp., tienen un estadio
flagelar y pueden desplazarse navegando cuando las condiciones no les son favorables. Por otro lado,
las amebas infectadas pueden emitir vesiculas de pequefio tamafio (<5 micras) con L. pneumophila a
concentraciones de 20 a 200 (Berk, Ting, Turner y Ashburn, 1998). Estas vesiculas pueden incorporarse

facilmente a los aerosoles, que son los que transportaran la bacteria hasta largas distancias.

-33-



=

Figura 10. Fotografia con microscopia electronica de un
especimen de Hartmannella vermiformis con L. pneumophila en
su interior.

Fuente: Holland/Ozel, Robert Koch-Institut. Accedido el 14 de
septiembre de 2015 desde: http://www.rki.de/EN/Content/Institute/
DepartmentsUnits/ JuniorGroups/LEGIA.html

4.3. Influencia de la temperatura

El comportamiento de Legionella en relacion a la temperatura del agua es bien conocido desde hace
afios y es lo que ha permitido hasta la fecha establecer las medidas bésicas de control en los sistemas
de agua antropogénicos. Una de las caracteristicas de Legionella es que es capaz de sobrevivir en un
amplio intervalo de condiciones fisico-quimicas. Se multiplica entre los 20°C y los 45°C, siendo el rango
de temperatura optimo para ello de 37°C a 43°C. A partir de 60° C muere répidamente y con 70°C se
destruye casi inmediatamente. Cabe destacar que a pesar de que temperaturas entre 45°C y 55°C no
son las dptimas para Legionella, le permiten alcanzar concentraciones mas elevadas que otras bacterias
presentes en el medio acuatico, por lo que presenta de manera inherente una ventaja selectiva frente a
otros microorganismos. La figura 11 resume los niveles de temperatura sobre el comportamiento de

Legionella.
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70°C muere en segundos

60°C muere en minutos

55°C muere en una hora

50°C muere en horas

45°C temperatura maxima para crecimiento

37°-43°C  rango Optimo para la multiplicacion
30°-37°C  crecimiento lento
20°-30°C  crecimiento muy lento

< 20°C inactiva

Figura 11. Niveles de temperatura y comportamiento de Legionella.

Un aspecto estudiado desde hace afios es el denominado tiempo de reduccion decimal aplicado a
Legionella (“Decimal reduction time” en inglés, expresado como D). Se define como el tiempo requerido
para destruir el 90% de una poblacién de microorganismos a una temperatura constante, y se admite
que es la unidad de resistencia microbiana al calor. Por ejemplo, un valor de D de 5 minutos a 60°C para
un determinado microorganismo (D60° C = 5 minutos) indica que se requieren 5 minutos de exposicion a
60°C para reducir la concentracién de una suspension de ese microorganismo en 1 log o el 90%. Los
trabajos publicados al respecto presentan pequefias variaciones en los valores de D para Legionella. En
el caso concreto de L. pneumophila, el D50°C oscilaria entre 80 y 124 minutos, el D55°C seria de 19
minutos y el D60°C estaria situado entre los 2 y 3,2 minutos (Dennis, Green y Jones, 1984; Schulze-
Robbecke, Rodder y Exner, 1987; Stout, Best y Yu, 1986). Otras especies de Legionella, como L.
micdadei, son més termotolerantes (Stout et al., 1986). La figura 12 es una representacién gréfica de

estos parametros.

La viabilidad de la bacteria en relacién a la temperatura puede tener relacién con su ciclo de
reproduccion. En el caso de las formas intracelulares, una vez Legionella se encuentra fagocitada en el
interior de las FLA su supervivencia depende de la temperatura del agua: a 22°C es digerida por la
ameba y no prospera, mientras que a 35°C puede proliferar en su interior (Rowbotham, 1980). La
temperatura también afecta la expresion de los flagelos, siendo el rango de mayor expresion en 30°C a
37°C (Oftt, Messner, Heesemann, Marre y Hacker, 1991).
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Figura 12. Tiempo de reduccion decimal (D) en minutos de L.
pneumophila a diferentes temperaturas.

Fuente: Bartram J. (2007). Legionella and the prevention of legionellosis. World
Health Organization.

Otro aspecto interesante es la influencia de la temperatura sobre el grosor y adherencia del biofilm. Piao
et al. (2006) han descrito que los biofilms formados a 25°C presentan su imagen méas habitual de hongo
aplanado, con canales de agua internos y conteniendo L. pneumophila con su forma alargada clasica.
Por el contrario, los biofilms formados entre 37°C y 42°C mostraron una extension de biofilm de mayor
superficie, sin los tipicos canales de agua y con una gran densidad microbiana. Asimismo, L.
pneumophila presenté forma filamentosa. La traduccién de estos hallazgos obtenidos a nivel
experimental a las condiciones reales en sistemas de agua antropogénicos es dificil de esclarecer hasta
el momento. Pero parece que la morfologia de los biofilms a temperaturas mas elevadas les permitiria
incrementar mas rapidamente su biomasa, obtener mayor cantidad de nutrientes y dispersar Legionella

en mayores cantidades cuando las condiciones son favorables.

4.4. Influencia de otros factores fisico-quimicos

Ademas de la temperatura, exisiten otros factores fisico-quimicos de diversa indole que determinan la
formacion y el crecimiento del biofilm con Legionella. Diversos estudios han analizado el papel de los
cationes (calcio, magnesio o zinc), del pH y de la disponibilidad de carbono como iniciadores o
favorecedores de la colonizacién del biofilm, entre otros (Abdel-Nour et al., 2013). En el contexto de esta
tesis, hemos creido de mayor interés resumir las evidencias relacionadas con el régimen del flujo de

agua y el tipo de material empleado en las conducciones de agua.

Clasicamente, el estancamiento o baja circulacién del flujo de agua ha sido reconocido como una de las

condiciones que mas favorecen el crecimiento de Legionella en los sistemas de agua antropogénicos
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(Ciesielski, Blaser y Wang, 1984; Harper, 1988). Sin embargo, mas recientemente han aparecido
publicaciones en las que se demostraba la persistencia de los biofilms en sistemas de agua con flujo
turbulento  (Storey et al., 2004; Lehtola et al., 2007). Ademas, el trabajo de Storey, realizado en
ambiente simulado, detecté que en condiciones de flujo turbulento se desprenden grandes cantidades de

biofilm de su sustrato, movilizandose mas del 90% de la Legionella en fase sesil a la fase acuosa.

Otro trabajo analizé el efecto del tipo de flujo sobre el crecimiento de Legionella en un modelo de
tuberias bajo condiciones controladas (Liu et al., 2006). Los autores reprodujeron tres tipos de flujo:
turbulento (nimero de Reynols, Re, >10.000), laminar (Re <1.000) y estancado (Re=0) en tres
conducciones diferentes todas ellas conectadas a un mismo depdsito, en el cual se introdujo un indculo
controlado de L. pneumophila. A lo largo de cinco semanas se cultivaron muestras de los biofilms y la
fase acuosa. En contra de los esperado, las menores concentraciones de Legionella se obtuvieron en la
conduccién de flujo estancado, mientras que la conduccién de flujo turbulento fue la que presenté
mayores concentraciones. Tedricamente, a igual diametro de una conduccion, las velocidades elevadas
del agua se traducen en una mayor erosion, lo que propiciaria el desprendimiento de biofilm y, por tanto,
una menor formacion del mismo en el sustrato. La principal explicacién aducida por los autores a esta
contradiccion fue que la pérdida de biofilm por erosién se compensaba por ganancia del mismo a través
de transferencia de masa desde la fase acuosa. Ohl, Horn y Hempel (2004) ya habian descrito que
cuando se aumenta la velocidad en a fase acuosa, el biofilm tiene una mayor densidad, probablemente
porque el aporte de oxigeno y nutrientes es mayor y facilita su crecimiento. Por el contrario, en un flujo
estancado, el bajo aporte de los mismos no favoreceria la proliferacidn del biofilm. La traduccién practica
de estos resultados obtenidos bajo condiciones simuladas no parece ser posible hasta la fecha por la

falta de estudios controlados en sistemas de agua reales.

Otro factor importante que regula la adherencia de Legionella en sistemas de agua antropogénicos es la
composicion del material de conduccion del agua. Sin embargo, son escasas las publicaciones que han
analizado este fendomeno en condiciones controladas. De manera genérica, se sabe que tanto la
naturaleza hidrofébica-hidrofilica de las superficies como su capacidad para proporcionar 0 mantener
unos niveles adecuados de nutrientes son dos de los factores que determinan el desarrollo de biofilms.
Las superficies plasticas, por ejemplo, desprenden bajas cantidades de iones metalicos, por lo que no
resultan toxicos para las células y en cambio contribuyen a su metabolismo (Colbourne y Ashworth,
1986). Un trabajo pionero en este aspecto fue el de Rogers et al. (1994), en el que se disefid un sistema
para medir la evolucion del biofilm con Legionella reproduciendo als condiciones reales de los sistemas
de agua. Las menores concentraciones de Legionella correspondieron a las superficies con cobre y
polietileno, seguido del acero inoxidable y el polipropileno, siendo el latex el material con mayor cantidad.
La capacidad de las tuberias de cobre para inhibir o reducir el crecimiento del biofilm con Legionella ya
habia sido descrita con anterioridad (Schofield y Locci, 1985) y en otro estudio mas reciente que incluia

también material elastomério habitualmente utilizado en el ambito doméstico (Moritz, Flemming vy
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Wingender, 2010). Se desconoce si estas diferencias son debidas a interacciones directas entre
Legionella y el material en cuestion o bien si el cobre facilitaria una primera colonizacion por bacterias
resistentes al mismo que establecerian competencia directa con Legionella evitando su integracion en el

biofilm.

Estos trabajos tienen en comln que, a pesar de que trataron de reproducir unas condiciones lo mas
aprecidas posible a la realidad, su duracion fue de pocas semanas. El Unico trabajo que ha analizado
estos efectos durante un periodo de tiempo prolongado es el de van der Kooij, Veenendaal y Scheffer
(2005), quienes constataron que si bien en un principio las tuberias de cobre presentaban una menor
colonizaciéon por Legionella que las de acero y las de polietileno, al cabo de dos afios las
concentraciones se igualaban y desaparecia el efecto inhibidor del cobre. Los autores lo justificaron por
la aparicion de productos de corrosion, que actuan como nicho de nutrientes. Tal y como se ha apuntado
antes, la aplicacién practica de estos hallazgos resulta complicada y, hasta la fecha persisten

incertidumbres sobre el material idoneo para minimizar la presencia de Legionella en instalaciones.

4.5. Bases microbioldgicas de la resistencia de Legionella a los métodos de
desinfeccion

La eliminacién de Legionella en sistemas de agua antropogénicos presenta multiples y complejos
problemas debido a que los métodos de desinfeccion deberian actuar en diferentes niveles: la propia
bacteria, las FLA y la estructura del biofilm. Por otro lado, una erradicacién masiva de formas bacterianas
probablemente comporta un efecto rebote de mayor crecimiento posterior, ya que Legionella tiene un
comportamiento necrofitico y puede obtener energia de materia organica en descomposicion.
Determinados métodos de desinfeccion, pues, podrian incluso seleccionar las formas mas resistentes en
el biofilm (Van der Kooij et al., 2005). Como se vera mas adelante, este fendmeno ha sido estudiado en

relacion a los tratamientos de choque en instalaciones de agua caliente sanitaria.

Es dificil establecer si los mecanismos de resistencia se deben Unicamente a la proteccion que le
ofrecen las FLA en su ciclo de vida intracelular o a algiin mecanismo sinérgico con el propio biofilm. De
manera general, la flora bacteriana de los biofilms presenta mayor resistencia a los biocidas debido a
que la matriz reduce la penetracién de los principios activos, dificultando su acceso a las formas sesiles
ubicadas mas profundamente. Este fendmeno, postulado por Costerton et al (1994) se presenta
esquematizado en la figura 13. Por otro lado, se sabe que L. pneumophila aislada en biofilms es méas
resistente que las forma libres (Emtiazi et al., 2004). Es mas, L. pneumophila aislada a partir de una
superficie sélida es mas resistente a los desinfectantes yoddforos que las formas cultivadas en medio
liquido, lo que sugeriria que existen diferencias metabdlicas entre las formas sesiles y las formas
planctonicas (Cargill et al., 1992). Este hallazgo seria consistente con el hecho de que ambas formas

tienen diferentes perfiles de expresion genética (Hindré et al., 2008).
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Figura 13. Modelo de los canales de agua segun Costerton et al.

Fuente: Costerton, J. W., Lewandowski, Z., DeBeer, D., Caldwell, D., Korber, D., y
James, G. (1994). Biofilms, the customized microniche. Journal of Bacteriology,
176(8), 2137-2142.

El fenémeno que mas se ha estudiado es la asociacion de Legionella con las FLA y, en particular, con
los quistes. En general, los trofozoitos son bastante sensibles a la mayoria de desinfectantes, pero sus
quistes son mucho mas resistentes. Numerosos trabajos han reportado que pueden resistir a la accion
de hipoclorito, diéxido de cloro, peréxido de hidrégeno y otros desinfectantes empleados en el ambito
clinico como las biguanidas y los compuestos de amonio cuaternario (Thomas et al., 2010). Ello
explicaria la persistencia de los protozoos en biofilms a pesar de la aplicacion de métodos de
desinfeccion (Kuiper et al., 2004; Schwartz et al., 2003). Pero, a diferencia de virus, bacterias y hongos,
no existe un estandar unificado para cuantificar la actividad de los desinfectantes frente a las amebas.
En los escasos estudios publicados se observan variaciones en el tipo de cepa, el tipo de exposicién al
desinfectante y su ulterior neutralizacién, asi como los métodos para evaluar la actividad residual. Un
estudio de Coulon et al. (2010) demostré que la eficacia de los desinfectantes era variable dependiendo
del tipo de cepa. Los trofozoitos se inactivaron con la mayor parte de desinfectantes, excepto el

glutaraldehido, pero los quistes se mostraron resistentes a todos ellos.

En su fase intraamebiana, Legionella se encuentra protegida frente a la accion de los desinfectantes
quimicos. Storey (2004), observo que los quistes de Acanthamoeba permanecieron viables después de
un tratamiento con 100 mg/L de hipoclorito, por lo que postularon que las este tipo de desinfeccion seria
insuficiente para erradicar Legionella de sistemas de agua complejos. En su forma intracelular en
Acanthamoeba polyphaga, Legionella resiste la accién de diversos biocidas (Barker et al., 1992), asi
como de antibidticos como el ciprofloxacino y la rifampicina (Barker et al., 1995). De manera similar,
Legionella intracelular también puede sobrevivir durante una semana a la accion de 0,1 mg/L de plata y

1 mg/L de cobre, a diferencia de las formas planctonicas que sélo sobreviven durante 30 minutos
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(Hwang et al., 2006). Se ha observado también que después de la desinfeccion de un sistema,
Legionella preservada en el interior de los quistes es capaz de recolonizar méas partes de este sistema
(Thomas et al., 2004). Este fendmeno se agravaria si los niveles de desinfectante no se mantienen

constantes.

Los quistes también interfieren en los sistemas de desinfeccidn fisicos. En el mismo trabajo de Storey los
quistes de Acanthamoeba resisitieron una temperatura de 80°C durante 10 minutos, mientras que con
estos niveles todos los trofozoitos fueron inactivados. La radiacion ultravioleta inactiva los protozoos,
pero a diferencia de las bacterias se require una mayor intensidad para que sea efectiva (Hijnen et al.,
2006). La localizacién del biofilm también podria jugar un papel en la resistencia a la desinfeccién. En el
caso de la radiacion ultravioleta, los biofilms formados en sedimetos confierenen una mayor proteccion a

L. pneumophila (Kusnetsov et al., 1994).

Entre las escasas publicaciones sobre este tema cabe destacar las recientes aportaciones del grupo de
Cervero-Arag6. En un primer trabajo (Cervero-Arago et al., 2014), los autores evidenciaron que una
temperatura de 50°C era relativamente efectiva para reducir los trofozoitos de diferentes especies de
Acanthamoeba y Hartmannella, pero no los quistes, mientras que a partir de 60° se obtuvieron
reducciones significativas en ambos estadios. En el segundo (Canals et al., 2015), se objetivd que en
muestras de agua obtenidas de edificios a temperaturas elevadas (54°C de promedio), el porcentaje de
FLA era significativamente menor que en muestras con menor temperatura. El tercer trabajo analizé
especificamente el efecto del cloro y de la temperatura sobre Legionella en forma libre y asociada a FLA
(Cervero-Aragd, Rodriguez-Martinez, Puertas-Bennasar y Araujo, 2015). Observaron que en las formas
libres el tiempo de reduccién de 4 logs presentaba un punto de inflexién a los 55°C, en comparacién a
los 50°C, en especial para L. pneumophila serogrupo 1 (10 minutos y 117 minutos, respectivamente). Sin
embargo, en L. pneumophila asociada a Achantamoeba, la diferencia se observé mas marcada a partir
de los 60°C.

En conclusion, la mayor parte de hallazgos de los estudios realizados a nivel basico indicarian que
muchas de las estrategias empleadas actualmente para minimizar Legionella en los sistemas de agua
antropogénicos dificilmente la erradicarian al 100% debido al ciclo de vida de la bacteria y a las ventajas

protectoras que ofrece el biofilm.
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5. Las instalaciones de agua sanitaria y Legionella

5.1. Caracteristicas de las instalaciones de agua sanitaria

Los hospitales son edificios de alta complejidad en cuanto a los usos de agua y los sistemas de
adecuacion y distribucion que se requieren. En términos de su temperatura, el agua de los hospitales

puede ser:
- Agua Caliente Sanitaria (ACS): agua caliente para usos higiénicos y sanitarios.

- Agua Fria (AF): agua que se usa en las instalaciones de los edificios, que no ha sido sometida a
ningun tratamiento de calentamiento, y que incluye tanto el agua para el consumo humano o de
consumo publico, suministrada a través de la red de distribucién de los sistemas de
abastecimiento, como el agua no apta para consumo humano que solo puede ser usada en

algunas instalaciones.

- Agua Fria de Consumo Humano (AFCH): agua para consumo humano, suministrada a través de

la red de distribucion de los sistemas de abastecimiento de agua.

Los sistemas de ACS son instalaciones que permiten el calentamiento del agua procedente de la red
general de agua fria y su posterior distribucién en el edificio. La gran mayoria de hospitales tienen
sistemas centralizados de produccion de ACS con circuito de retorno. Estos sistemas son mantenidos en
constante recirculacion mediante bombas que permiten, por un lado, disponer de ACS de forma casi
instantanea y, por otro, un ahorro energético considerable ya que evitan tener que desechar agua
previamente calentada. De manera resumida, estas instalaciones constan de las siguientes etapas
(figura 14):

a. Acometida: es el punto de entrada del AFCH de la red general al edificio.

b. Aljibe de AF: es el depdsito en el que se acumula el AFCH. A partir del aljibe, una parte del AF

se distribuye como tal en la red de AF del edificio y otra parte se incorpora al sistema de ACS

c. Generador de calor: es el elemento 0 grupo de elementos encargados de elevar la temperatura
del AF. En hospitales generalmente se utilizan los intercambiadores de calor, que transmiten el

calor generado desde una caldera a través de un circuito cerrado denominado circuito primario.

d. Acumulador: depdsito que almacena el ACS y que permite absorber los caudales de maximo

consumo sin perjuicio para la estabilidad de la temperatura del agua.
e. Red de suministro de ACS: conjunto de tuberias que transportan el ACS en el edificio.
f.  Elementos terminales: conjunto de grifos que permiten el uso final del agua por el consumidor.

g. Circuito de retorno: conjunto de tuberias que transportan el ACS de vuelta al acumulador.
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Figura 14. Esquema genérico del circuito de agua sanitaria.
Adaptado de Health and Safety Executive (2013). Legionnaire’s disease.
The control of Legionella bacteria in water systems. Approved code of
practice and guidance of regulations. L8 (Fourth edition).

En cuanto a los sistemas de generacion de calor, los més utilizados son los intercambiadores de placas,
que constan de un conjunto de placas de acero estampadas y enrolladas en espiral que permiten un
elevado coeficiente de transmision térmica y un calentamiento muy rapido del agua. Otros sistemas mas
complejos son los interacumuladores, que incorporan el serpentin conectado al circuito primario en el
interior del acumulador. En Europa se empezaron a comercializar desde los afios 2.000 un sistema de
calentamiento basado en la pasteurizacion instantanea del agua que no precisa un deposito acumulador.
Este sistema se expondra con mas detalle en el capitulo de material y métodos, por ser el empleado en

el hospital objeto de la presente tesis.

Los sistemas de distribucion de AF en los hospitales son independientes de los de ACS. Tienen en
comun la misma acometida y el aljibe. Desde aqui el AF se hace llegar a los puntos terminales mediante
un sistema de tuberias de distribucion sin retorno, gracias a bombas de impulsion (figura 14). A pesar de
que el AFCH debe llegar con los niveles de biocida adecuados, en los aljibes de los hospitales se
somete a tratamientos adicionales de cloracion. Generalmente se utilizan sistemas electronicos que
realizan lecturas en continuo de los niveles de cloro y que, en caso de descenso, ponen en marcha una

bomba dosificadora que inyecta hipoclorito hasta conseguir el valor deseado.
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Las instalaciones de distribucion del ACS y el AF hasta los puntos de uso transcurren en paralelo en el
interior del edificio hospitalario. El disefio y caracteristicas son dificiles de generalizar. En hospitales con
unidades de hospitalizacién de tipo horizontal, las mas comunes hoy en dia, el abastecimiento a las
plantas de hospitalizacién suele hacerse a través de montantes verticales de los que salen las distintas
lineas de distribucién en horizontal. Estas lineas circulan por los falsos techos, desde donde pueden ser
facilmente accesibles. Tanto en los montantes como en las lineas de distribucién horizontales del ACS
existe circuito de impulsidn y retorno. Los tramos finales que llegan a los puntos de consumo serian los

Unicos que, por norma general, no disponen de recirculacion (Figura 15).

retorno

N
3

A J
A 4

impulsidn

Figura 15. Recorrido y direccién del sistema de distribucion de agua
caliente sanitaria en una planta de hospitalizacion tipo.

En cuanto a los elementos terminales utilizados normalmente en los hospitales, se pueden clasificar de
acuerdo a su uso (grifos comunes o duchas) o a su disefio en cuanto al accionamiento y al mecanismo
de mezcla del ACS y del AF (tabla 6). Como se verd mas adelante, determinados disefios son méas

proclives a propiciar el crecimiento de Legionella en su interior.
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Tabla 6. Clasificacion y caracteristicas de las griferias utilizadas en instalaciones hospitalarias.

Tipo de grifo

Caracteristicas

Grifo manual de
accionamiento dual

Grifo manual de
accionamiento secuencial

Grifos electronicos

Grifos termostaticos

La mezcla del ACS y el AF se hace separadamente con dos controles
independientes en el mismo grifo. Habitualmente no se utilizan en
hospitales por el riesgo de quemaduras en pacientes.

La mezcla se hace con una sola palanca accionandola lateralmente, lo
que permite la entrada progresiva del ACS o AF. Permiten también la
regulacion del caudal mediante el movimiento en vertical de la palanca.

Se accionan a través de sensores, habitualmente infrarrojos, sin que
exista un contacto manual directo con el usuario. Requieren la
instalacion de una valvula termostatica que regule la temperatura.

Son grifos mezcladores con una valvula termostatica integrada. En caso
de fallo en el suministro de AF, el grifo se bloquea impidiendo que salga
ACS a altas temperaturas.

Un aspecto fundamental en los sistemas de ACS, e intimamente ligado con el control de Legionella, son
los materiales del sistema de tuberias. Dichos materiales no deben modificar las caracteristicas de
potabilidad de agua, puesto que el ACS esta reconocida por el Codigo Técnico de Edificacion como
agua de consumo humano. Segun dicho cddigo, los materiales que pueden emplearse son o bien
metalicos (acero inoxidable y cobre) o bien termoplasticos (polipropileno, polietileno, polibutileno,
policloruro de vinilo y multicapa polimero/aluminio/polietileno). El acero galvanizado se permite sélo en
agua fria. Aparte de estas especificaciones técnicas, y en relacion con la prevencién de legionelosis, se
deben utilizar materiales capaces de resistir una desinfeccion mediante elevadas concentraciones de

cloro o de otros desinfectantes o por elevacion de temperatura. La tabla 7 resume las ventajas e

inconvenientes de los diferentes tipos de materiales.
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Tabla 7. Ventajas e inconvenientes de los materiales utilizados en los sistemas de distribucién del agua
en edificios hospitalarios.

Material Ventajas Inconvenientes
Acero Instalacion sencilla Pérdidas de carga en la red cuando se produce corrosién
alvanizado . - o o calcareos en el depésitos interior
9 Disponibilidad de grandes diametros P
La presencia de iones cobre en el agua favorece la
corrosion galvanica y, secundariamente, la proliferacion
de biofilm y una deficiente desinfeccién
Cobre Instalacion sencilla Es dificil encontrar materiales normalizados para
. . T - dimensiones grandes.
Admite desinfeccion térmica y quimica. g
Limita Ia formacién de biofilm oor | ion Posibilidad de corrosion por erosién/cavitacion en tubos
Iita 1a formacion de biotlim por fa accio recalentados mucho tiempo
bactericida de contacto
Acero Adaptado a aguas corrosivas y agresivas Coste elevado e instalacion dificil
inoxidable AISI . L .
304/304L Soporta la desinfeccion quimica La presencia de cloruros favorece los procesos de

corrosion, y, secundariamente, la proliferacion de biofilm

Polivinil-cloruro
(PVC)

Admite bien las aguas corrosivas
Material muy resistente y autoextinguible

Soporta la desinfeccion quimica

Puede ser poco resistente al calor (>60 °C)
Produce gases toxicos si se quema

Su eliminacion inadecuada puede perjudicar el
medioambiente

Polietileno Admiten bien las aguas corrosivas Coste elevado

(PVC) Soportan la desinfeccion térmica y quimica No producen llama pero si humos
Polietileno de No se fragil N toextinauibl

R —— o se fragilizan 0 son autoextinguibles

(PEHD)

Polibutileno Admiten bien las aguas corrosivas Coste elevado

(PB) Soportan la desinfeccion térmica y quimica No producen llama pero si humos
f;,_-l,l;) ropileno No se fragilizan No son autoextinguibles

Nota. Adaptado de Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad (2007). Guia técnica para la prevencion y
control de legionelosis en instalaciones.

5.2. Normativa de aplicacién en instalaciones hospitalarias

El marco normativo actual que regula la prevencién de la legionelosis en el Estado Espafiol es al Real
Decreto 865/2003 de 4 de julio, por el que se establecen los criterios higiénico-sanitarios para la
prevencion y control de la legionelosis. En este Decreto, se faculta al Ministerio de Sanidad y Consumo
para que elabore las normas necesarias para la actualizacién de los anexos técnicos que contiene en
forma de guias técnicas. En este apartado expondremos de manera resumida los principales
requerimientos exigidos en el RD 865/2003 en relacidn a las instalaciones sanitarias y se hara mencién
de normativas similares aplicadas en otros paises. No se pretende presentar una revisién exhaustiva de

la legislacion, sino hacer hincapié en aquellas medidas que pueden ser controvertidas, o incluso

-45 -



contradictorias, con respecto a las evidencias aportadas por estudios realizados a nivel basico o de

campo.

El RD 865/2003 incluye en su articulo 7 las medidas preventivas genéricas en las instalaciones de agua

de consumo humano, entre las que cabe destacar:

a)

Garantizar la total estanqueidad y la correcta circulacion del agua, evitando su estancamiento,
asi como disponer de suficientes puntos de purga para vaciar completamente la instalacion.
Facilitar la accesibilidad a los equipos para su inspeccion, limpieza, desinfeccion y toma de
muestras.

Utilizar materiales capaces de resistir una desinfeccién mediante elevadas concentraciones de
cloro o de otros desinfectantes o por elevacién de temperatura, evitando aquellos que
favorezcan la formacion de biofilm en el interior de las tuberias.

Mantener la temperatura del agua en el circuito de AF lo mas baja posible procurando, donde
las condiciones climatolégicas lo permitan, una temperatura inferior a 20°C, para lo cual las
tuberias estaran suficientemente alejadas de las de agua caliente o, en su defecto, aisladas
térmicamente.

Garantizar que, si la instalacién interior de AF de consumo humano dispone de depositos, éstos
estén tapados con una cubierta impermeable. Si se encuentran situados al aire libre estaran
térmicamente aislados. Si se utiliza cloro como desinfectante, se afiadira al depdsito mediante
dosificadores automaticos.

Asegurar, en todo el agua almacenada en los acumuladores de agua caliente finales una
temperatura homogénea y evitar el enfriamiento de zonas interiores que propicien la
proliferacion de la flora bacteriana.

Mantener la temperatura del agua, en el circuito de agua caliente, por encima de 50°C en el
punto mas alejado del circuito o en la tuberia de retorno al acumulador. La instalacion debe
permitir que el agua alcance una temperatura de 70°C. Cuando se utilice un sistema de
aprovechamiento térmico en el que se disponga de un acumulador conteniendo agua que va a
ser consumida y en el que no se asegure de forma continua una temperatura proxima a 60°C,
debe garantizar que se alcance una temperatura de 60°C en otro acumulador final antes de la

distribucion hacia el consumo.

En el articulo 8 se exponen los requerimientos que deben cumplir los programas de mantenimiento de

las instalaciones consideradas de mayor probabilidad para la proliferacién y dispersion de Legionella,

entre las que se encuentran los sistemas de ACS con acumulador y circuito de retorno. Entre ellos, cabe

destacar;
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a) Revision y examen de todas las partes de la instalacion para asegurar su correcto

funcionamiento, estableciendo los puntos criticos, los parametros a medir y los procedimientos

a sequir, asi como la periodicidad de cada actividad.

b) Elaboracion de un programa de tratamiento del agua, que asegure su calidad. Este programa

incluird productos, dosis y procedimientos, asi como introducciéon de parametros de control

fisicos, quimicos y bioldgicos, los métodos de medicion y la periodicidad de los analisis.

c) Elaboracion de un programa de limpieza y desinfeccion de toda la instalacién para asegurar que

funciona en condiciones seguridad, estableciendo claramente los procedimientos, productos a

utilizar y dosis, precauciones a tener en cuenta, y la periodicidad de cada actividad.

El anexo 3 del RD 865/2003 y la Guia técnica para la prevencidén y control de la legionelosis en

instalaciones del Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad (2007) desarrollan con mayor

detalle la aplicacién de los requerimientos anteriormente especificados. Se presentan de manera

resumida en las tabla 8.

Tabla 8. Principales actuaciones preventivas en los sistemas de agua sanitaria y su periodicidad, de
acuerdo con el Real Decreto 865/2003.

Elemento Actuacion Periodicidad
, . . I . o Anual
Aljibes Realizar un tratamiento de limpieza y desinfeccion
Comprobar por inspeccién visual que no presentan Trimestral
suciedad, corrosién o incrustaciones
. Diaria
Comprobar el nivel de cloro
Acumuladores Realizar un tratamiento de limpieza y desinfeccion Anual
Comprobar por inspeccion visual que no presentan .
) L . Trimestral
suciedad, corrosion o incrustaciones
Comprobar la temperatura Diaria
Grifos y duchas Realizar un tratamiento de limpieza y desinfeccion Anual
Comprobar por inspeccién visual que no presentan .
. L . Trimestral
suciedad, corrosion o incrustaciones
Comprobar la temperatura Mensual
Abrir pgntos de bajo consumo, dejando correr el agua S|
unos minutos
Comprobar el nivel de cloro Diaria

A nivel europeo, pocos paises han desarrollado legislaciones o guias técnicas oficiales especificas con

las medidas de prevencion para el control de Legionella en instalaciones. Algunos paises miembros de

la Unién Europea las engloban de manera escueta en regulaciones genéricas de la calidad biologica del
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agua de consumo humano o de seguridad y salud en el trabajo (European Agency for Safety and Health

at Work, 2011). La calidad y el enfoque de las guias técnicas disponibles en Europa es variable, aunque

la gran mayoria son compilaciones bastante exhaustivas. En las indicaciones referentes a las

temperaturas aconsejables en las instalaciones y a las medidas dirigidas a minimizar el estancamiento

de agua se observan diferencias de criterio. En la tabla 9 se detallan las guias y documentos técnicos

analizados en la presente revisién. En la tabla 10 se resumen los aspectos relacionados con la

temperatura y las medidas anti-estancamiento de las guia y legislaciones europeas.

Tabla 9. Principales guias y documentos técnicos de prevencion de legionelosis en instalaciones de
riesgo en paises europeos y en EEUU.

Bélgica

Francia

Alemania

Reino
Unido

Irlanda

Austria

Suiza

EEUU

EEUU

EEUU

EEUU

Ministere des Affaires Sociales, de la Santé Publique et de I'Environnement. Conseil
Supérieur d’Hygiéne (2002). Recommandations pour la prevention des infections a
Legionella dans les etablissements de soins (CSS 7509).

Ministere du Travail, de 'Emploi et de la Santé. Centre Scientifique et Technique du Batiment
(2012). Maitrise du risque de développement des Iégionelles dans les réseaux d'eau chaude
sanitaire Défaillances et préconisations

DVGW German Technical and Scientific Association for Gas and Water (2004). Technical rule.
W551 Code of Practice. Drinking water heating and drinking water piping systems; technical
measures to reduce Legionella growth; design, construction, operation and rehabilitation of
drinking water installations.

Department of Health (2014). Water systems. Health Technical Memorandum 04-01: The control
of Legionella, hygiene, “safe” hot water, cold water and drinking water systems. Part A: design,
installation and testing.

Health and Safety Executive (2013). Legionnaire’s disease. The control of Legionella bacteria in
water systems. Approved code of practice and guidance of regulations. L8 (Fourth edition).

Health Protection Surveillance Centre (2009). National Guidelines for the Control of
Legionellosis in Ireland.

Erwarmungsanlagen (2007). Hygienic aspects of the planning, construction, operation,
maintenance, surveillance and rehabilitation of central heating installations for drinking water,
ONORM B5019.

Office Fédérale de la Santé Publique (2009). Legionelles et légionellose.

Alleghency County Health Department (2014). Updated Guidelines for the Control of Legionella
in Western Pennsylvania

American Society of Heating Refrigerating and Air-Conditioning Engineers (2014). ASHRAE
Standard Project Committee 188 (SPC 188). Prevention of legionellosis associated with building
water systems

Occupational Safety y Health Administration (1999). OSHA technical manual, TED 01-00-015,
section Ill, chapter 7:Legionnaires'disease

Association of Water Technologies, 2003. Legionella 2003: An Update and Statement by the
Association of Water Technologies (AWT). Rockville, MD: Association of Water Technologies.
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Tabla 10. Requerimientos en los niveles de temperatura y acciones para minimizar el estancamiento de
agua en las principales guias técnicas europeas especificas para el control de legionelosis.

Pais Temperatura Temperatura agua Recomendaciones anti-estancamiento
agua fria caliente sanitaria
Bélgica <25°C Entre 50°C y 55°C en Recomendado pero sin especificar acciones
puntos de consumo concretas
Francia No especificado >50°C en puntos de Dimensionamiento adecuado de la red de
€onsumo distribucion para minimizar circulaciones
deficientes.
Alemania No especificado =55°C en puntos de No especificado
consumo
Reino Unido  <20°C =55°C incluso en los Abrir los puntos de bajo consumo con una
puntos de consumo frecuencia semanal, o mayor en
mas distales instalaciones hospitalarias.
>50°C en el retorno Siempre que sea posible, eliminar los puntos
de consumo que no se utilicen,
desinstalando tramos muertos asociados.
Irlanda <20°C >50°C en los puntos de  Abrir los puntos de bajo consumo con una
consumo, frecuencia semanal. En unidades
alcanzandose durante hospitalarias de alto riesgo, la frecuencia
el primer minuto de debe ser diaria.
abertura El tiempo de abertura es de 3 minutos para
>50°C en el retorno el AF y el ACS, una vez ésta ha alcanzado
la temperatura estabilizada.
Austria No especificado 255°C en puntos de Evitar un dimensionamiento excesivo de la
consumo red. Eliminar tramos muertos de tuberias.
Suiza <20°C =55°C en los puntos de  Dimensionamiento adecuado de la red de

consumo en los dos
primeros minutos de
abertura

distribucion para minimizar circulaciones
deficientes.

En EEUU se han desarrollado diversas guias de prevencién de legionelosis a nivel estatal, federal y

local. El principal objetivo de la mayor parte de ellas ha sido, hasta no hace mucho, la estandarizacion de

las acciones correctivas una vez se ha instaurado un brote, generalmente las medidas basicas de

desinfeccion y la metodologia a seguir en los estudios epidemiolégicos. Estas guias presentan

variaciones en cuanto a su alcance y ademas, en algunos casos, se observan recomendaciones

contradictorias entre ellas (Parr, Whitney y Berkelman, 2014). En cuanto al posicionamiento de

organizaciones de salud publica, cabe citar en primer lugar la guia de prevencion de legionelosis de la

OMS, que incluye recomendaciones especificas para edificios, aunque poco detalladas (Bartram, 2007).

Los ECDC no han elaborado directrices especificas para instalaciones y los CDC se remiten a las
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recomendaciones de la ASHRAE, especificando Unicamente las temperaturas del ACS en los retornos
del circuito (Sehulster et al., 2003). La tabla 11 resume las recomendaciones en cuanto a temperatura de
guias de EEUU y la OMS.

Tabla 11. Requerimientos de temperatura en las instalaciones de agua caleinte sanitaria indicados por
organismos de EEUU y la OMS.

Organismo Temperatura agua Tratamientos térmicos de de correccion
caliente sanitaria

Alleghency County ~ >50°C en los puntos de consumo  70°C en los acumuladores y dejar fluir a 60°C-65°C
Health Department en los puntos de consumo durante 30 minutos
>50°C en el retorno

ASHRAE >50°C en los puntos de consumo  Periédicamente, mantener 66°C en los
acumuladores y dejar fluir en los puntos terminales

OSHA >50°C en los puntos de consumo  70°C en los acumuladores durante 24h y dejar fluir
en los puntos de consumo durante 20 minutos

AWT >50°C en los puntos de consumo  66°C en los acumuladores y dejar fluir en los
puntos de consumo durante 30 minutos

CDC >51°C en el retorno 71°C-77°C en los acumuladores y dejar fluir en los
puntos de consumo durante un minimo de 5
minutos

WHO >50°C en los puntos de consumo  Periddicamente, dejar fluir en los puntos terminales
a 60°C

5.3. Controversias en las medidas de prevencion de legionelosis
relacionadas con las instalaciones

Muchas de las practicas preventivas en instalaciones que se exigen en las normativas vigentes hoy en
dia tienen una evidencia cientifica débil. Si bien se basan en estudios basicos o llevados a cabo en
escenarios simulados, es muy escasa la literatura cientifica que extrapole la efectividad de dichas

medidas a escenarios reales y complejos.

El mantenimiento preventivo de las instalaciones de ACS es una medida preventiva incluida en la gran
mayoria de guias técnicas de prevencion de legionelosis. Sin embargo, por la propia naturaleza de este
tipo de intervenciones resulta complicado llevar a cabo estudios con un disefio experimental o de
elevada evidencia cientifica en instalaciones reales, y los estudios descriptivos de hospitales concretos
no pueden ser concluyentes. En un estudio clasico sobre los factores que contribuyen a la colonizacién

de las aguas, Alary y Joly (1992) encontraron como variables determinantes el tamafio del hospital y la
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presencia de acumuladores de gran tamafio y de intercambiadores antiguos. Un hospital que aplicé un
programa de mantenimiento preventivo exhaustivo, incluyendo la desinfeccién de los acumuladores de
ACS durante una semana anualmente, present6 un grado de colonizacion de sus aguas similar al de
otros hospitales con programas menos exhaustivos (Vickers et al., 1987). Un estudio prospectivo
describié que incluso después de llevar a cabo apropiadas practicas de ingenieria para la prevencion de
legionelosis en 17 hospitales en Inglaterra y Gales, el 12% de ellos presentaron recolonizacién de las
aguas (Liu, Healing, Yeomans y Elliott, 1993). Los investigadores concluyeron que ademas de los
programas de mantenimiento preventivo es importante monitorizar microbioldégicamente las aguas de
manera regular para identificar &reas de mayor riesgo. En otro trabajo llevado a cabo en un contexto de
brote de legionelosis nosocomial, se realizaron tratamientos de hipercloracion y se eliminaron tramos
muertos de instalaciones, pero cuando se cesod la hipercloracién Legionella volvié a crecer (Patterson,
Seal, Curran, Sinclair y McLuckie, 1994). En una publicacién mas reciente que analizaba la efectividad
de la desinfeccién con didxido de cloro (Sidari et al., 2004) se optimizé el sistema de ACS, retirando los
ramales muertos, pero ello no se tradujo en una menor colonizacion del agua. Podria concluirse, pues,
que un buen mantenimiento preventivo de las instalaciones es imprescindible, por razones obvias de

seguridad, pero no suficiente para minimizar el riesgo de legionelosis.

Otro aspecto importante es la influencia del estancamiento del agua en la proliferacién de la bacteria. La
mayoria de guias técnicas y legislaciones incluyen medidas dirigidas especificamente a minimizar el
estancamiento del flujo de agua en las instalaciones. Los primeros trabajos publicados al respecto
relacionaron el estancamiento del agua tanto en acumuladores como en la red de distribucién con una
colonizacién relevante de Legionella (Ciesielski, Blaser y Wang, 1984; Harper, 1988). La red de
distribucion es en si misma un amplificador del indculo de Legionella. Se ha constatado que el cierre de
la valvula de un tramo de tuberia contaminada con Legionella incrementa el inéculo bacteriano hasta 35
veces: de 150 UFC/mL antes de cerrar a 5370 UFC/mL al volver a abrir (Mermel, Josephson, Giorgio,
Dempsey y Parenteau, 1995). Esta observacion, corroborada en otras ocasiones, podria justificar
muchos brotes hospitalarios. Otro trabajo fuera del ambito hospitalario comparé diferentes resultados
fisicos y microbiologicos entre sistemas de ACS con y sin recirculacion (Brazeau y Edwards, 2013). Se
observd que cuando la temperatura en la red de distribucién de ACS era de 49°C, el riesgo de
colonizacién por Legionella aumentaba en un 130% respecto a los 60°C en los sistemas con
recirculacion. A 60°C, por el contrario, los sistemas con recirculacidon no presentaban crecimiento de
Legionella mientras que los sistemas sin recirculacion presentaron un 14% de resultados positivos.
Existen dos estudios realizados en edificios de viviendas que objetivaron una mayor carga de recuentos
bacterianos en muestras de agua caliente obtenidas a primera hora de la mafana, tras el tiempo de
reposo nocturno (Lautenschlager, Boon, Wang, Egli y Hammes, 2010) o en el primer tramo de agua del
grifo (Lipphaus et al., 2014).
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En el ambito hospitalario cabe destacar el reciente trabajo de Bedard et al. (2015), desarrollado en cinco
hospitales en los que la temperatura minima deseada del ACS fue de 55°C. Uno de los aspectos
analizados fue estudiar la velocidad con la que descendia la temperatura en tramos de tuberia que no
estuvieran en uso. Se comprob6 que al cabo de tres horas y media la temperatura del agua se habia
igualado con la temperatura ambiente de 20°C, tiempo durante el cual se producirian las condiciones

térmicas favorables para la proliferacion de Legionella.

Como se ha apuntado anteriormente, el efecto del tipo de flujo de agua no se ha analizado en estudios
de campo controlados, aunque si en escenarios simulados y los resultados han sido contradictorios,
puesto que un flujo estancado no se traduce necesariamente en una mayor proliferacion de la bacteria,

mientras que un flujo turbulento si (Liu et al., 2006).

La extrapolacién de las medidas anti-estancamiento a las guias técnicas es la apertura durante unos
minutos de los grifos y las duchas con un bajo uso de agua con una periodicidad como minimo semanal.
No existe evidencia de la efectividad que comporta la apertura expresa de los puntos de bajo uso,
aunque seguramente el coste-efectividad es elevado debido al tiempo y a los recursos humanos que

deben invertirse en estos programas.

El papel de los grifos en la biologia bacteriana de los hospitales ha sido estudiado con mayor detalle,
siendo objeto diversas publicaciones. Uno de los aspectos méas polémicos es el diferente riesgo que
suponen los grifos de accionamiento automético en comparacién con los grifos de accionamiento
manual. Los grifos de accionamiento automético “no touch” se han ido introduciendo paulatinamente en
los hospitales por ofrecer dos ventajas principales: la regulacién del consumo de agua y la reduccion de
las contaminaciones cruzadas a través de las manos de los profesionales sanitarios. Sin embargo,
pronto se constatd que este tipo de griferias podian ser un reservorio importante de diversos
microorganismos, especialmente bacilos gramnegativos (Assadian et al., 2002; Chaberny y Gastmeier,
2004; Hargreaves et al., 2001; Merrer et al., 2005; van der Mee-Marquet, Bloc, Briand, Besnier y
Quentin, 2005). Este fendmeno se explicaria por diversas razones: 1) debido a su funcién de ahorro de
agua, estas griferias minimizarian el flujo en su interior, lo cual reduciria su capacidad de arrastre; 2) al
unirse los conductos de ACS y AF en la parte terminal (figura 16), el agua estancada permaneceria a
temperaturas templadas, ideales para el sobrecrecimiento bacteriano; 3) la estructura interna de estos
grifos es compleja, con multiples piezas, y con materiales susceptibles de favorecer el crecimiento del

biofilm.

Halabi et al. (2001) estudiaron la calidad bacteriolégica del agua de 38 grifos de accionamiento
automatico en un hospital australiano, de los cuales 10 mostraron crecimiento de Legionella. El analisis
del origen de la contaminacion en las muestras positivas encontré que las valvulas magnéticas y la parte
interna de los propios grifos estaban altamente colonizadas por Legionella, mientras que las tuberias de

alimentacién de agua de esos mismos grifos estaban libres de la bacteria. Un tiempo después, (Sydnor
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et al., 2012) publicaron un trabajo cuyos resultados preliminares, por su trascendencia, ya habian
implicado un posicionamiento conjunto de la American Society for Healthcare Engineering, ASHE, y la
Association for Professionals in Infection Control y Epidemiology, APIC (ASHE-APIC, 2011). El trabajo
reportd que la gran mayoria de los grifos accionados automaticamente del Johns Hopkins Hospital
estaban colonizados con Legionella y que su desinfeccidn con 5 ppm de dioxido de cloro no fue capaz
de erradicarla por completo, aunque si reducir el porcentaje de colonizacidén equiparandolo al de los
grifos de accionamiento manual. Legionella se aislo en diferentes piezas internas de los grifos

automaticos, indicando que la colonizacién de este tipo de dispositivos es amplia y compleja.

:I

/ detector infrarrojo
9 ) ) } }

valvulas
magnéticas

tuberia de agua fria tuberia de agua caliente

Figura 16. Esquema de grifo de accionamiento automatico.

Adaptado de Merrer, J., Girou, E., Ducellier, D., Clavreul, N., Cizeau, F., Legrand,
P., y Leneveu, M. (2005). Should electronic faucets be used in intensive care and
hematology units? Intensive Care Medicine, 31(12), 1715-1718.

Por ultimo, algunas publicaciones han analizado el papel especifico de los aireadores instalados en la
mayoria de grifos para obtener un flujo laminar del agua y regular su consumo. Entre los mas recientes
cabe destacar el trabajo de Cristina et al. (2014), quienes estudiaron 304 muestras de agua de areas
criticas de dos hospitales italianos, diferenciando entre agua obtenida a través de los aireadores (el
primer flujo de agua) o bien de la tuberias de la instalacion. Los porcentajes de positividad tanto para
bacilos gramnegativos como para L. pneumophila serogrupo 1 fueron significativamente mas elevados
en las muestras obtenidas a través de los aireadores que en las de las tuberias. Sin embargo, para L.
pneumohila serogrupos 2-14, no se observaron diferencias en el porcentaje de positividad (superior al

40%), aunque si en la concentracion (menor en las tuberias). Los autores concluyeron que para la
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mayoria de microorganismos los aireadores juegan un papel de reservorio amplificador, pero en el caso
concreto de L. pneumophila serogrupos 2-14 este papel seria menos relevante puesto que la propia red
de distribucién es la que originariamente se encuentra colonizada. Es dificil unificar las conclusiones
obtenidas en este tipo de trabajos debido a la diversidad de escenarios en los que se han llevado a cabo
y a su variabilidad en la ecologia bacteriana. Pero tampoco los estudios en escenarios simulados
permiten establecer resultados concluyentes. Por ejemplo, los resultados de un trabajo realizado en un
modelo de instalacién de ACS no mostraron diferencias en las concentraciones de Legionella en el agua
obtenida a través de aireadores o en grifos control sin aireadores (Huang y Lin, 2007), contrariamente al

estudio anteriormente citado.

Con todo ello se evidencia que, de manera global, el papel de las instalaciones sanitarias como
reservorio de Legionella es altamente complejo y variable en su interpretacién, y también dificilmente
reproducible de un centro a otro. La instauracién de medidas preventivas concretas basadas en estudios

de elevada evidencia cientifica es, hasta el momento, un reto por resolver.

5.4. Colonizacion y persistencia de Legionella en el agua sanitaria

Los primeros estudios dirigidos a investigar la colonizacion por Legionella del agua de hospitales se
remontan a finales de los afos 80 y principios de los 90. Surgieron de la inquietud de mejorar el
conocimiento de la epidemiologia de la legionelosis nosocomial y del debate, ain hoy no resuelto, sobre
la necesidad de llevar a cabo monitorizaciones rutinarias del agua sanitaria como medida de prevencién
y control. La realidad objetivada por estos primeros estudios fue que en la mayoria de hospitales
Legionella estéa presente en mayor o menor grado. El porcentaje de hospitales colonizados fue superior
al 60% en EEUU y Canada (Vickers et al., 1987; Alary y Joly 1992), mientras que en Inglaterra y Nueva
Escocia estos porcentajes fueron del 12% y del 23%, respectivamente (Liu et al., 1993; Marrie et al.,
1994). En estos trabajos, ademés, se intentd analizar por primera vez la relacién entre Legionella
ambiental y determinadas caracteristicas de los edificios por una parte, y la presencia de casos
nosocomiales de legionelosis, por otra. En un estudio posterior (Kool et al., 1999), se encontré que 11 de
12 hospitales de Texas presentaban colonizacién por Legionella en sus aguas y que el porcentaje de
puntos positivos, mas que la concentracion de Legionella, se asociaba a un mayor riesgo de casos de
legionelosis nosocomial. En la actualidad, los estudios de prevalencia para establecer el grado de
colonizacion de las aguas de los centros sanitarios se continiian llevando a cabo en paises con escasa
tradicion al respecto (Rafiee, Jahangiri-rad, Hajjaran, Mesdaghinia y Hajaghazadeh, 2014; Sikora,
Wojtowicz-Bobin, Koziot-Montewka, Magry$ y Gtadysz, 2015).

Un gran avance para comprender mejor esta realidad fue la introduccién de técnicas de tipaje molecular.
Sabria et al. (2001) fueron pioneros en este nuevo enfoque, que aplicaron al estudio de las aguas de 20

hospitales de Catalufia. Tres importantes conclusiones se derivaron de este estudio: 1) L. pneumophila
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estaba presente en el ACS de la mayoria de hospitales (85%); 2) L. pneumophila serogrupo 1 no fue el
serogrupo aislado con mayor frecuencia; y 3) cada hospital presentaba un subtipo de ADN dominante,
no compartido con otros hospitales. El elevado porcentaje de hospitales colonizados por Legionella se
ha ido corroborando en otros estudios descriptivos transversales realizados en diferentes ambitos
geogréficos, con porcentajes siempre superiores al 60% (Leoni et al., 2005; Mavridou et al., 2008; Napoli
et al., 2010; Yu et al., 2008). Los serogrupos 2-14, ademas del 1, se aislan también frecuentemente en

todos ellos.

La realizacion de estudios longitudinales a lo largo de varios afios ha permitido ahondar en el
conocimiento de la persistencia de Legionella en las instalaciones. Uno de los primeros trabajos fue el de
Garcia-Nunez et al. (2008) en muestras de 7 hospitales de Catalufia obtenidas durante un periodo de 17
afos. Los resultados mostraron una elevada variabilidad genémica de subtipos de Legionella, teniendo
cada hospital sus propios patrones de PFGE no compartidos con otros centros. A pesar de esta
variabilidad, algunos de los patrones persistian hasta 17 afios en las aguas de un mismo hospital, y
fueron los que se aislaron también en las muestras clinicas de pacientes que adquirieron una
legionelosis nosocomial. La existencia de uno o mas patrones dominantes en aguas de hospitales
durante periodos de tiempo prolongados es también la conclusién a la que han llegado otros estudios
realizados en paises como Alemania (Oberdorfer et al., 2008), Polonia (Pancer, Matuszewska, Bartosik,
Kacperski y Krogulska, 2013), Italia (latta, Cuna, Napoli, De Giglio y Montagna, 2013) o Grecia
(Alexandropoulou et al., 2015). En cuanto a los factores que explicarian la variabilidad genética o, en
otras palabras, la aparicion o desaparicion determinados subtipos a lo largo del tiempo en un mismo
hospital, no son bien conocidos. Algunos autores lo atribuyen a los métodos de desinfeccién utilizados
(Perola et al., 2005; Triassi et al., 2006), ya que cuando se aplican tratamientos de desinfeccion se
reducen los subtipos predominantes en el agua, lo que permitiria el crecimiento de otros subtipos no

mayoritarios hasta entonces.

Todos estos datos han puesto de manifiesto que si se investigan las aguas se aisla Legionella en la
mayoria de instalaciones sanitarias. Asimismo, la persistencia de determinados clones justificaria la
realizacion de analisis de genotipado periddicos de las muestras ambientales, que ayudarian a disefar
un mapa mas exacto de cada hospital. Las implicaciones que ello conlleva en la gestion del riesgo de

legionelosis nosocomial son controvertidas y se expondran méas adelante.
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6. Vigilancia microbiolégica de Legionella en el agua de hospitales

6.1. Métodos de deteccion ambiental de Legionella

El aislamiento de Legionella en cultivo es el método mas utilizado y estandarizado actualmente por los
laboratorios ambientales. En 1998, se desarrolld una norma estandar internacional, 1SO11731:1998
(1ISO11731, 1998), que recogia las estrategias utilizadas en diferentes instituciones para una
recuperacion y deteccion eficiente de Legionella en muestras ambientales. Los métodos descritos por

esta norma permiten realizar un recuento de la concentracion de Legionella en la muestra.

Ante la imposibilidad de conocer de antemano el nivel de contaminacion de la muestra a analizar, se
recomienda realizar siembras directas de la muestra (muestras con indculos muy elevados) y otras
siembras tras la concentracién de la muestra por filiracién o centrifugacion (muestras con indculos
bajos). Al igual que las muestras clinicas, las muestras de origen ambiental deben de recibir un
tratamiento &cido y de calor antes de ser sembradas. EI medio de cultivo utilizado y la metodologia a
seguir para la identificaciéon de las colonias aisladas es el mismo que se utiliza para las muestras
clinicas. El cultivo, a diferencia de otras técnicas, detecta unicamente las células viables y permite el
aislamiento de diferentes cepas bacterianas que podran ser confrontadas con las cepas obtenidas del

cultivo de muestras clinicas.

Actualmente, la identificacién y cuantificacién por cultivo son las herramientas principales desde el punto
de vista de salud publica. El aislamiento y el recuento de las cepas procedentes de instalaciones
relacionadas epidemioldgicamente con casos de legionelosis, y la posterior tipificacion molecular de
dichas cepas, permite determinar la fuente de infeccién para asi, poder realizar los tratamientos de

desinfeccion adecuados.

En los Ultimos afios se han desarrollado una serie de técnicas moleculares para la detecciéon de
Legionella en muestras ambientales basadas en la PCR, y especialmente, la PCR a tiempo real o PCR
cuantitativa (qPCR), que permite obtener resultados cuantitativos en pocas horas. Estudios en muestras
ambientales han descrito un elevado grado de sensibilidad, incluso superior al del cultivo (Levi, Smedley
y Towner, 2003). Sin embargo, presenta diversos inconvenientes. Por un lado, las muestras ambientales
suelen tener un elevado grado de contaminacion por la presencia de microorganismos y residuos
quimicos que pueden interferir en esta técnica inhibiendo la reaccion enzimatica. Por otro lado, esta
técnica no demuestra la viabilidad de las bacterias detectadas. Ademas, el uso de la qPCR puede llevar
a confusion si se comparan los resultados con los obtenidos en cultivo, ya que no se miden en las
mismas unidades ni son equivalentes (unidades genémicas por litro o unidades formadoras de colonias
por litro o respectivamente). Por ello y por los demés motivos anteriormente expuestos, el método de

vigilancia microbioldgica ambiental utilizado mayoritariamente hasta la fecha es el cultivo.
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6.2. Papel de la vigilancia microbiolégica ambiental en los planes de
autocontrol de la Legionella en hospitales

La vigilancia microbiol6gica del agua puede llevarse a cabo en programas de prevencién primaria o
secundaria (O'Neill y Humphreys, 2005). La prevencion primaria hace referencia a centros hospitalarios
en los que no se han documentado casos de legionelosis nosocomial, o fuera de un contexto de
transmision de la enfermedad. La totalidad de estas medidas preventivas conforman los denominados
planes de autocontrol, que en paises con legislacién especifica son de obligada elaboracién y
cumplimiento en las instalaciones de riesgo. La prevencion secundaria se refiere a la investigacion
ambiental en presencia de brotes o casos esporadicos, con el fin de evitar nuevas transmisiones. Desde
hace afios, existe una controversia no resuelta sobre la utilidad de la vigilancia microbiolégica ambiental
como medida de prevencion primaria, lo que se ha traducido en recomendaciones poco uniformes,
cuando no contradictorias. En sintesis, dos son las estrategias defendidas para la prevencion primaria de
la legionelosis en centros sanitarios. La primera, defendida tradicionalmente por los CDC, consiste en la
intensificacion de la vigilancia clinica sin realizar vigilancia ambiental de manera rutinaria. Esta estrategia
no responde en sentido estricto al concepto de prevencion primaria, puesto que implementa las medidas
de correccion una vez ha habido casos. La segunda estrategia enfatiza la vigilancia ambiental rutinaria
del agua sanitaria bajo la premisa que la presencia de Legionella supone una situacién de riesgo para
los pacientes, por lo que se deben tener instauradas medidas de control en ausencia de casos clinicos.
En sus primeras recomendaciones sobre prevencién de neumonia nosocomial, los CDC desestimaban la
realizacion rutinaria de cultivos de agua para detectar Legionella, argumentando que no existe una
relacion evidente entre los resultados y el riesgo de legionelosis (Centers for Disease Control and
Prevention, 1997). Otro argumento fue que al ser Legionella un microorganismo ubicuo no se justificaria
su completa erradicacion. Sin embargo, en recomendaciones mas recientes si que recomienda la
vigilancia en &reas con pacientes inmunodeprimidos, aunque sin especificar periodicidad ni metodologia
(Centers for Disease Control and Prevention, 2003, 2004).

Por el contrario, diferentes estudios apuntaban desde hace mas de veinte afios que la presencia de
Legionella en las aguas de los hospitales se asociaba a la aparicion de casos de legionelosis nosocomial
(Goetz et al., 1998; Johnson et al., 1985; Kool et al., 1999; Rudin y Wing, 1986). Stout y Yu (2001)
defendieron tradicionalmente una postura opuesta a los CDC a favor de la vigilancia rutinaria de las
aguas, que fue adoptada en la legislacion del condado de Allegheny (Allegheny County Health
Department, 1997). Tras su aplicacion, los casos de legionelosis nosocomial se redujeron
ostensiblemente (Squier et al., 2005). Estos mismos autores llevaron a cabo un estudio prospectivo con
datos clinicos y ambientales en 20 hospitales de 13 estados de EEUU (Stout et al., 2007). Se constatd la
presencia de Legionella en 14 de los 20 hospitales, mientras que sélo en 4 hospitales se identificaron
casos de neumonia nosocomial por L. pneumophila serogrupo 1 mediante investigacién especifica con

antigenuria. Las aguas de estos 4 hospitales presentaban una elevada colonizacién, con mas del 30%
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de puntos de muestreo positivos. Los autores concluyeron que la monitorizacién ambiental junto con la
vigilancia clinica especifica es la mejor estrategia para conocer la situacion real de la transmision de

Legionella en los hospitales.

Con anterioridad, Sabria et al. (2004) publicaron un trabajo pionero sobre esta problematica. Habiendo
constatado previamente que un elevado porcentaje de hospitales en Catalufia estaban colonizados por
Legionella (Sabria et al., 2001), llevaron a cabo un seguimiento de los casos de legionelosis nosocomial
en estos mismos hospitales a lo largo de cinco afios. Si bien inicialmente solamente uno de los
hospitales efectuaba vigilancia activa de legionelosis mediante antigenuria, esta técnica se fue
introduciendo en los hospitales participantes. Al final del periodo de estudio se identificaron casos de
neumonia por Legionella en 11 de los 20 hospitales participantes. Significativamente, los hospitales sin

Legionella en las aguas no presentaron casos.

Los paises europeos con legislaciones o recomendaciones especificas de control de legionelosis en
hospitales han adoptado mayoritariamente el enfoque de la prevencion primaria en base a la vigilancia
ambiental. Entre ellos, cabe destacar el Reino Unido, Irlanda, Holanda, Francia, ltalia y Suiza. La
legislacion de aplicaciéon en el Estado Espariol (RD 865/2003) también ha adoptado la estrategia
proactiva de la prevencion primaria, obligando a realizar como minimo un muestreo anual de las aguas
de instalaciones consideradas de riesgo. La Guia técnica para la prevencion y control de la legionelosis
en instalaciones que desarrolla la legislacion vigente, especifica que la frecuencia del muestreo
ambiental en los hospitales deberia ser trimestral (Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad,
2007). Sin embargo, ni el RD ni la guia técnica incluyen indicaciones especificas para la vigilancia clinica
de la neumonia por Legionella. En este sentido, la legislacion catalana si que establece la obligatoriedad

de investigar la etiologia por Legionella en los casos de neumonia nosocomial (Decret 352/2004).

6.3. Controversias en la metodologia de la vigilancia microbiolégica de
Legionella en el agua de hospitales

6.3.1. Principales legislaciones y recomendaciones

Los centros hospitalarios que lleven a cabo la monitorizacion de Legionella en sus aguas deberian tener
bien definidos los siguientes puntos: los criterios de muestreo, el numero de muestras a obtener, la
metodologia de la toma de las muestras y los criterios de interpretacion de los resultados. Para todo ello
no existen criterios unificados, lo que se ha traducido en recomendaciones poco uniformes. La tabla 12
recoge las principales guias técnicas y legislaciones que incluyen recomendaciones especificas sobre
vigilancia microbiolégica de las aguas de hospitales y la tabla 13 compara diferentes aspectos de estas

recomendaciones.
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Tabla 12. Guias técnicas y legislaciones que incluyen recomendaciones especificas sobre vigilancia
microbioldgica de Legionella en las aguas de hospitales.

EEUU

Francia

Reino
Unido

Irlanda

Italia

Suiza

Espafia

Catalufia

Alleghency County Health Department (2014). Updated Guidelines for the Control of Legionella in Western
Pennsylvania

Conseil Superieur d’Hygiene Publique de France. (2001). Gestion du risque lié aux légionelles.

Health and Safety Executive (2013). Legionnaire’s disease. The control of Legionella bacteria in water
systems. Approved code of practice and guidance of regulations. L8 (Fourth edition).

Health Protection Surveillance Centre (2009). National Guidelines for the Control of Legionellosis in
Ireland.

Conferenza permanente per i rapporti tra lo stato le regioni e le province autonome di Trento e Bolzano.
(2000). Documento di linee-guida per la prevenzione e il controllo della legionellosi.Gazzeta Ufficiale de la
Repubblica Italiana, serie general n° 103.

Office Fédérale de la Santé Publique (2009). Legionelles et Iégionellose.

Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad (2007). Guia técnica para la prevencion y control de
legionelosis en instalaciones.

DECRET 352/2004, de 27 de juliol, pel qual s'estableixen les condicions higienicosanitaries per a la
prevencié i el control de la legionel-losi.

Tabla 13. Comparacion de los criterios de la vigilancia microbiolégica ambiental en hospitales.

Gu'.a te(.:r'uca ° Tipo de monitorizacion Tipo de Método de toma de muestra Limites aceptados
legislacion muestra
EEUU- Anual en todos los hospitales. Biofilm Frotis de grifos y duchas <30% puntos positivos
Condado de Periédicamente en areas con
Allegheny pacientes de alto riesgo
Francia Anual en todos los hospitales Agua Pre y post flushing en una <103, <10, 6 <50
misma muestra UFCIL segun el area
Reino Unido A criterio técnico de la Agua Pre y post flushing en muestras <103 UFC/L
instalacion separadas
Ifanda A criterio técnico de la Biofilm y Frotis, pre y post flushing en <103UFC/L
instalacion. Mensual en areas agua muestras separadas
con pacientes de riesgo
Italia Periddicamente en areas con Biofim y Frotis, pre y post flushing en <10 UFCIL
pacientes de alto riesgo agua una misma muestra
Suiza Semestral en hospitales con Biofilm y Frotis, pre y post flushing en <30% puntos positivos
pacientes de alto riesgo agua una misma muestra
Espafia Trimestral en hospitales con Biofim y Frotis, pre y post flushing en <103UFC/L
pacientes de alto riesgo agua una misma muestra
Catalufa Minimoanual e e <30% puntos positivos
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6.3.2. Criterios de muestreo

El muestreo del agua en los hospitales puede obedecer a dos necesidades diferentes: conocer el riesgo
de exposicién de los pacientes o bien conocer el estado de colonizacion del sistema de distribucion.
Dependiendo, pues, de estas necesidades, deberian seleccionarse puntos de muestreo en base a
diferentes criterios: el uso que hacen los pacientes o las caracteristicas la red de distribucién. Las
legislaciones y guias técnicas recogen recomendaciones dispares. Tal y como se ha indicado antes, los
CDC indican cultivar el agua a la que estan expuestos los pacientes inmuodeprimidos, y no consideran
aspectos técnicos del sistema de distribucion. Por el contrario, las recomendaciones del Reino Unido
siguen un criterio exclusivamente técnico, y recomiendan tomar muestras de agua en puntos donde las
temperaturas no son adecuadas, con flujo estancado o de bajo uso, del punto de entrada de la
instalacién, de los puntos més alejados de los acumuladores, asi como de los propios acumuladores, la

impulsion y el retorno.

En el mismo sentido, la guia técnica de Irlanda aboga por cultivar el agua cuando existen problemas
técnicos en el sistema de distribucién, como temperaturas inadecuadas o averias. Sin embargo, también
recomienda cultivos mensuales del agua en areas de ingreso de pacientes inmunodeprimidos. La
legislacion espafiola propone criterios de muestreo que tienen en cuenta ambos enfoques, indicando los

siguientes puntos:

- Depésitos de agua caliente y fria

- Puntos terminales de la red de agua caliente y fria preferiblemente de habitaciones
relacionadas con enfermos, asi como de algin servicio comun, intentando elegir habitaciones
no utilizadas en los dias previos.

- Enlared de agua caliente, la impulsion y el retorno.
6.3.3. Numero de muestras

No existen estudios con criterios de coste-efectividad sobre el nimero de muestras éptimo que se
precisaria en los programas de prevencion primaria de la legionelosis en hospitales. Es mas, la mayoria
de recomendaciones oficiales ni tan s6lo hace una aproximacion a esta cifra. La legislacion del condado
de Allegheny propone obtener un nimero de muestras acorde con el nimero de camas del hospital: un
minimo de 10 muestras para hospitales de menos de 500 camas, e ir aumentando 2 muestras
adicionales por cada 100 camas. En la guia técnica de Irlanda, el punto de partida del muestreo no es el
nimero de camas sino el numero de puntos de uso de agua. Asi, por ejemplo, para un centro con 50
puntos de uso se recomienda tomar dos muestras y para un centro con mas de 1.600 puntos de uso, el

numero de muestras recomendado es de 14.

En realidad, el numero de muestras necesario responde a la necesidad de disponer de una informacion
representativa tanto del riesgo al que estan expuestos los pacientes como del estado sanitario de la red

de distribucién, dependiendo del criterio de muestreo utilizado. Existen, sin embargo, problemas
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derivados de la repetibilidad de los resultados, puesto que éstos pueden variar dependiendo de multiples
factores. En un reciente estudio, Napoli et al. (2009), repitieron analiticas de los mismos puntos de
muestreo durante cinco dias consecutivos y en la misma hora. Se constataron importantes variaciones
en las concentraciones de Legionella en los mismos puntos, con el agravante de que en algunos casos
las concentraciones fueron superiores o inferiores a 104 ufc/L, que es el limite admitido en la legislacion
italiana para emprender medidas correctoras en la red. Los autores concluyeron que la toma de

decisiones de desinfectar o no desinfectar la red basada en una sola muestra puede no ser realista.
6.3.4. Método de la toma de muestras

De acuerdo con el objetivo de la vigilancia, las muestras pueden tomarse con dos métodos diferentes:
recogiendo la primera cantidad de agua que sale del punto terminal (método “preflushing”) o dejar correr
el agua unos minutos hasta obtener la que sale de la tuberia (método “postflushing”). Se acepta que, en
el caso del ACS, la identificacién del agua procedente de la tuberia se corresponde cuando la
temperatura se estabiliza y no aumenta mas. En el primer caso, el objetivo seria cuantificar el riesgo del
usuario en las condiciones normales de uso de los puntos de consumo. En el segundo, los objetivos
serian analizar el grado de contaminacion de las tuberias o comprobar la eficacia de tratamientos de
desinfeccion. Por otro lado, el muestreo también puede incluir 0 no el biofilm existente en el interior de
grifos o duchas obtenido mediante escobillones. Tal y como se muestra en la tabla 13, las

recomendaciones al respecto no son uniformes.

El RD 865/2003 establece que en depdsitos y acumuladores se tomara un litro de agua preferiblemente
de la parte baja del depdsito, recogiendo, si existieran, materiales sedimentados. En los puntos
terminales se tomara un litro de agua, recogiendo los primeros 100 mL rascando después la parte
interna del grifo o ducha con una torunda que debe incorporarse en el mismo envase y recoger
finalmente el resto de agua, hasta aproximadamente un litro, arrastrando los restos del rascado. Cabe

destacar que es la unica legislacion en la que la muestra del biofilm se incorpora a la muestra de agua.

Ditommaso et al. (2010) analizaron la concordancia de resultados entre las muestras de agua y las de
biofilm en un total de 3910 pares de muestras. Los resultados indicaron que el 81% de muestras fueron
concordantes, por lo que se concluyé que, eliminando la toma del biofilm se podian obtener resultados
validos de una manera mas simplificada. Otro factor que puede influir en la validez de los resultados es
el tiempo de demora entre la toma de la muestra y el procesamiento de la misma en el laboratorio. Un
estudio del afio 2012 describid que si las muestras se demoraban mas de seis horas en ser procesadas,
se producian variaciones considerables en los recuentos finales (McCoy et al., 2012). Sin embargo, otro
trabajo posterior en el que se tuvo en cuenta el error aleatorio muestral no corrobord este efecto
(Flanders, Kirkland y Shelton, 2014). Un tercer estudio también concluy6 que las concentraciones de
Legionella se mantienen estables en las muestras durante el tiempo normal de transporte hasta su

cultivo (Mietzner, Schaeffer, Yassin, Wagener y Stout, 2013).
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6.3.5. Valoracion de los resultados

La finalidad de la vigilancia microbioldgica de Legionella en las aguas de los hospitales es disponer de
una informacion que permita gestionar el riesgo ambiental para que no se produzcan casos clinicos.
Existen dos maneras de valorar los resultados de los cultivos para la toma de decisiones: la identificacion
de puntos terminales con concentraciones elevadas de Legionella o bien el calculo de la prevalencia de
puntos positivos de un muestreo global, con independencia de su concentracion. No existe consenso en
la utilizacion de uno u ofro criterio, por lo que las diferentes recomendaciones sobre prevencion de
legionelosis nosocomial adoptan uno de los dos sin especificar los motivos de esta decision. En cuanto a
las normativas vigentes en el Estado Espafiol, el RD 865/2003 no especifica como valorar los resultados
de los cultivos del agua sanitaria. En la Guia técnica para la prevencion y control de la legionelosis en
instalaciones, sin embargo, se especifica que en caso de hallar concentraciones superiores a 103 UFC/L
se debe realizar limpieza y desinfeccion segun protocolo en caso de brote y una nueva toma de
muestras aproximadamente a los 15 dias. En el ambito de Catalufia, el Decreto 352/2004 indica que la
constatacién de mas de un 30% de puntos de consumo positivos en un muestreo periédico obliga

también a realizar limpieza y desinfeccidn segun protocolo en caso de brote.

La mayor parte de guias técnicas europeas recomiendan emprender acciones correctoras en puntos
concretos de la instalacion cuando se detectan concentraciones de Legionella superiores a 103 o 10*
UFC/L (tabla 13). Apenas existen trabajos en escenarios reales que validen estos puntos de corte como
predictores de riesgo. En un estudio prospectivo de tres afios de duracion, Boccia et al (2006)
determinaron que por debajo de un 20% de puntos colonizados con concentraciones menores de 102
UFCIL, el riesgo de legionelosis nosocomial es insignificante. La base fisiopatolégica de considerar las
concentraciones de Legionella como indicador de riesgo de enfermedad estaria relacionado con la dosis
infectante en humanos. Esta dosis no esta bien definida ni en estudios experimentales con animales ni
en estudios de brotes con afectacion de personas (Whiley, Keegan, Fallowfield y Ross, 2014), por lo que

la aplicacion practica de este criterio continiia basandose en estimaciones poco empiricas.

En relacion a la prevalencia de Legionella, se considera que si un hospital presenta mas del 30% de sus
puntos de muestreo con crecimiento se deben poner en marcha medidas de correccién. Esta
aproximacién fue publicada por primera vez por Best en 1983 (Best et al., 1983), quién describié que la
aparicion de casos de neumonia nosocomial por Legionella se relacionaba con la prevalencia global de
puntos positivos, y no con la concentracion. Basédndose en este trabajo, este criterio fue el adoptado por
la legislacion del condado de Allegheny. Desde entonces, numerosos autores y, secundariamente, guias
de prevencion, han adoptado el 30% como el punto de corte para implementar acciones. En una
interesante revision, Allen et al (2012) analizaron los articulos publicados entre 1983 y 2011 y las
recomendaciones que adoptan este criterio. En una valoracion conjunta de estos trabajos, calcularon la
validez del 30% como punto de corte para predecir casos de legionelosis nosocomial y obtuvieron una

sensibilidad del 59% y una especificidad del 74%. Ello se traduciria en que el 40% de situaciones de
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riesgo no serian detectadas y que en el 25% de ocasiones se iniciarian medidas correctoras sin estar
justificadas. Los autores recomiendan una aproximacion multidisciplinar al problema basada en
considerar conjuntamente tanto la prevalencia de puntos positivos como la concentracion de Legionella,

evaluar el tipo de paciente expuesto y considerar aspectos técnicos del edificio y la instalacién.

Recientemente, un trabajo de Ditommaso et al (2014) apunt6 que otro aspecto importante a tener en
cuenta en la gestion del riesgo ambiental es el serogrupo y la virulencia de las cepas aisladas.
Encontraron una asociacion estadisticamente significativa entre la aparicién de casos nosocomiales y la
presencia en el agua de cepas de L. pneumophila serogrupo 1 con un determinado epitope. Con
anterioridad, y en esta misma linea, Garcia-Nufiez et al. (2009) analizaron la citopatogenicidad de
muestras ambientales de 17 hospitales catalanes, encontrado que los aislados de L. pneumophila
serogrupo 1 eran méas citopatogénicos que los aislados de otros serogrupos y que los hospitales con
aislados de L. pneumophila pertenecientes a los grupos mas citopatdgenicos tendian a declarar mas
casos de enfermedad del legionario. Todos estos datos, aunque aun poco estudiados, apuntarian a que
la virulencia deberia ser otro aspecto importante a tener en cuenta en los programas de autocontrol de

Legionella de los hospitales.
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7. Métodos de desinfeccion del agua sanitaria

7.1. Clasificacion de los métodos de desinfeccion del agua sanitaria y
criterios para evaluar su efectividad

Los métodos de desinfeccion del agua aplicados a edificios, entre ellos los hospitales, se pueden
clasificar segun diferentes criterios (Yu, Liu, Stout y Goetz, 1993). Segun su ambito de aplicacion,

pueden ser:

- Métodos de desinfeccion sistémicos: se aplican a todo el circuito de agua, y, por tanto, pretenden

actuar sobre la totalidad de la biomasa de Legionella.

- Métodos de desinfeccién focales o terminales: se aplican en una parte de la instalacion,
generalmente afectando las partes mas distales de la misma de manera independiente a otros

métodos de desinfeccién ya instalados.
Segun su aplicacion en el tiempo, pueden ser:

- Métodos de desinfeccidn en continuo: se aplican sin interrupcién a lo largo del tiempo, siendo la

base para el control continuado de Legionella.

- Métodos de desinfeccion de choque: se aplican de manera puntual, generalmente en el contexto
de un brote u otra situacion de alerta epidemiolégica. Se pueden aplicar tanto de manera

sistémica a toda la instalacién como sélo a una parte de ella.

Desde el punto de vista de las ciencias de la salud, el analisis de la efectividad de estos sistemas es muy
dificultoso si se aplican los criterios de la medicina basada en la evidencia, puesto que no se trata de
estudios en poblaciones humanas. En el contexto de evaluacion de tecnologias de desinfeccion, la
evidencia de la eficacia in vitro puede establecerse de manera apropiada pero la efectividad en
condiciones reales en medios inanimados es complejo de llevar a cabo. El disefio epidemiolégico de
mayor evidencia cientifica es el ensayo clinico aleatorizado (y sus metaanalisis cuando son posibles). La
aleatorizacidn pretende la homogeneizacion de los sujetos participantes para poder concluir que, si se
observan diferencias en los resultados, éstas se deben a la intervencién que se ha aplicado. Ello
también permite que los resultados sean reproducibles y generalizables a otros pacientes. Sin embargo,
la aleatorizacion de hospitales, o de zonas geograficas, para el analisis de la efectividad de los sistemas
de desinfeccion raramente se podra llevar a cabo bajo esta premisa (homogeneizar el escenario) y, por
tanto, la generalizacion de los resultados es una de las principales limitaciones cuando se desean
establecer recomendaciones basadas en la evidencia. Con el fin de ayudar a la toma de decisiones, Lin,
Stout y Yu (2011) propusieron unos criterios de evaluacion estandarizados de los métodos de
desinfeccién para Legionella en aguas de edificios, basados en cuatro pasos ordenados de menor a

mayor exigencia:
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A. Eficacia demostrada in vitro frente a Legionella.

B. Reportes o comunicaciones puntuales en el control de Legionella en las instalaciones de
hospitales individuales.

C. Estudios publicados de larga duracién (afios) en el control de Legionella en las instalaciones y
en la prevencion de legionelosis nosocomial en hospitales individuales.

D. Estudios confirmatorios de larga duracion (afios) en multiples hospitales con resultados

similares.

A pesar de la simplicidad de estos criterios, son una herramienta en la que se han basado algunas de las

revisiones publicadas hasta el momento.

7.2. Métodos de desinfeccion sistémicos en continuo

7.2.1. Temperatura del agua caliente sanitaria

Los métodos de desinfeccion sistémicos en continuo basicos en edificios considerados de riesgo para la
proliferacion de Legionella son el mantenimiento de determinados niveles de temperatura en ACS y AF,
ademas de adecuados niveles de cloracién del AF. En el caso del ACS, se considera que, si a pesar de
esta medida, se producen casos nosocomiales de legionelosis 0 bien se detectan colonizaciones
significativas de la red, debe afadirse un método de desinfeccién complementario. Estas
recomendaciones se han basado en investigaciones que han analizado el impacto de la introduccion de
estos métodos suplementarios con independencia de la temperatura. No obstante, pocos trabajos han
analizado con profundidad si, simplemente aumentando permanentemente los niveles de temperatura
basales del ACS se puede mejorar el estado microbiolégico de la red. Este hecho resulta paradéjico por

cuanto es muy bien conocida la sensibilidad de Legionella a los dinteles de temperatura.

Cuando se habla de la temperatura del ACS como método de desinfeccion en continuo, debe
diferenciarse entre mantener unos determinados niveles en los puntos centrales o de impulsion y los
niveles de que se logran en los puntos de distribucion terminales de la red. Es sabido que la temperatura
de almacenaje en acumuladores de agua caliente no debe descender por debajo de los 60°C. A esta
conclusion han llegado diferentes trabajos llevados a cabo tanto en instalaciones sanitarias como en otro
tipo de edificios, y en los que la temperatura del acumulador y del agua caliente impulsada se elevd
como medida de control tras la deteccion de Legionella, consiguiéndose una reduccion significativa de la
colonizacion (Zacheus y Martikainen, 1996 ; Pryor et al., 2004; Berry et al., 2006; Moore et al., 2006).

Si bien a nivel técnico es relativamente sencillo garantizar unas temperaturas de impulsién del ACS
estables, el principal reto en las instalaciones hospitalarias, generalmente de gran recorrido y elevada
complejidad, es hacer llegar a los puntos terminales las temperaturas deseadas. Es por ello que el

andlisis de la temperatura como método de desinfeccion sistémico y en continuo debe hacerse teniendo
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en cuenta los niveles conseguidos en puntos terminales y no centrales. La principal controversia estriba
en cudl deberia ser el rango de temperatura dptima que ofreciera los mejores resultados en cuanto a
control ambiental de Legionella pero que a la vez garantice la seguridad para el usuario y un equilibrio
asumible para la institucion en términos de coste-efectividad. Como se expone a continuacioén, la mayor
parte de publicaciones aparecidas hasta la fecha defienden que dicho rango seria entre los 55°C y los
60°C.

Algunos estudios han analizado los resultados obtenidos con la temperatura en combinacién con otros
métodos adicionales de desinfeccion. Blanc, Carrara, Zanetti y Francioli (2005), compararon la
efectividad de un sistema de ionizacion cobre-plata en un edificio hospitalario con un sistema de o0zono,
en otro edificio, partiendo de una situacién de brote de legionelosis nosocomial. Dado que no se
obtuvieron buenos resultados, se decidié elevar y mantener la temperatura del ACS entre 50°C y 60°C
en puntos periféricos en ambos edificios, tras lo cual se observd un descenso significativo tanto en el
porcentaje de puntos positivos como en la concentracién de Legionella. En uno trabajo anterior (Colville
et al., 1993), se describe una experiencia en sentido contrario: tras la instauracién de un choque térmico
y el mantenimiento de temperaturas de impulsion a 60°C (no se especifican los niveles logrados en
puntos periféricos), se decidid instalar un sistema de ionizacion cobre-plata porque continuaban
apareciendo casos esporadicos de legionelosis nosocomial. Tras esta intervencion, se logré controlar la

situacion.

Dos publicaciones han analizado el efecto a largo término de mantener temperaturas elevadas del ACS
como medida de control instaurada tras la aparicién de casos de legionelosis nosocomial. En una de
ellas (Borau et al., 2000), tras la realizacion de choques térmicos se mantuvieron las temperaturas en
puntos periféricos entre 52°C y 55°C. Durante los 7 afios posteriores no se objetivaron nuevos casos de
legionelosis nosocomial; sin embargo, también se habia eliminado la practica de administrar agua del
grifo a través de las sondas nasogastricas, por lo que es dificil establecer una relacién de causa-efecto.
Darelid et al. (2002) publicaron una experiencia de 9 afios de seguimiento en un hospital sueco. Tras la
aparicion de un brote de legionelosis nosocomial en 1991, se mantuvo la temperatura del ACS en puntos
terminales permanentemente por encima de los 55°C como Unico método de control. Entre 1991 y 2000
se diagnostico un solo caso de legionelosis nosocomial. L. pneumophila serogrupo 1 se aislo en el 12%
de las muestras obtenidas durante el periodo de estudio. Los autores concluyeron que el mantenimiento

del ACS por encima de 55°C es un buen método de control a largo término.

Cuatro trabajos han comparado los resultados obtenidos con temperaturas a partir de los 55°C en
términos de reduccién de Legionella, fuera de un contexto de brote, aunque con disefios diferentes.
Durante nueve meses, Kusnetsov et al. (2003) mantuvieron una temperatura media en puntos terminales
de 56°C, consiguiendo una reduccién de las concentraciones de Legionella con respecto a temperaturas
inferiores, pero no su completa eliminacion. En un estudio de disefio transversal Hruba (2009) analizé

805 muestras de ACS obtenidas de diferentes edificios en la Republica Checa, incluidos hospitales. Las
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mayores concentraciones de Legionella se observaron en muestras con temperaturas entre 30°C y 35°C.
A partir de los 50°C tanto el porcentaje de puntos positivos como la concentracién media de Legionella
se reducian de manera significativa, pero es a partir de los 55°C cuando la reduccion fue éptima. Los
autores recomendaron elevar la temperatura minima del ACS hasta 55°C, e indicaron que los
requerimientos legales exigidos en su pais (mas de 50°C) resultan insuficientes para un buen control
ambiental. Bedard et al. (2015) estudiaron las aguas de cinco hospitales en los que se mantuvo la
temperatura del ACS por encima de los 55°C. En los puntos de consumo en los que se mantuvieron
temperaturas por encima de dicha temperatura no se detectd Legionella ni por cultivo ni por qPCR; el
nimero de muestras analizadas, sin embargo, fue tan sélo de 64. Una nueva perspectiva la aportan
Volker y Kistemann (2015), en un trabajo que analizd diferentes opciones de desinfeccion con
temperatura sola 0 combinada con di6xido de cloro a lo largo de tres afios, y en el que se analizaron un
total de 476 muestras. Cuando la temperatura en puntos terminales se mantuvo por debajo de los 55°C,
y sin ningun sistema de desinfeccién afiadido, aumento el grado de colonizacion por Legionella con un

14% de muestras positivas, frente al 3% cuando se mantuvo por encima.

Borella et al. (2005) y Bargellini et al. (2011) describieron el efecto relativo de temperaturas superiores a
55°C teniendo en cuenta otros parametros fisico-quimicos del agua. Se analizaron 119 y 408 muestras,
respectivamente, procedentes de diferentes edificios. Los resultados fueron muy parecidos en ambos
estudios: en el analisis multivariante ajustado por otras variables, las odds ratios obtenidas para la
presencia de Legionella fueron 0,31 y 0,38, ambas con significacion estadistica. Estas cifras permitirian
afirmar que la probabilidad de aislar Legionella en agua caliente se reduce entre un 60% y 70% si la

temperatura se mantiene por encima de los 55°C.

A diferencia de otros métodos de desinfeccién en continuo, como la ionizacién cobre-plata, no existen
apenas estudios en instalaciones simuladas que analicen el comportamiento de Legionella tanto en fase
acuosa como en fase sésil. Cabe destacar la publicacion de Saby et al. (2005), en el que se instalé un
sistema distribucién piloto de ACS elaborado con diferentes materiales y se analizé la evolucién de
Legionella a lo largo de 14 semanas tras la aplicacion de diferentes métodos de desinfeccion. Los
resultados indicaron que a temperaturas por encima de los 55°C las concentraciones medias de
Legionella tanto en fase acuosa como sésil ser reducian ostensiblemente respecto a los 40°C, con

promedios de entre 101y 102,

Otro aspecto que puede ser controvertido, y del que tampoco existen apenas publicaciones es si el
mantenimiento de temperaturas elevadas en el ACS puede favorecer la aparicion de cepas mas
termoresistentes. Aplicando técnicas de citometria de flujo, Allegra et al. (2011) analizaron Legionella
aislada en aguas de diferentes hospitales italianos obtenidas a lo largo de 18 afios. Las aguas
procedentes de hospitales que habian utilizado repetidamente tratamientos de choque térmico

presentaron mayores porcentajes de formas viables de Legionella después de someterlas in vitro a 70°
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durante 30 minutos. No se han publicado trabajos que analicen este mismo fenémeno en hospitales que

hayan mantenido temperaturas elevadas de ACS de manera continuada.

A pesar de que estas evidencias son escasas en numero y débiles en metodologia, apoyarian la
hipdtesis de que, en condiciones reales, un incremento de temperatura del ACS hasta niveles de entre
55°C y 60°C ofreceria niveles de proteccion bastante superiores a los 50°C que preconizan muchas
guias técnicas o legislaciones. La principal limitacion de este método seria que en instalaciones grandes
y complejas es muy dificil asegurar estos niveles en todos los puntos terminales. Asimismo, se
desconoce si ello llevaria implicito un aumento de riesgo de quemaduras para usuarios y profesionales,
por lo que se deberian garantizar medidas adicionales en las instalaciones. Finalmente, también se
desconoce el impacto en términos de coste-efectividad, puesto que la demanda energética derivada de

aumentar 5°C o 10°C puede ser considerable en instalaciones grandes y complejas, como los hospitales.
7.2.2. Otros métodos aplicados en agua caliente sanitaria
Sistemas de ionizacién cobre-plata

Los efectos bactericidas del cobre y la plata son conocidos desde hace ya tiempo. En la actualidad, su
uso en la desinfeccién del agua se basa en el efecto sinérgico de ambos metales. Los iones de cobre y
plata estan cargados positivamente e interaccionan con los grupos sulfuro de carga negativa de la
membrana celular, haciéndola permeable. La entrada de los iones de plata en el interior de la bacteria
provoca la inhibicién de los &cidos nucleicos, enzimas y proteinas, ocasionando la muerte celular. La
liberacién de los cationes a la red de agua se hace a través de unos dispositivos controlados
consistentes en unos electrodos de cobre y plata a los que se aplica un bajo potencial eléctrico. Para la
erradicacion de Legionella en las instalaciones de ACS se recomiendan unos valores de 0,2-0,8 mg/L de
cobre y 0,02-0,08 mg/L de plata. Las concentraciones de ambos metales deben monitorizarse
rutinariamente en el agua de uso. Para la medicién del cobre se utilizan kits colorimétricos, mientras que

la plata requiere sistemas mas complejos.

Hasta la fecha, los sistemas de ionizacién cobre-plata son los Unicos que han demostrado su efectividad
frente a Legionella en mdltiples hospitales a lo largo de periodos de tiempo prolongados. Stout y Yu
publicaron en 2003 la primera revisién de su efectividad en 16 hospitales de EEUU durante periodos de
estudio de mas de diez afios (Stout y Yu, 2003). Antes de la instalacion de los sistemas, trece de los
dieciséis hospitales analizados presentaban colonizacién por Legionella, y de ellos, siete en méas del
30% de los puntos de muestreo. Con posterioridad a la instalacidn de la ionizacion las muestras fueron
repetidamente negativas en ocho de los dieciséis hospitales, y en ningun caso se observaron
porcentajes superiores al 30%. Tampoco se observaron mas casos de legionelosis nosocomial, excepto
en uno de los centros. En una revision mas reciente (Cachafeiro, Naveira y Garcia, 2007), se hace
hincapié en la heterogeneidad de los 32 estudios incluidos. En algunos hospitales, los sistemas de

ionizacion se utilizaron concomitantemente con otros métodos de desinfeccion. Ademas, las
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concentraciones de iones y a la temperatura del ACS era variable entre los centros, asi como los
tiempos de seguimiento. Sin embargo, los autores concluyeron que la ionizacion cobre-plata es un
método efectivo y seguro para erradicar Legionella y que en hospitales donde se combind con
temperaturas més elevadas de ACS los resultados fueron mejores. Se han reportado experiencias con
resultados negativos, que se atribuyeron a que utilizaron concentraciones de iones menores a las
recomendadas (Rohr, Senger, Selenka, Turley y Wilhelm, 1999). Los malos resultados que también
reportd un hospital francés se asociaron a la adicién al agua de un compuesto con fosfato para evitar la
corrosion (Blanc, Carrara, Zanetti, y Francioli 2005; Lin y Vidic, 2006). En nuestro entorno, cabe destacar
la experiencia de Modol et al. (2007) en un hospital con antecedentes de legionelosis nosocomial
hiperendémica. Después de la instalacién del sistema de ionizacién, la colonizacién del agua se redujo
considerablemente y la enfermedad decrecié de 2,45 a 0,18 casos por 1.000 altas hospitalarias.
Coincidiendo con una averia del sistema, la tasa de casos nosocomiales volvié a aumentar hasta la

resolucion del problema.

Las principales ventajas del sistema de ionizacion de cobre-plata son su facilidad de instalacion y que no
se ve alterado por la temperatura del ACS, a diferencia de los sistemas de desinfeccidn basados en
cloro. Ademas, tiene un efecto remanente prolongado: si deja de estar en funcionamiento, la
recolonizacion se retrasa entre 6 y 12 meses (Liu et al., 1994), por lo que ofrece mayores garantias de
seguridad en comparacion con ofros sistemas mas sensibles a un malfuncionamiento. Como
precauciones debe tenerse en cuenta que precisa de una monitorizacidn regular de los niveles de iones
y de un buen mantenimiento, puesto que los electrodos pueden acumular formaciones calcareas con
relativa facilidad. Un pH elevado del agua puede comprometer la efectividad del sistema (Casini et al.,
2008; Marchesi et al., 2011; Sidari et al., 2004; Srinivasan et al., 2003; Zhang et al., 2007). Por ello, es
imprescindible realizar un analisis de la compatibilidad del agua previo a la instalacidn, en especial en
centros donde las aguas son mas bien alcalinas (Dziewulski, Ingles, Codru, Strepelis y Schoonmaker-
Bopp, 2015).

Diéxido de cloro

El didxio de cloro es un gas en solucién que se genera en el mismo lugar de su aplicacion utilizando dos
posibles métodos: la mezcla controlada de precursores quimicos o la generacion electroquimica. El
diéxido de cloro tiene una mayor penetracion en el biofilm que el cloro, debido a un mecanismo de
accién diferente que el hipoclorito. Este sistema se ha aplicado con resultados variables en hospitales
principalmente europeos, aunque hasta la fecha no esta generalizado. Todos los estudios de campo
tienen en comun el largo periodo de tiempo que precisa el didxido de cloro para observar su efecto sobre
Legionella (entre uno y tres afios). Cinco estudios publicados indican que tras la aplicacién del didxido de
cloro la colonizacion del sistema se redujo notablemente (Casini et al., 2008; Marchesi et al., 2011; Sidari
et al., 2004; Srinivasan et al., 2003; Zhang et al., 2007). Recientemente, Casini et al. (2014) han

publicado la experiencia de mayor duracién con diéxido de cloro en hospitales. Tras nueve afios de

- 69 -



funcionamiento, el porcentaje de muestras positivas se redujo significativamente en un 55% (del 66,7%
al 32,9%), asi como la concentracion de Legionella en las mismas (de 3,2x104 a 2,9x108). Sin embargo,
los elevados costes y la complejidad del mantenimiento, asi como la aparicidén de un clon de Legionella
tolerante al tratamiento motivaron la introduccién de un sistema de desinfeccion basado en la

monocloramina.

Las principales ventajas de este método de desinfeccion son que no se afecta por el pH del agua y que
sus efectos corrosivos son mucho menores que el hipoclorito. La mayor dificultad de los sistemas que
utilizan dioxido de cloro es mantener una concentracion residual efectiva (0,3 - 0,5 mg/L) en toda la red
de distribucién. Entre las limitaciones, aparte del largo tiempo que precisa para ser efectivo, cabe
destacar que es incompatible con tuberias de polipropileno por la rapida degradaciéon que ocasiona. En
cuanto a la toxicidad, su principal subproducto, el clorito, se ha asociado a defectos cardiacos congénitos
y anemia hemolitica. Otro subproducto, el clorato, no se halla regulado por falta de datos en la salud
humana. En cumplimiento de las legislaciones referentes al agua de consumo humano, algunos paises
exigen que en centros sanitarios se monitorice no sélo los niveles de diéxido de cloro sino también sus

subproductos, lo que es complejo y costoso.
Monocloramina

La moncloramina es un compuesto inestable que se obtiene por la combinacion de amoniaco y acido
hipocloroso en condiciones alcalinas. Es efectiva frente a Legionella in vitro y en condiciones de biofilm.
Se han publicado experiencias en edificios no hospitalarios en los estados de California y Florida,
indicando que cuando eran abastecidos con agua tratada con monocloramina el porcentaje de muestras
positivas para Legionella en los circuitos de ACS se reducia drasticamente (Flannery et al., 2006; Moore
et al, 2006). Sin embargo, aumentaba la proporcién de edificios colonizados por especies de
micobacterias. La experiencia a largo término en hospitales es muy escasa. Dos estudios han sugerido
que los hospitales abastecidos por agua de consumo desinfectada con monocloramina reportaban
menos casos de legionelosis nosocomial (Heffelfinger et al., 2003; Kool et al., 1999). Marchesi et al.
(2012) han publicado una experiencia de un afio comparandola evolucion de los aislamientos de
Legionella obtenidos en una parte del hospital tratada con monocloramina con otra parte tratada con
diéxido de cloro. Los resultados con monocloramina fueron significativamente mejores: del 97% antes de
la instalacién al 13% al cabo de un afio, mientras con el dioxido de cloro la reduccién paso del 100% al
57%. En el trabajo de Casini et al. (2014), tras la introduccion de monocloramina se eliminaron las
formas planctonicas de Legionella en la red de dsitribucién del hospital. Sin embargo, se constaté un
aumento de los aislamientos de micobacterias atipicas. Este hallazgo ha sido también descrito
recientemente por otros autores (Baron, Vikram, Duda, Stout y Bibby, 2014). Las consecuencias que
puede tener este efecto inverso de la monocloramina sobre el crecimiento de micobacterias en las
aguas de edificios estan por determinar. Sin embargo, parece ser una tecnologia prometedora puesto

que ofrece dos ventajas importantes en relacién a la ionizacién cobre-plata y al diéxido de cloro: no se
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afecta por el pH del agua y su efecto sobre la colonizacién por Legionella se observa a las pocas
semanas de su aplicacion. Se ha reportado que ademas reduce la presencia de otros patégenos
presentes en las aguas hospitalarias (Baron et al., 2015; Mancini et al., 2015). Recientemente se han
divulgado experiencias con buenos resultados en hospitales italianos que han aplicado un nuevo sistema
de produccién in situ de las cloraminas desde precursores diluidos y no toxicos, mediante un proceso

automatizado y controlado por microprocesador (Casini et al. 2014; Coniglio et al.2014).
7.2.3. Cloracion del agua fria en hospitales

Tradicionalmente se ha considerado que el indculo de Legionella en la red de AF de hospitales es poco
importante o inexistente. Sin embargo, en los Ultimos afios se han publicado datos que contradicen tal
creencia, puesto que se han documentado colonizaciones importantes asi como casos de legionelosis
nosocomial secundarios a dicha colonizacion (Arvand, Jungkind y Hack 2011; Johansson et al. 2006). La
posible implicacién de la aspiraciéon de agua en la patogénesis de la enfermedad obliga a controlar y

mantener niveles de cloracién adecuados a la legislacion actual sobre agua de consumo humano.

El cloro es el agente desinfectante mas utilizado en todo el mundo para la potabilizacién del agua de
consumo humano. Sus principales ventajas son su elevado espectro de accion, su inocuidad para la
salud humana en las concentraciones que se requieren y su facilidad de dosificacion y control. El cloro
es un agente oxidante altamente reactivo con diversos componentes celulares, en especial los grupos
sulfhidrilos de las proteinas. En condiciones reales en el agua su capacidad biocida se ve afectada por el

pH, la temperatura y su tiempo de accion.

El cloro fue uno de los primeros desinfectantes utilizados para el control de Legionella en hospitales. En
la modalidad de hipercloracién continua fue abandonandose debido a la importante corrosion que sufrian
los materiales de distribucion. Actualmente, se considera que con niveles de cloro residual libre de 0,2 a
0,8 ppm se consigue un buen control de Legionella en AF sin peligro para la salud humana y con un
minimo riesgo de dafiar las instalaciones. Sin embargo, Legionella presenta una relativa tolerancia al
cloro. Ademas, la accion del cloro sobre el biofiim es minima. Existen trabajos que han demostrado la
capacidad de supervivencia de Legionella en el biofim a pesar de exposiciones a niveles elevados de
cloro (Kilvington y Price, 1990; Cooper y Hanlon, 2010). Por todo ello se puede concluir que, a pesar de
que la cloracién del AF de los hospitales es una buena herramienta de control de Legionella, al igual que
sucede con los sistemas de desinfeccion de ACS tampoco es eficaz al 100%. A ello contribuyen desde el
ciclo de vida de Legionella y su resistencia a los biocidas a factores relacionados con el disefio y
mantenimiento de las instalaciones, asi como la baja capacidad del propio agente desinfectante para

actuar sobre el biofilm.
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7.3. Métodos de desinfeccion de choque

Los métodos de desinfeccion de choque de los sistemas de ACS se utilizan cuando se requiere una
desinfeccion adicional y se caracterizan por tener una duracion limitada en el tiempo. Las modalidades

mas empleadas son el choque térmico y el choque de cloro.
7.3.1. Choque térmico

Consiste en elevar la temperatura de los acumuladores a 80° y, posteriormente, abrir todos los grifos y
duchas durante 30 minutos para erradicar Legionella de estos puntos terminales. Es fundamental
conseguir que la temperatura alcance como minimo los 60°C, ya que en caso contrario el tratamiento no
sera del todo eficaz. En grandes edificios es preciso sectorizar el sistema de distribucion y realizar la

apertura de grifos en diferentes etapas.

La experiencia clinica con este método de desinfeccion es bastante extensa, pues fue uno de los
primero métodos utilizados para la erradicacion de brotes de legionelosis en hospitales. La mayor parte
de estudios concluyen que, tras el choque térmico, la recolonizacién del sistema con Legionella se
produce de manera inevitable y en un corto periodo de tiempo (Mietzner et al., 1997; Stout, Lin, Goetz y
Muder, 1998; Struelens et al., 1992; Sydnor et al., 2012; Zacheus y Martikainen, 1996). En nuestro
entorno, Ragull et al. (2006) estudiaron las aguas de un hospital de elevada complejidad durante los tres
dias anteriores y los 15 dias posteriores a la realizacién del choque térmico. Encontraron que, tras el
tratamiento, el indculo de L. pneumophila en puntos centrales disminuy6, pero aumento a partir del dia
11 y alcanzé su valor maximo a los 15 dias. No se detectd L. pneumophila en puntos de consumo a los
cuatro dias. Sin embargo, a partir del dia siete, hubo recolonizacion, que alcanz6 el 66% el dia nueve.
No se detectaron casos clinicos de legionelosis durante el periodo de estudio. Mas recientemente, el
mismo grupo ha reportado los resultados de un estudio prospectivo de dos afios de duracién en el que
constataron que, en muestras tomadas a los 15 dias tras la realizacién de diversos choques térmicos, no
se modificaron ni el porcentaje de puntos positivos ni la concentracién de L. pneumophila; sin embargo,
si que se habia reducido la presencia de amebas en el agua (Modol et al. 2014). Como se ha comentado
en apartados anteriores, algunos autores han descrito que si tras el choque se mantiene la temperatura
del ACS a 60°C los cultivos de agua permanecen negativos y los casos clinicos de legionelosis
nosocomial practicamente desaparecieron. Sin embargo, estos hallazgos ponen en duda de si realmente

era necesaria la realizacidn de un tratamiento de choque previo.

La explicacion a estos fendmenos radica en que este tipo de desinfeccion actla contra las bacterias que
se encuentran en la fase acuosa o libre, pero no actua en las que se encuentran en el biofilm, que
constituyen la mayoria. Farhat et al. (2010) intentaron profundizar en el conocimiento de estas dinamicas
mediante un estudio con instalaciones simuladas de acero inoxidable. Tras el choque térmico, se
observéd una reduccion transitoria de Legionella en la instalacion, pero que rapidamente se recolonizo

con formas procedentes de las partes méas distales (grifos) y de tramos muertos que no habian sido
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afectadas por el tratamiento y que, encontrando restos de biofilm y volviendo a temperaturas menores,

se pudieron reproducir de nuevo.

Las principales ventajas del choque térmico son que no requiere ningun equipamiento especial y que se
puede llevar a cabo rapidamente en casos de urgencia. Sus limitaciones son que requieren un amplio
despliegue de personal entrenado, en especial en hospitales de gran envergadura, y que se pueden
producir quemaduras a los pacientes y otros usuarios. Por ello, no se debe considerarlo un método

Unico, sino una medida complementaria a métodos de eficacia continuada.
7.3.2. Choque de cloro

El tratamiento de hipercloracién consiste en afiadir hipoclorito a concentraciones elevadas durante un
determinado periodo de tiempo. En los circuitos de ACS, esta operacion se debe realizar utilizando agua
fria. El procedimiento consiste en clorar el agua de los acumuladores con 20-30 ppm de cloro residual
libre, manteniendo el agua por debajo de 30 °C y con un pH de 7-8. Este agua se hace llegar a todos los
puntos terminales de la red a 1-2 ppm, manteniéndose por un periodo de tres horas. Transcurrido este
tiempo, se reestablecen las condiciones de uso normales del circuito de ACS. Al igual que los
tratamientos de choque térmico, aunque menos estudiado, la recolonizacion del circuito tras un choque
de cloro es inevitable (Biurrun, Caballero, Pelaz, Leon y Gago, 1999; Levin et al., 1995). Garcia et al.
(2008) analizaron las muestras con Legionella de diferentes edificios, incluido un hospital, sometidos a
tratamientos repetidos de choque de cloro a lo largo de 10 afios. Encontraron que un clon especifico de
Legionella se mantuvo colonizando uno de los sistemas durante todo este tiempo, pero sin presentar un
aumento de resistencia al cloro, ya que su resistencia in vitro fue la misma que la de otros clones no
expuestos. Modol et al. (2014) han descrito que los tratamientos de choque de cloro en AF apenas
afectan los niveles de Legionella, mientras que, paraddjicamente, se asocian a un aumento de la

presencia de amebas.

Aparte de estas limitaciones, la realizacién repetida de este tipo de tratamiento puede dafar las
instalaciones debido al efecto corrosivo del cloro, por lo que también debe ser contemplado como un

tratamiento de emergencia o una medida complementaria a tratamientos de desinfeccion en continuo.

7.4. Métodos de desinfeccion focales o terminales

Estos métodos de desinfeccion se utilizan para el tratamiento de las partes mas distales de las
instalaciones, siendo Utiles para tratar tramos especificos de la instalacidn. Los mas utilizados son la luz

ultravioleta y los filtros bacterianos.
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7.4.1. Luz ultravioleta

La luz ultravioleta (UV) tiene un efecto germicida por generar la formacion de dimeros de ARN (uracilo y
citosina) o ADN (timina y citosina) que impiden la replicacion microbiana. Su uso para la desinfeccion del
agua ofrece ventajas importantes: presenta un amplio espectro de accién, no genera subproductos
toxicos y no altera la calidad organoléptica del agua. Las lamparas productoras de luz UV se sitlan en
una camara de cuarzo que se intercalan en puntos clave del sistema de distribucion que alimentan areas
de tamario reducido. Para que sean efectivas, la distancia hasta el punto de uso debe ser pequefia,

puesto que la luz UV no tiene efecto residual (Franzin, Cabodi y Fantino, 2002).

En hospitales a luz UV se ha utilizado para el tratamiento de &reas de pacientes de alto riesgo, como
unidades con pacientes sometidos a trasplante hematopoyético o a otros tipos de inmunosupresién
(Matulonis, Rosenfeld y Shadduck, 1993; Triassi et al., 2006). En una experiencia de trece afios de
duracion se analizé el efecto de instalar un sistema de luz UV en la entrada principal de agua en un
hospital de nuevo uso desde el momento de la puesta en macha de la instalacion (Hall, Giannetta,
Getchell-White, Durbin y Farr, 2003). Ninguna de las 930 muestras ambientales que se obtuvieron a lo
largo de estos trece afios fue positiva para Legionella y tampoco se diagnosticaron casos de legionelosis
nosocomial. Estos datos podrian indicar un efecto beneficioso en instalaciones virgenes donde todavia
no se ha formado el biofilm. Al igual que otros sistemas de desinfeccion, su efecto sobre las formas
intracelulares de Legionella parece limitado. Se ha descrito que la asociacién de L. pneumophila con
Achanthamoeba disminuye a la mitad su efectividad y que le efectividad frente a trofozoitos fue tres
veces superior que frente a quistes de Achanthamoeba y Vermamoeba (Cervero-Arago, Sommer y
Araujo, 2014).

7.4.2. Filtros bacterianos

Los filtros bacterianos son dispositivos generalmente de un solo uso que se instalan en las parte finales
de grifos y duchas actuando como barrera fisica para el paso de los microorganismos que colonizan el
agua. Para ser efectivos el tamafio del poro no debe ser superior a 0,2 um. En hospitales, actualmente
se utilizan de manera bastante generalizada en las unidades de pacientes de alto riesgo para
legionelosis y otros micoorganismos vehiculizados por el agua, como unidades con pacientes sometidos
a trasplante hematopoyético o a otros tipos de inmunosupresion, unidades de quemados, de neonatos o
de medicina intensiva (Cervia et al., 2008, Srinivasan et al. 2003; Sheffer et al. 2005). También se
pueden utilizar en puntos donde se desea agua estéril para el tratamiento de utillaje sanitario de uso

semicritico.

Los filtros bacterianos son faciles de colocar, aunque deben ser manejados por el personal técnico
adecuado. Es recomendable que se lleve una correcta trazabilidad del proceso, puesto que su duracion
es limitada, en general, de un mes. Dependiendo de las caracteristicas organolépticas del agua o de la

frecuencia de uso de los grifos, los filtros pueden colmatarse con cierta facilidad, ocasionando
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alteraciones en la cantidad de flujo, desequilibrios de temperatura, 0 contaminacion retrégrada de la red
de distribucion (Warris et al., 2010; Williams et al., 2011).

7.5. Tolerancia de las instalaciones a los métodos de desinfeccion

Desde el ambito de la ingenieria son bien conocidas las propiedades de los diferentes materiales
empleados en las instalaciones de conduccién de agua. Sin embargo, las compatibilidades entre dichos
materiales una vez instalados en edificios y los métodos de desinfecciéon empleados aun son motivo de
controversia o insuficiente informacién. Este hecho reviste de gran importancia practica, puesto que una
eleccién inadecuada del tipo de tuberias y el tipo de desinfeccion puede acarrear desperfectos notables,
que, en un centro hospitalario, implican un riesgo afiadido a los usuarios, ademas de costes econémicos.
En una reciente revision sobre el tema, se concluye que la mayor parte de guias técnicas no ofrecen
indicaciones especificas sobre la proteccion de las instalaciones y que se necesitan mas investigaciones
de campo sobre los efectos a largo término de los desinfectantes sobre las redes de distribucién de agua
sanitaria (Rhoads et al, 2014). A pesar de que este cuerpo de conocimiento no es el propio de la
presente tesis, de ambito biomédico, hemos creido conveniente realizar una breve resefia de la

evidencia disponible hasta el momento.

El principal problema de las elevadas temperaturas del ACS sobre las instalaciones es que pueden
provocar incrustaciones debido a que algunas sales disueltas en el agua, como el carbonato calcico,
pierden solubilidad. La capa de carbonatos reduce el diametro de tuberias, produciéndose una pérdida
de carga, lo que se traduce en una mayor demanda de energia para mantener la recirculacion. Este
fendmeno aumenta exponencialmente a partir de los 50°C. La temperatura también influye sobre la
velocidad de corrosion, aunque con variaciones importantes segun el tipo de material. En el caso del
acero galvanizado, temperaturas por encima de 60 °C pueden ocasionar corrosion por inversion de
polaridad: la capa protectora de hidréxido o carbonato se modifica y aumenta el potencial de oxidacién
del zinc, que deja de actuar como &nodo de sacrificio y es el hierro el que se corroe para proteger al zinc.
Respecto al acero inoxidable, la presencia de iones cloruro puede provocar graves procesos de
corrosién al actuar como ién complejante, fendmeno que se agrava con las temperaturas elevadas. En
cuanto a las tuberias de material plastico, el PVC puede soportar temperaturas de hasta 82°C de manera
continuada. Sin embargo, existe escasa evidencia de los efectos que pueda tener la temperatura a largo

término en los otros tipos de plasticos.

Los efectos del cloro sobre las instalaciones son probablemente los mejor conocidos. El cloro es un
potente agente oxidante y puede reaccionar con la mayor parte de los materiales, incluidos el acero, el
cobre y el polietileno, aunque no con el PVC. El cloro puede acelerar el proceso de envejecimiento de las
tuberias de cobre por consumo del hidréxido clprico, su componente soluble, con lo que se reducen a la

vez los niveles en agua de cobre y de cloro. Se ha observado que en tuberias de cobre con aguas sin
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desinfectante clorado residual se mantienen elevados niveles de cobre soluble, que actian como biocida
(Edwards et al., 2000). En cuanto al didxido de cloro, es sabido que es més agresivo que el cloro sobre
las tuberias de polietileno, polipropileno y polibutileno. La explicacion mas aceptada es que, al ser un
gas, penetra mas facilmente en el polimero. Los efectos a largo término de la cloramina sobre las
instalaciones apenas han sido estudiados. Parece ser que precipita la formacién de éxidos en tuberias
metalicas y su desprendimiento (Edwards y Dudi, 2004). Igualmente, tampoco se conoce con detalle el
impacto de los sistemas de ionizacion cobre-plata. Dado que estos sistemas ya se estan utilizando en
bastantes hospitales desde hace afios, la escasez de publicaciones podria ser indicativa de que no

conllevan problemas importantes.
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Hipotesisy
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You have to let it all go, Neo. Fear, doubt, and disbelief.
Free your mind.

Laurence Fishburne as Morpheus

The Matrix (1999)






1.

Hipétesis

Las hipotesis en las que se basa la presente tesis son:

1.

En instalaciones de ACS bien dimensionadas y con recirculaciones adecuadas, el mantenimiento de
una temperatura minima de 55°C en los puntos terminales es un sistema efectivo de desinfeccion
en continuo para Legionella, mientras que una temperatura minima de 50°C es insuficiente para

garantizar un buen control ambiental.

En instalaciones de ACS con recirculaciones y/o dimensionamiento no apropiados, las temperaturas
elevadas en continuo no son un método efectivo para reducir la colonizacion por Legionella, puesto

que el estancamiento del agua favorece su enfriamiento.

En instalaciones de ACS bien dimensionadas y con recirculaciones adecuadas, la colonizacién por
Legionella esta condicionada principalmente por la temperatura, por lo que ésta es una buen

predictor del control ambiental del microorganismo.

El disefio y el dimensionamiento de las instalaciones de ACS determinan la colonizacion por

Legionella, con independencia de la temperatura.

El ACS de un edificio hospitalario presenta una baja variabilidad genotipica de Legionella, pero en
redes de distribucién independientes del mismo edificio, los genotipos predominantes de Legionella

no estan relacionados entre si.

Los genotipos predominantes de Legionella en instalaciones de ACS independientes son diferentes
en funcién de las temperaturas alcanzadas, puesto que las temperaturas elevadas favorecerian la

seleccion y persistencia de patrones mas termorresistentes.
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2. Objetivos

El primer objetivo general de esta tesis es determinar la efectividad a largo término de mantener el

ACS a temperaturas elevadas como unico método de desinfeccion en continuo para Legionella en un

edificio hospitalario con instalaciones antiguas, de gran recorrido y de elevada complejidad.

Los objetivos especificos de este primer objetivo general son:

1.

Determinar si el mantenimiento de la temperatura del ACS en puntos terminales a un minimo de
55°C reduce la colonizacion por Legionella en instalaciones bien dimensionadas y con circuitos

de recirculacion adecuados, en comparacién con una temperatura minima de 50°C.

Determinar si el mantenimiento de la temperatura del ACS en puntos terminales a un minimo de
55°C reduce la colonizacion por Legionella en instalaciones con dimensionamiento y/o

recirculaciones no apropiados, en comparacion con una temperatura minima de 50°C.

Determinar si existe una asociacién positiva entre diferentes gradientes de temperatura en

puntos terminales de instalaciones de ACS y la colonizacion por Legionella.

Cuantificar el efecto relativo sobre la colonizacion por Legionella de parametros relacionados

con el disefio y el dimensionamiento de las instalaciones de ACS.

El segundo objetivo general de esta tesis es describir la variabilidad genotipica de Legionella en ACS

de un edificio hospitalario con instalaciones antiguas, de gran recorrido y de elevada complejidad, en

funcion de factores asociados a la instalacion.

Los objetivos especificos de este segundo objetivo principal son:

5.

Describir la variabilidad genotipica de Legionella en dos redes de distribucién independientes

de ACS de un mismo edificio hospitalario.

Describir la variabilidad genotipica de Legionella en ACS de un edificio hospitalario segun los

niveles de temperatura alcanzados para su control ambiental.
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Material y
meétodos

Help me, Obi-Wan Kenobi, you are my only hope!
Carrie Fisher as Princess Leia

Star Wars: Episode IV — A New Hope (1977)






1. Ambito del estudio

El Hospital Universitari de Bellvitge (HUB) es un centro hospitalario y universitario de titularidad publica
que pertenece al Institut Catala de la Salut y esta localizado geograficamente en el término municipal de
I'Hospitalet de Llobregat. EI HUB es uno de los cinco hospitales de Catalufia acreditados como centro
de tercer nivel, 0 maxima complejidad. Dispone de todas las especialidades médico-quirrgicas excepto
pediatria, obstetricia, hematologia clinica, oncologia médica y oncologia radioterdpica. Dentro de los

procedimientos de la mas elevada complejidad, cabe destacar el trasplante renal, hepatico y cardiaco.

Como hospital de referencia comunitario, su area de influencia comprende la zona sur de 'Hospitalet de
Llobregat y el municipio del Prat de Llobregat (343.172 habitantes). Como hospital de referencia de alta
complejidad, su area de influencia incluye el municipio de I'Hospitalet de Llobregat y las comarcas del
Baix Camp, el Alt Penedés i el Garraf (1,3 millones de habitantes). Para determinadas especialidades y
procedimientos de la mas elevada complejidad, su area de influencia se extiende, ademas, a las
comarcas del Camp de Tarragona y las Terres de I'Ebre (méas de 2 millones de habitantes). Los
principales indicadores de la actividad asistencial en el area de hospitalizacion a lo largo del periodo de

estudio de la presente tesis ser exponen en la tabla 14.

Tabla 14. Indicadores de la actividad asistencial en el area de hospitalizacion del Hospital Unversitari de
Bellvitge. Periodo 2005 — 2014.

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

NUmero de camas 789 788 820 775 790 759 645 628 649 619
Ingresos 33.494 31.398 32.560 33372 33750 33.014 29.994 29.128 30.320 31.584
Estancias 240423  246.038  249.638  226.625 243480 233294 210663 209.906  208.695  211.942
Estancia media 72 .7 8,0 79 78 8,4 8,5 8,7 8,3 8,1
indice de ocupacion 84,2 84,6 83,2 85,5 84,5 88,0 89,7 88,0 94,9 94,3
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2. Diseno del estudio

Para responder al primer objetivo general se disefid un estudio cuasi-experimental. La intervencion
consistié en aumentar la temperatura minima del ACS en puntos terminales a niveles 255°C. En base a

esta intervencion, los periodos de estudio fueron:

= Periodo pre-intervencién (periodo 1): la temperatura minima exigida del ACS en puntos
terminales fue la establecida por la legislacion vigente (>50°C). Este periodo comprendio un

total de 2 afios y un mes (mayo 2005 - mayo 2007).

= Periodo post-intervencion (periodo 2): la temperatura minima exigida del ACS en puntos
terminales se aumentd en 5°C respecto a la establecida por la legislacién vigente (=55°C). Este

periodo comprendio un total de 6 afios y 2 meses (junio 2007 - julio 2013).

Para responder al segundo objetivo general se disefio un estudio descriptivo de una muestra
representativa de aislamientos criopreservados de L. pneumohila que se habian obtenido en un periodo
de tres afios (enero 2012 — diciembre 2014).
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3. Descripcion del lugar del estudio

3.1. Descripcion arquitectonica y de servicios

La denominada Ciutat Sanitaria i Universitaria de Bellvitge se ubica en un solar con una superficie de
parcela de 135.747 m2 e incluye edificios pertenecientes a la Universitat de Barcelona y al Institut Catala
de la Salut, siendo el edificio principal del HUB el mas antiguo del recinto. Este edificio se empezé a
construir a mediados del afio 1970 y se inaugurd el 8 de noviembre de 1972. El hospital cuenta con tres
edificaciones mas en su recinto (figura 17): el edificio de rehabilitacion-antigua escuela de enfermeria, el

de consultas externas (inaugurado en el afio 2006), y el nuevo edificio de urgencias y técnico-quirirgico
(inaugurado en octubre de 2014).
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Figura 17. Representacién aérea del recinto del Hospital Universitari de Bellvitge (A:
edificio central de hospitalizacién; B: edificio de rehabilitacion-antigua escuela de

enfermeria; C: edificio de consultas externas; D: edificio de urgencias y técnico-quirdrgico).
Fuente: archivo del Hospital Universitari de Bellvitge.

La disposicion vertical caracteristica del edificio principal responde al patrén comun de hospitales
impulsado por el Instituto Nacional de Previsién en los afios 60 y 70 (figura 18). Se trata de una
edificacion de veinte plantas sobre rasante y dos plantas bajo rasante. Todas las plantas tienen acceso
publico excepto la segunda bajo rasante que es una planta técnica y de instalaciones. El edificio consiste
en un elemento central, donde se sitlia el nicleo de comunicaciones verticales, tres torres de forma

poliédrica de alturas diferentes y dos elementos rectangulares de menor altura. Cada una de las torres
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se nombra de acuerdo con su altura, sin contar la planta baja: diecinueve plantas la torre 19 (T19), trece
plantas la torre 13 (T13), y nueve plantas la torre 9 (T9). Anexados lateralmente a la T19, en su cara
frontal, hay dos edificaciones rectangulares de cuatro plantas sobre rasante y también dos bajo rasante.
Asimismo, las plantas 0 y -1 cuentan con una mayor extension edificada orientada a la parte posterior del
nucleo principal. Las tres torres a partir de la planta 1 configuran las denominadas “zonas verticales”
(2V). La edificacién frontal anexada, asi como las plantas -1 y 0 en su totalidad conforman las

denominadas “zonas horizontales” (ZH). La figura 19 muestra la identificacion de estas zonas.

En seccién, a medida que el edificio crece en altura, disminuye el nimero de poliedros por planta (tres
hasta la planta 9, dos entre las plantas 10 y 13 y uno entre las plantas 14 y 19). En las plantas 1, 2y 3, el
poliedro que corresponderia a la T19 no se aprecia como tal debido a la solucion de continuidad con las
ZH. En las plantas 0 y -1 la distribuciéon de espacios no permite apreciar la estructura poliédrica de

ninguna de las tres torres.

Figura 18. Fotografia del edificio principal del Hospital Universitari de Bellvitge.
Fotografia: archivo del Hospital Universitari de Bellvitge.
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Figura 19. Representacién sin escala real del edificio principal del Hospital Universitari de
Bellvitge con identificacion de zonas segin criterio arquitecténico: zonas verticales (color claro)
y zonas horizontales (color oscuro).

Infografia: Pol Valls Alonso.

La distribucién de las areas asistenciales y no asistenciales del edificio se resume como sigue:

Hospitalizacién de agudos convencional: ocupa las plantas 4 a 19 de las tres torres y la planta 3
de la T9. A lo largo del periodo de estudio esta distribucion ha variado como consecuencia de la
reduccién del nimero de camas, siendo la tendencia el cierre de las plantas mas altas de la
T19.

Unidades de criticos: incluyen las unidades de curas intensivas (UCIs), la unidad coronaria y las
dos areas de reanimacion post-quirirgica (bloque quirirgico central y de urgencias). Las UCls
estan ubicadas en la planta 1 de T9, la planta 2 de T9, la planta 2 de T13 (sin funcionamiento
desde el afio 2011) y la planta 3 de T13. La unidad coronaria ocupa la planta 4 de T19. La
reanimacion del bloque quirtrgico central esté en la planta 1 de T13 y la del bloque quirtrgico
de urgencias en la planta 0.

Bloque quirargico central: esta ubicado en las ZH, ocupando la totalidad de las plantas 1y 2,y
la mitad de la planta 3.

Hemodialisis y hospitalizacion de trasplantados renales: ocupa la mitad de la planta 3 de las ZH.

Urgencias: se distribuye en tres &reas de la planta 0 (nivel 1, nivel 2 y enfermeria de urgencias).
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= Los laboratorios de andlisis clinicos, hematologia, bioquimica y microbiologia, las instalaciones
de radiodiagnéstico y el area administrativa se ubican en la planta 0.

= En la planta -1 coexisten areas de servicio (cocina, comedor, hospederia, vestuarios y taller-
almacén de mantenimiento) con servicios centrales (esterilizacion, farmacia y anatomia
patolégica) y servicios asistenciales ambulatorios (gabinetes de pruebas complementarias y

area de endoscopias).

A modo de resumen, la hospitalizacién de agudos convencional se ubica integramente en las ZV (con la
excepcion del area de hospitalizacion de trasplantados renales, que cuenta con tres habitaciones en ZH)
y en ZH no hay camas de hospitalizacién, aunque si areas asistenciales sin ingreso (bloque quirtrgico,
hemodidlisis, urgencias, radiodiagnéstico, gabinetes de pruebas complementarias y é&rea de

endoscopias).

3.2. Descripcion de las instalaciones de agua sanitaria

3.2.1. Antecedentes: de las instalaciones originales al inicio del estudio

En sus origenes, la produccion de ACS del HUB se realizaba mediante un sistema de intercambiadores
y la red de distribucién original era de hierro galvanizado. Poco después de la puesta en marcha del
hospital, se fueron realizando frecuentes sustituciones de tramos de tuberias empleando recambios de
cobre, lo que ocasiond una importante corrosion catédica en la mayor parte de la red de ACS. Ello obligd
a su recambio total por cobre en el afio 1977. En el afio 1984 se procedié a sustituir la red de AF por
PVC y se empez6 a cambiar la red de ACS por poliéster con capa de fibra. En el afio 1985 se
sustituyeron los intercambiadores originales de produccion de ACS por tres depésitos acumuladores
alimentados por vapor de agua, con una capacidad de 10.000 litros cada uno. En el afio 1990 se
sustituyen las acometidas principales y los anillos de distribucion por acero inoxidable 316-L. A partir del
afio 2000 también se fueron sustituyendo progresivamente los montantes principales por acero
inoxidable. A raiz de la entrada en vigor del RD 865/2003 para la prevencién y control de la legionelosis
y, de acuerdo con los servicios de sanidad ambiental del Departament de Salut, se instalé un sistema de
pasteurizacion en continuo del ACS que permitié prescindir de los tres acumuladores. El primer
pasteurizador entr6 en funcionamiento en abril de 2004 para alimentar las plantas mas inferiores del
edificio, y con posterioridad, en enero de 2005, entré en funcionamiento el segundo acumulador para el

resto de plantas.
3.2.2. Descripcion de los circuitos de agua saniaria durante el periodo de estudio

Los circuitos de agua sanitaria del HUB se mantuvieron sin apenas variaciones a lo largo del periodo de
estudio. Debido a la magnitud del edificio principal, las instalaciones ya se disefiaron desde sus inicios

con dos circuitos independientes que siguen la misma distribucion geogréfica para ACS y AF: el circuito
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que alimenta las denominadas “zonas altas” (ZA) y el que alimenta las denominadas “zonas bajas” (ZB).
En la figura 20 se representa la identificacion de estas zonas. A su vez, en las ZB cabe distinguir dos
circuitos mas, que se explican con detalle en los apartados posteriores: el circuito de ZB para las zonas
verticales y el circuito de ZB para las zonas horizontales. La red de ZB funciona a 6 bars y distribuye
60m3/dia con una punta de 9 m¥hora y la red de ZA funciona a 10 bars y produce 40 m3/dia, con una
punta de 5m3/hora. En la tabla 15 se exponen con detalle las plantas y areas que alimenta cada circuito
de instalacion. La figura 21 representa el diagrama de flujo de la instalacion de agua sanitaria del edificio

principal del HUB y la figura 22 expone el esquema hidraulico de la instalacion de ACS.

Figura 20. Representacion sin escala real del edificio principal del Hospital Universitari de
Bellvitge con identificacion de zonas segun criterio de instalacion del agua sanitaria: zonas bajas
(color claro) y zonas altas (color oscuro).

Infografia: Pol Valls Alonso
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Tabla 15. Descripcion de la distribucion de los circuitos de agua caliente sanitaria y agua fria y sus
areas de alimentacion.

Criterio Circuito de Componentes del ; . e
e ) L i Plantas Areas de alimentacion
arquitectonico instalacion edificio
Zonas verticales Zonas altas T19 19a9 Hospitalizacién convencional
T13 13a9
Zonas verticales Zonas bajas T19 8a1 Hospitalizacién convencional,
T13 8a1 hospitalizacion de criticos
T9 9a1
Zonas horizontales Zonas bajas T19 y anexos 0,-1 Urgencias, area administrativa,
T13y anexos 0,-1 laboratorios, radiodiagndstico,
T9y anexos 0, -1 gabinetes, esterilizacion, cocina,
farmacia, talleres, hospederia,
vestuarios, lenceria
Zonas horizontales Zonas bajas Anexos a1 Bloque quirdrgico central,
a1 hemodialisis, hospitalizacion de

trasplante renal

Nota. T19: torre 19; T13: torre 13; T9: torre 9.
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Figura 21. Diagrama de flujo de de la instalacion de agua sanitaria del edificio principal
del Hospital Universitari de Bellvitge.
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Figura 22. Esquema hidraulico de la instalacion de agua caliente sanitaria del edificio principal del
Hospital Universitari de Bellvitge.
Disefio: Sergi Rodriguez Garcia.
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El recorrido de los circuitos de ACS y AF discurre segun se expone a continuacion.
a. Entrada del agua e instalaciones comunes

a.1. Entrada del agua de red: el suministro de agua se realiza mediante una acometida Unica en la red
general de la compariia Aigiies de Barcelona, que cuenta con una unidad de filtrado de 80 um. Desde

aqui, el agua es conducida a dos aljibes subterraneos ubicados en el area del edificio técnico-quirdrgico.

a.2. Aliibes de AFCH: los dos aljibes de AFCH tienen una capacidad de 650 m3 y 800 méd
respectivamente. Ambos cuentan con sistemas de cloracién automaticos consistentes en lectura en
continuo de los niveles de cloro en un circuito de recirculacion e inyeccién de cloro, si es necesario, por
diferentes puntos del aljibe para garantizar la homogeneidad. La velocidad del circuito de recirculacion

permite la lectura de la totalidad del volumen de cada aljibe en un tiempo aproximado de dos horas.

a.3. Derivaciones desde los aljibes: ambos aljibes alimentan las redes de AF y ACS de las areas de
hospitalizacion, ademas de otras redes de uso sanitario fuera del area de hospitalizacion y de las aguas

de uso industrial. La descripcidn de los aljibes es la siguiente:

= Aljibe de 650 m3; cuenta con una bomba de presién de 10 kg/cm?, desde donde el agua se

distribuye de la siguiente manera:
- Una linea sale hacia el edificio central del hospital para alimentar la red de AF de ZA.

- Otra linea es sometida a descalcificacion en la misma zona de los aljibes y se dirige al

edificio de la central térmica para alimentar un pasteurizador.

= Aljibe de 800 m3: cuenta con una bomba de presion de 6 kg/cm2, desde donde el agua se

distribuye de la siguiente manera:
- Una linea sale hacia el edificio central del hospital para alimentar la red de AF de ZB.

- Oftralinea es sometida a descalcificacion en la misma zona de los aljibes, y de aqui parten
cuatro lineas independientes: 1) a la central térmica para alimentar un segundo
pasteurizador, previa descalcificacion; 2) al servicio de lavanderia; 3) a la central de

esterilizacion; y 4) a las instalaciones de agua industrial.
- Una tercera linea alimenta de manera independiente la cadena de dialisis.

b. Circuito de ACS
Se considera que el circuito de ACS del edificio central del hospital se inicia a partir del punto de
conexién de las dos lineas de AF procedentes ambos aljibes a cada uno de los pasteurizadores

ubicados en el edificio de la central térmica.

b.1. Calentamiento y distribucién hacia el edificio central del hospital: el calentamiento del ACS se realiza
mediante el sistema de pasteurizacion Pastormaster® (Physis Development, S.L.), cuyo funcionamiento

se describe con detalle mas adelante. En la central térmica se encuentran ubicados tres pasteurizadores,
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dos de los cuales estan en permanente funcionamiento y el tercero es un equipo de reserva. El primer
pasteurizador alimenta las ZB del hospital, asi como el edificio de consultas externas. EI  segundo
pasteurizador alimenta las ZA. Cada pasteurizador cuenta con una bomba de circulacion para mantener
la recirculacién constante de todo el circuito de ACS. Las dos lineas siguen su recorrido desde los
pasteurizadores a la terraza del edificio de la central térmica, de donde salen las derivaciones para el
edificio de consultas externas. Posteriormente descienden y discurren por la galeria de servicio
subterranea, en paralelo con otros servicios, hasta alcanzar el edificio central del hospital en la planta de

servicio ubicada en el sétano -2.

b.2. Circuito de impulsién para las ZB: una vez en la planta -2, la linea del pasteurizador de ZB se divide

en dos ramas para conectar con dos colectores de impulsion.

= Colector de impulsion 1: se encuentra debajo de las T19 y T9. De él parten:

- Unalinea hacia un anillo circular de impulsién que alimenta ZV-ZB de T19.

- Unallinea hacia un anillo circular de impulsién que alimenta ZV-ZB de T9.

- Cinco lineas independientes que alimentan diferentes partes de las ZH-ZB: cuatro de
ellas para las plantas -1 y 0 del AS y otra que asciende para la mitad del bloque
quirtrgico, en las plantas 1,2y 3.

= Colector de impulsion 2: se encuentra debajo de la T13. De él parten:

- Unalinea hacia un anillo circular de impulsion que alimenta ZV-ZB de T13.

- Cuatro lineas independientes que alimentan diferentes partes de las ZH-ZB: tres de ellas
para las plantas -1y 0 y otra que asciende para la otra mitad del bloque quirdrgico, en las

plantas 1,2y 3.

b.3. Circuito de impulsion para las ZA: Una vez en la planta -2, la linea del pasteurizador de ZA se divide
en dos ramas que ascienden directamente hasta la planta 8 de T13 y T19, respectivamente, donde hay

dos anillos circulares de impulsién mas (uno por torre).

b.4. Distribucion en las areas de ZV: el circuito de distribucion en las areas de hospitalizacion de ZV
sigue el mismo esquema tanto para ZA como para ZB y parte integramente de los anillos circulares. De
los tres anillos de la planta -2 suben los diferentes montantes por los patinillos para alimentar las plantas
-1a8deT19y T13,y -1 a 9 de T9. De los dos anillos de las plantas 8 suben los montantes por los
patinillos para alimentar las plantas 9 a 19 de T19y 9 a 13 de T13, respectivamente. De forma general,
cada montante alimenta cuatro habitaciones: dos en su tramo de subida, o impulsion, y dos en su tramo
de bajada, o retorno. A cada anillo le corresponden 8 montantes (4 de impulsién y 4 de retorno). El
numero total de montantes de la instalacion de ACS en las torres es 40 (20 de impulsién y 20 de

retorno).

b.5. Distribucion en las areas de ZH: estas areas se alimentan de las lineas que parten de los colectores

1y 2, antes mencionados. Atendiendo a su circuito, existen dos clases de lineas: a) las que alimentan
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las plantas -1 y 0, que circulan por los falsos techos de la planta -1, y de donde parten tuberias en
sentido descendente y ascendente para dichas plantas; b) las que alimentan las alas de las plantas 1, 2
y 3, que circulan por los falsos techos de las plantas 1 y 2, y de donde parten tuberias en sentido
descendente y ascendente para dichas plantas. En ambos casos, hay salidas de conducciones para los
elementos terminales tanto en los tramos de impulsién como de retorno. En la tabla 16 se detallan la

circulacién y zonas de alimentacion de las lineas de ZH.

b.6. Elementos terminales: la distribucion de los elementos terminales es muy similar en las unidades de
hospitalizacion de las torres. Una unidad de hospitalizacién comin de tipo estandar dispone de 14
habitaciones dobles con bafio sin ducha, dos duchas comunes a la entrada de la unidad, dos lavamanos
ubicados en el centro de la unidad, una zona de sucio con punto de desinfeccion del material y una zona
de office para el personal, con pica de cocina. Ellos supone un supone un promedio por unidad de 2
duchas y 11 grifos de lavabos. El censo de elementos terminales del edificio principal del hospital
correspondiente al afio 2012 contabiliza un total de 1.380 grifos y 130 duchas, distribuidos en 79 duchas
y 786 grifos en ZV y 51 duchas y 594 grifos en ZH. Todas las duchas son de tipo flexo desmontable y los
grifos son monomandos. EN ZV, tanto las duchas como los lavabos de las habitaciones de los pacientes
apenas tienen tramo sin recirculacidén por encontrarse las tomas muy cerca de los montantes principales.
Los elementos terminales ZH no tienen una distribucion uniforme por tener que adecuarse a los diversos

usos que existen en estas areas.

b.7. Circuito de retorno de ZV: los montantes originados en los cinco anillos circulares de impulsion
retornan a otros tantos anillos circulares de retorno, igualmente ubicados (dos en la planta 8 y tres en la

planta -2). La localizacion de los tramos de inicio del retorno es la siguiente:

= ZBde T19, T13y T9: falso techo de las respectivas plantas 8. La alimentacion de la planta 9 de
T9 se hace a través de lineas ascendentes.

= ZAde T19: falso techo de la planta 19.

= ZA de T13: falso techo de la planta 13.

De cada anillo de retorno parte una linea para los dos colectores de retorno de la planta -2, siguiendo el

mismo trazado que las lineas de impulsion.

b.8. Circuito de retorno de ZH: las lineas de retorno de las ZH siguen también el mismo trazado que el
especificado en la impulsion, llegando igualmente a sus respectivos colectores de retorno. De éstos
parten las lineas de retorno generales hacia la central térmica por la misma galeria de servicio, hasta

empalmar con los pasteurizadores, donde se cierra el circuito del ACS.
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Tabla 16. Descripcion de los circuitos de agua caliente sanitaria y areas de alimentacion en zonas
horizontales.

Areas de alimentacion

Areas de alimentacion Areas de alimentacion en

caleetr  Line en planta -1 en planta 0 plantas 1 a3
1 1 Endoscopias Laboratorio de
Gabinetes microbiologia
1 2 Medicina nuclear l)rgenmag L
Area administrativa
1 3 Blogue quirurgico
Hospederia .
2 4 Vestuarios Urgencias
2 5 Cocina Urgencias
Blogue quirurgico
2 6 Hemodialisis
Hospitalizacion trasplante renal
. Laboratorios de
Farmacia o
1 7 . - bioquimica y
Anatomia patoldgica ;
hematologia
1 8 Esterilizacion
2 9 Taller y almacén de Radiologia

mantenimiento

¢. Circuito de AF

El circuito del AF discurre en paralelo al circuito de impulsién del ACS, excepto en lo concerniente a la

central térmica, pudiéndose resumir de la siguiente manera:

De cada aljibe parten dos lineas independientes que discurren por la galeria de servicio hasta

llegar a la planta -2 del edificio central, donde conectan con dos colectores de impulsion del AF

ubicados al lado de los del ACS.

La instalacion de distribucién es paralela a la del ACS: 3 anillos de impulsién en la planta -2, 2

anillos de impulsion en los falsos techos de las plantas 8, de T19 y T13 y la misma red de

distribucién para ZH.

Cada montante que sale de los anillos y sube por los patinillos de la torres alimenta dos

habitaciones.
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3.2.3. Modificaciones de los materiales de las instalaciones durante el estudio

A lo largo de los afios 2005 a 2014 se realizaron numerosas intervenciones de renovacion y
saneamiento de la red de ACS, motivadas tanto por el desgaste y corrosion de materiales como por la
deteccion de areas de riesgo a través del plan de autocontrol de legionelosis. La elevada complejidad de
la red de distribucién a la que hacemos referencia en la presente tesis se debe, no tan sélo a la magnitud

de la instalacion, sino a la evolucién y remodelacidn constantes de dicha red.

A continuacién se detalla el cronograma de las actuaciones llevadas a cabo en las lineas principales
durante el periodo 2005 — 2014, y que afectaron tanto a la instalacion del ACS como del AF (se
especifica el mes en que se hizo entrega de la nueva instalacion). Estas actuaciones son las que se han
incluido en el anélisis de resultados de la presente tesis. Debe especificarse que también se fueron
renovando diversas lineas secundarias en sucesivas etapas, tanto en ZV como en ZH, pero que no se

han podido tener en cuenta en este analisis por no haberse registrado de manera prospectiva.

= QOctubre 2006: sustitucion de los colectores y todos los anillos de distribucion por acero
inoxidable 316-L.

= QOctubre 2007: sustitucién por acero inoxidable de la linea de impulsién y retorno de ZH que
alimenta endoscopias

= Diciembre 2007: sustitucion por acero inoxidable de la linea de impulsion y retorno de ZH que
alimenta gabinetes (planta -1) y laboratorio de microbiologia (planta 0).

= Octubre 2008: sustitucién por acero inoxidable de la linea de impulsién y retorno de ZH que
alimenta medicina nuclear (planta -1), servicio de urgencias — nivel Il medicina (planta 0) y zona
administrativa (planta 0).

= QOctubre 2010: sustitucién por acero inoxidable de la linea de impulsién y retorno de ZH que
alimenta hospederia y vestuarios (planta -1) y servicio de urgencias — nivel | medicina y nivel Il
cirugia (planta 0).

= Agosto 2012: sustitucion por polipropileno de los tres anillos de impulsion de ACS de la planta -

2 y sus conexiones con los colectores.

3.2.4. Descripcion del sistema de pasteurizacion en continuo

El sistema de pasteurizacion en continuo del ACS Pastormaster® (Physis Development, S.L.) se instald
al constatarse la necesidad de un recambio de los acumuladores tras la entrada en vigor del RD
865/2003. El primer pasteurizador entrd en funcionamiento en abril de 2004 para alimentar las ZB y el
segundo, en enero de 2005 para alimentar las ZA. Con posterioridad, se instal6 un tercer pasteurizador
de reserva en caso de fallo de alguno de los anteriores. El sistema de pasteurizacion recibe el aporte del
agua de red a través de los dos aljibes. Asimismo, para lograr la temperatura de pasteurizacion, esta

conectado al sistema primario de calderas, que trabaja con una temperatura media de 150°C.
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El pasteurizador de ZB es una subestacion Pastormaster, tipo standard BB014, construccion

polibutileno/poliamida. El pasteurizador de ZA es una subestacion Pastormaster, tipo alta presion BB014,

construccion acero inoxidable AISI 31 6L. Ambos equipos constan de:

Una unidad de mezcla del agua en la que confluyen el aporte de AF de los aljibes y el ACS del
circuito de retorno.

Un intercambiador de transferencia (no mezcla), donde la temperatura del agua de mezcla se
eleva hasta los 42 °C por el aporte del agua procedente de la unidad de pasteurizacion.

Un intercambiador de pasteurizacién (no mezcla), en el que el agua procedente del
intercambiador de transferencia se eleva hasta los 70°C por intercambio de calor con el circuito
primario de calderas. El agua del circuito primario recircula por medio de una bomba y una
valvula de tres vias motorizada controlada por la regulacién propia del pasteurizador.

Una unidad de pasteurizacién, en la que la que se mantiene el agua a 70°C durante un minimo

de tres minutos a caudal lento.

El control de la temperatura se mantiene a través de la central electrénica de monitorizacién de cada

pasteurizador, que realiza las siguientes funciones:

Control de la temperatura de pasteurizaciéon (70°C) enviando sefial digital a la valvula
motorizada exterior del circuito primario de calderas.

Control de la temperatura de salida a distribucion, enviando sefial digital a la valvula motorizada
del interior del pasteurizador.

Control de la temperatura de entrada de agua precalentada, enviando sefial digital a la valvula
motorizada exterior.

Visualizacién de las temperaturas de: consigna manual de temperatura de salida, entrada de
agua fria sanitaria, entrada de agua retorno de la instalacién, entrada de agua precalentada,
salida de ACS a distribucion, unidad de pasteurizacion, circuitos primarios de entrada y de

salida.

Estos elementos no variaron a lo largo del periodo de estudio, con la nica excepcion de la regulacion de

los niveles de temperatura de salida. En la figura 23 se muestra una fotografia de los pasteurizadores

instalados y en la figura 24 el esquema de funcionamiento de dos pasteurizadores Pastormaster®

simultaneos.

-97 -



Figura 23. Equipo de pasteurizadores de agua caliente sanitaria instalados
en el HUB.

Fuente: archivo del Hospital Universitari de Bellvitge.
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Figura 24. Esquema de funcionamiento de dos pasteurizadores

Pastormaster® (Physis Development, S.L.) simultaneos.

Fuente: Physis Development, S.L.
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3.3. Plan de autocontrol de Legionella durante el estudio

El plan de autocontrol de legionelosis del HUB esta vigente como tal desde el afio 2005, siguiendo las
especificaciones del RD 865/2003 y el Decret 352/2004. En el plan se establecen las medidas para: 1)
adaptar la legislacién vigente sobre prevencién y control de legionelosis en el HUB; 2) establecer los
ambitos de actuacion y responsabilidades de las diferentes partes implicadas; y 3) establecer los

circuitos de comunicacion que deben seguir las diferentes partes implicadas.

El plan contempla las acciones referentes al mantenimiento y vigilancia de las instalaciones. En dichas
acciones los responsables implicados son el Servicio de mantenimiento del HUB, la empresa acreditada
subcontratada y el Servicio de medicina preventiva. Cabe destacar que a lo largo del periodo de estudio
la empresa acreditada ha sido siempre la misma (Sahicasa Higienal, registro nimero 5016CAT-SA-LGT
de la Direccién General de Salud Publica del Departament de Salut) y que las acciones descritas en el

plan apenas sufrieron variaciones.

En el plan se especifican las situaciones que requieren la puesta en marcha del sistema de alerta rapida,
consistente en la comunicacion urgente por parte del Servicio de mantenimiento al Servicio de medicina
preventiva. Estas situaciones son: incidencias con dafios materiales, cualquier actuacion en el area
quirdrgica o zonas con pacientes de alto riesgo, cualquier actuacién sobre una linea general y cortes de

agua con una duracion superior a cuatro horas en todas las areas asistenciales.

Finalmente, el plan también contempla los circuitos de comunicacion en la vigilancia clinica de la
enfermedad, quedando establecido que todos los casos de antigenuria positiva o crecimiento en cultivo
especifico deben ser notificados por el Servicio de microbiologia al Servicio de medicina preventiva. Este
a su vez los declara a la Unidad de vigilancia epidemiologica territorial del Departament de Salut. Ante la
deteccion de un caso sospechoso de adquisicion hospitalaria se inicia la investigacion pertinente en

coordinacién con dicha unidad.
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4. Intervencion del estudio

El RD 865/2003, de aplicacion en el Estado Espafiol, exige que la temperatura de los puntos terminales
sea superior a 50°C. La intervencion llevada a cabo en la presente tesis fue aumentar en 5°C esta
temperatura, con el objetivo de alcanzar una temperatura minima de 55°C en los puntos terminales de la
instalacién. La intervencién se implementd en julio de 2007, tras apreciarse un control suboptimo de
Legionella a lo largo del periodo de estudio anterior. Esta decision se apoyd esencialmente en un cuerpo
de conocimiento microbioldgico sobre el comportamiento de Legionella frente a los diferentes dinteles de

temperatura, y no en indicaciones de guias técnicas de otros paises, muy escasas en ese momento.
Para implementar este cambio se llevaron a cabo los siguientes ajustes previos:

- Identificacién de la temperatura de impulsién adecuada para cada uno de los pasteurizadores en
funcionamiento.

- Instalacién en cada pasteurizador de un registro informatico continio de las temperaturas de
impulsién y de retorno.

- Ajuste de la instalacion para mantener la temperatura de impulsion de manera continuada
minimizando picos y valles gracias a la instalacion de alarmas en caso de sobrepasar los dinteles

maximo y minimo.

Asimismo, tanto en el periodo pre-intervencion como en el periodo post-intervencion se registraron las
temperaturas del ACS a dias alternos en puntos terminales del edificio escogidos con caracter rotatorio.
En caso de detectarse temperaturas con niveles inferiores a los permitidos se notificaba al servicio

técnico para las comprobaciones y ajustes pertinentes.

En agosto de 2013 se instalé en ZB un dispositivo de alimentacion de diéxido de cloro para mejorar la
desinfeccion del ACS, que se retiré a los pocos meses al comprobarse que no se alcanzaban niveles
adecuados del desinfectante y por incompatibilidad con el polipropileno de las tuberias. Por este motivo
el estudio de intervencion se dio por finalizado en julio de 2013, dado que a partir de esta fecha la
temperatura no fue el tnico método de desinfeccidn en continuo de una parte de la red. El muestreo
microbiol6gico de las aguas se continud realizando siguiendo la misma metodologia, a fin de dar

cumplimiento al plan de autocontrol del centro.
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5. Metodologia del analisis microbiolégico

5.1. Muestreo del agua caliente sanitaria

El criterio empleado para organizar el plan de muestreo se establecié de acuerdo con los dos primeros
objetivos especificos del estudio. Se consideré que en las ZV los puntos terminales estaban ubicados
muy proximos a los circuitos de recirculacion practicamente en la totalidad de la instalacion, siendo los
tramos sin recirculacién muy cortos, inferiores a 0,5m. También se considerd que el dimensionamiento
de la red era adecuado dado que el uso de la mayoria de grifos y duchas era frecuente y diario. En la
eleccion de los puntos de muestreo se priorizaron aquellos considerados de mayor riesgo para los
pacientes ingresados: duchas de pacientes en unidades de hospitalizacion convencional y grifos en las
zonas asistenciales de las unidades de criticos. Con el fin de obtener la maxima representatividad de la
instalacién, estos puntos se analizaron con caracter rotatorio a lo largo del periodo de estudio. Asimismo,
se estratifico teniendo también en cuenta que la instalacién constaba de dos circuitos independientes

entre si (ZAy ZB). Este muestreo rotatorio fue el empleado para responder al primer objetivo especifico.

En ZH se fueron identificando sobre plano los puntos mas alejados de los circuitos de recirculacion. Un
mismo punto podia ser muestreado en mas de una ocasion en base a los resultados obtenidos en los
cultivos y a si se llevaban a cabo medidas de mejora, como recambios en las tuberias o en los grifos.
Dado que estas zonas no son &reas de ingreso de pacientes, no se tuvo en cuenta el tipo de punto
terminal, incluyéndose mayoritariamente lavamanos y algunas duchas de vestuarios. Este muestreo

dirigido fue el empleado para responder al segundo objetivo especifico.

De acuerdo con estos requisitos, se establecié un muestreo estratificado en tres areas teniendo en
cuenta el circuito de ACS y los objetivos del muestreo (tabla 17). La toma de las muestras se hizo con
periodicidad mensual, y el nimero de muestras obtenidas fue como minimo de una por area de

muestreo, pudiendo aumentar este nimero en base a criterios asistenciales o técnicos.

Tabla 17. Descripcion de los criterios de muestreo durante el periodo de estudio.

prE Circuito Edificio Planta Puntos de muestreo Ippis
muestreo muestreo
T19 19a9 . .
1 ZV-ZA 13 1339 Duchas de pacientes Rotatorio
T19 8a1 Duchas de pacientes
2 ZV-ZB T13 8a1 Grifos de lavamanos en Rotatorio
T9 9a1 unidades de criticos
3 7H.7B Alas 3af Duph_as de vestuarios y grifos Dirigido
Torresy anexos 0y -1 indistintamente

Nota. ZV: zonas verticales; ZH: zonas horizontales; ZA: zonas altas; ZB: zonas bajas; T19: torre 19: T13: torre
13; T9: torre 9.
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5.2. Procedimiento de la toma de muestras

El procedimiento de la toma de muestras fue el mismo a lo largo del periodo de estudio, siendo
responsable el personal técnico de la empresa Sahicasa-Higienal. El personal técnico apenas sufrid
variaciones a lo largo del periodo de estudio, puesto que estaba destinado de manera permanente al
HUB. Los muestreos se realizaron preferentemente en lunes o martes, en horario de mafiana y el
transporte de la muestra desde el hospital hasta el laboratorio externo lo realizé el mismo personal
técnico al finalizar las tomas. Para la recogida y transporte de las muestras se utilizaron envases
estériles de polietileno de 1.000 mL de capacidad y para la recogida de biofilm, hisopos estériles de

dracon.

En el muestreo de los puntos terminales se siguieron los requisitos exigidos por el RD 865/2003, siendo
el procedimiento normalizado de trabajo el siguiente:

a. Identificar del punto a muestrear, segun plan de muestreo.

b. Abrir el punto y recoger los primeros 100 mL de agua.

c. Desmontar, si es posible, el grifo o ducha. Rascar con un hisopo estéril la parte interna del
terminal, procurando acceder a la mayor parte posible de la superficie. Romper la parte final del
hisopo en incorporarla al envase con agua. Volver a montar el grifo o ducha. En caso de no
poder desmontar el elemento terminal, realizar esta operacién accediendo a la parte interna
igualmente.

d. Recoger el resto de agua hasta completar los 1.000 mL.

e. Medir en la muestra la temperatura y el cloro libre. Para medir la temperatura se utiliza un
termdmetro digital con sonda, correctamente calibrado.

f.  En caso de detectarse niveles de biocida, neutralizar con tiosulfato sddico al 99% (5 mg por
cada ppm de cloro libre).

g. Colocar las muestras en una nevera portatil y transportarlas al laboratorio en un plazo maximo

de 6 horas desde el momento de la toma.

Con este procedimiento se obtiene el agua contenida en los tramos finales lo que, traducido en términos
de riesgo bioldgico, es el agua que recibe el usuario en el momento de la apertura del terminal. Las

muestras asi obtenidas, pues, no reflejan necesariamente el estado general de la instalacion.

5.3. Procesamiento de las muestras para el analisis de Legionella

El procesamiento de las muestras se llevd a cabo en el Laboratori de 'Agéncia de Salut Publica de
Barcelona. Dicho laboratorio estd acreditado por la Entidad Nacional de Acreditacion (ENAC) para
ensayos quimicos y microbiologicos de productos agroalimentarios y medioambientales con los nimeros
227/LE 459 y 227/LE 1338 y esta incluido en el registro de laboratorios de salud ambiental y alimentaria,
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secciones Autoritzats i Acreditats del Departament de Salut de la Generalitat de Catalunya con el nimero
R8-089-96. Todas las muestras fueron analizadas para el aislamiento y recuento de Legionella siguiendo

la norma UNE-EN ISO 11731:98 antes de las 72 horas posteriores a su recogida.
5.3.1. Aislamiento de Legionella por cultivo

De cada muestra de agua se extrae una alicuota para hacer una siembra directa. Para ello se traspasan 9
mL a un tubo estéril con tapon de rosca. A esta alicuota se le hace un tratamiento de descontaminacion
afiadiendo 1mL de tampdn acido. Tras la homogeneizacién mediante vortex e incubacion durante 5
minutos a temperatura ambiente, se inoculan 0,2 mL en una placa de medio BCYE-GVPC. El inéculo,

una vez seco, se extiende por toda la placa mediante la técnica de estria escocesa.

Con el resto de la muestra se emplea la técnica de concentracion por filiracion mediante una bomba
peristaltica de desplazamiento positivo (Millipore, Milan, Italy), utilizando filtros estériles de membrana de
policarbonato de 0,22 um de tamafio de poro (Millipore, Milan, Italy). Tras bombear todo el volumen de la
muestra, el filtro se retira cuidadosamente con la ayuda de unas pinzas estériles y se resuspende en 5 mL
de agua filtrada que previamente se ha depositado en un tubo estéril de tapén de rosca. Con la finalidad
de desprender las particulas que han quedado retenidas en el filtro, se coloca el tubo en un bafio de
ultrasonidos durante 10 minutos. La muestra concentrada se divide en tres fracciones para su posterior

siembra en placa:

- Sin tratamiento de descontaminacion: se inocula 100 pL en una placa de medio BCYE-
GVPC.

- Tratamiento con tampdn acido: a un tubo estéril se traspasan 900 uL de la muestra filtrada y
se afiaden 100 uyL de tampdn acido. Tras la homogeneizacion, se incuba 5 minutos a
temperatura ambiente y se inoculan 100 UL en una placa de medio BCYE-GVPC.

- Tratamiento con calor: en un tubo estéril se deposita 1mL de la muestra filtrada. El tubo se
coloca en un bafio a 49°C+0,2°C durante 30 minutos. Tras el tratamiento térmico se inoculan
100 uL en una placa con medio BCYE-GVPC.

Una vez secos, los inoculos se extendieron por toda la placa mediante la técnica de estria escocesa.
Todas las placas se incuban a 36°C+0,2°C durante 10-12 dias en atmdsfera himeda y enriquecida con
CO.. Las placas se examinan cada 2 dias anotando su evolucién en la hoja de recogida de datos de cada
muestra. El crecimiento de Legionella suele ser visible a las 72 horas de incubacién, sin embargo, en
ocasiones puede requerir mas tiempo por lo que las placas no se consideraron negativas hasta que

transcurren 10 dias.
5.3.2. Confirmacion de las colonias sospechosas
A partir de las placas que presentan colonias sospechosas de ser Legionella se procede a la identificacién

de 10 colonias por muestra siempre que sea posible. Esta identificacion se basa en:
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- Morfologia de la colonia: las colonias de Legionella que crecen en medio de cultivo son
lisas con aspecto granular y presentan un color grisaceo o azulado.

- Requerimientos nutricionales: se aisla cada una de las colonias y se subcultiva
paralelamente en dos agar BCYE-a enriquecido y agar sangre (OXOID). Ambas placas
se incuban a 36°C. Los aislados de Legionella se identifican por crecer en agar BCYE-a
pero no en agar sangre.

- Tincién de Gram: Legionella es un bacilo gramnegativo, por lo tanto, la presencia de
bacilos rosados largos y finos de aspecto lanceolado indican que puede tratarse de

Legionella.
5.3.3. Determinacion del serogrupo

El serogrupo se determina mediante un test de aglutinacion (Legionella LATEX TEST®, OXOID) que
permite clasificar a los aislados de Legionella en tres grandes grupos: L. pneumophila serogrupo 1, L.
pneumophila serogrupos 2-14 y Legionella spp., que incluye a otras siete especies. El método consiste en
una reaccion antigeno-anticuerpo mediante una aglutinacion, utilizando como reactivo particulas de latex
azul sensibilizadas con anticuerpos especificos que, tras un minuto de contacto, aglutinan en presencia
de antigenos de la pared celular de Legionella. Se considera resultado positivo si la aglutinacién de las
particulas de latex azul se produce en un minuto y no se observa aglutinacién en el circulo del control. Se
considera resultado negativo si no se produce aglutinacion y queda una suspension de color azul suave
en los medios después de un minuto. La prueba no es interpretable si el reactivo control presenta

aglutinacion. Esto indica que el cultivo produce autoaglutinacion.

5.3.4. Recuento

Para calcular el nimero de unidades formadoras de colonia (UFC) de Legionella por litro de muestra
original, se selecciona la placa de cultivo que contiene mas colonias y se aplica la siguiente formula:

R=[(NxV1)/Vo]/(1/V3),

siendo: R = UFC por litro de muestra; N = nimero de colonias en la placa de cultivo; V1 = volumen del
concentrado (ml); V2 = volumen inoculado en la placa (ml); y V3= volumen filtrado de la muestra original
expresado en litros. El recuento de las muestras con presencia de colonias de Legionella se expresa
como UFC/L. En el caso de las muestras en las que no se observen colonias de Legionella, el resultado

se expresa como UFC/L por debajo del limite de deteccion.

5.3.5. Criopreservacion

Después de este proceso se criopreservaron un maximo de 10 colonias por muestra para su posterior
estudio molecular. Como medio de criopreservacion se utilizé Brain Heart Infusion Broth (BHI) (OXOID). A

la solucién de BHI se le afiade el 20% de glicerol previamente esterilizado en autoclave a 121°C durante
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20 minutos. La solucion se mezcla por agitacion con ayuda de un vortex y se reparte en criotubos de 2mL.
De las placas de agar BCYE-a en las que se habia subcultivado cada una de las colonias, se recoge toda
la masa bacteriana y se resuspende en uno de los criotubos con BHI+glicerol. Estas muestras fueron

almacenadas a -80°C hasta el momento del analisis molecular.

5.4. Tipificacion molecular de los aislados de Legionella por electroforesis
en campo pulsante (PFGE)

La tipificacion molecular se llevd a cabo en el laboratorio del Grup d’Estudi de la Legionel-losi de la
Fundacié Institut d’Investigacio Germans Trias i Pujol (Badalona). Se eligié una muestra representativa
de aislados de Legionella criopreservados obtenidos entre 2012 y 2014 mediante muestreo estratificado
por las tres areas de muestreo (ZV-ZA, ZV-ZB y ZH-ZB). Para cada area de muestreo y afio se eligieron
al azar un maximo de cuatro muestras criopreservadas, o la totalidad de las que hubiere si su nimero

era inferior a cuatro.

Los aislados se descongelaron y cultivaron en placas de agar BCYE en un incubador a 37°C durante 72
horas. La masa bacteriana se embebi6 en bloques de agarosa donde se realizé la extraccion de acidos
nucleicos para preservar su integridad. En un primer paso, se degradaron las membranas bacterianas
mediante incubaciones con lisozima y proteinasa. En un segundo paso, se procedié a la digestion del
ADN con la enzima Sfi | en el mismo bloque de agarosa. Posteriormente la separacion de los fragmentos
de ADN generados se realiz6 en un equipo “Contour-clamped homogeneous electric field” (CHEF-DRII
Pulsed Field Electrophoresis Systems. Bio Rad). Una vez finalizada la electroforesis, los fragmentos de
ADN se visualizaron mediante tincion del gel con SYBR Safe (intercalante del ADN que emite

fluorescencia cuando se irradia con luz ultravioleta) en un trasiluminador con luz ultravioleta.

La interpretacion de los patrones de restriccion obtenidos por sfil-PFGE se realizd de forma visual
siguiendo los criterios de Tenover (Tenover et al., 1995). Segun estos criterios, los patrones de ADN
cromosomico que presentan el mismo nimero de bandas, con idéntico peso molecular se consideran
indistinguibles. Los patrones que presentaban diferencias en mas de una banda se consideraron

patrones de ADN cromosomico diferentes.

Todos los patrones obtenidos se compararon entre si. Cada nuevo patrén que aparecié fue denominado

con una letra de abecedario por riguroso orden de aparicion.
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6. Variables de estudio y recogida de datos

6.1. Variables de estudio

6.1.1. Variables del primer objetivo general

Las variables consideradas para el primer objetivo general fueron las siguientes:

= Variables de resultado:

Concentracion de Legionella en ACS: expresada como variable cuantitativa en UFC/L. Las
concentraciones informadas como “presencia” sin especificar la cifra, se exponen como tal.
Presencia de Legionella en ACS: expresada como variable dicotomica (ausencia;
presencia).

Niveles de Legionella en ACS: expresada como variable ordinal con cuatro categorias
(ausencia; <102 UFC/L; 102 - 9x102 UFC/L; 210° UFCIL).

Presencia de concentraciones elevadas de Legionella: expresada como variable dicotdmica
(<108 UFCIL; 210° UFCIL).

= Variables explicativas:

Temperatura del ACS en la muestra: expresada como variable cuantitativa en °C.

Niveles de temperatura del ACS en la muestra: expresada como variable ordinal con tres
categorias (<50°C; 50,1°C-54,9°C; 255°C).

Adecuacion de la temperatura de la muestra: expresada como variable dicotdmica
(adecuada; no adecuada). Se consideré adecuada toda temperatura >50°C en el periodo
pre-intervencién y 255°C en el periodo post-intervencion.

Frecuencia de uso del punto terminal: expresada como variable dicotomica (diaria; no
diaria).

Tipo de punto terminal. expresado como variable cualitativa con dos categorias (grifo;
ducha).

Renovacion del material de la instalacion: expresada como variable dicotomica (renovado;

no renovado).

6.1.2. Variables del segundo objetivo general

Las variables consideradas para el segundo objetivo general fueron las siguientes:

Patrén de restriccion obtenido por PFGE: expresada como variable cualitativa en las que las
categorias se denominaron con una letra de abecedario por riguroso orden de aparicion.
Presencia de patron de restriccion B obtenido por PFGE: expresada como variable
dicotémica (presencia; ausencia).

Temperatura del ACS en la muestra: expresada como variable cuantitativa en °C.
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- Nivel de temperatura del ACS en la muestra con punto de corte a 50°C: expresada como
variable dicotomica (<50°C; >50°C).

- Nivel de temperatura del ACS en la muestra con punto de corte a 55°C: expresada como
variable dicotémica (<55°C; 255°C).

- Circuito de instalacion del ACS: expresado como variable cualitativa (ZA; ZB).

6.2. Recogida de datos

En el momento de la toma de las muestras de ACS, se recogian los siguientes datos:

- Area del muestreo, de acuerdo con el plan de muestreo previamente definido
- Codigo geografico del punto terminal segln codificacién interna del centro
- Tipo de punto terminal

- Temperatura de la muestra en el envase

La informacion referente a la frecuencia de uso de los puntos terminales se obtenia para cada punto en
base a su localizacion geogréfica o a entrevistas personales con los responsables de las areas en
cuestion. Todos aquellos cédigos que correspondian a duchas de pacientes y a grifos de lavamanos de
los profesionales en areas de hospitalizacion se clasificaron con una frecuencia de uso diario. Los
puntos que no se correspondian con areas de hospitalizacidn se clasificaron de acuerdo a la informacion

facilitada por los responsables de area y el servicio de mantenimiento.

Los resultados de los cultivos se remitian por escrito desde el laboratorio a los responsables del estudio

en un periodo maximo de 15 dias.

La informacion relacionada con el recambio de materiales de la instalacién se incluy6 en el momento de
producirse cada una de las renovaciones, concretamente desde la fecha de entrega de la nueva
instalacién, que era comunicada por el servicio de mantenimiento a los responsables del estudio. A partir
de la fecha comunicada, y teniendo en cuenta el cddigo geogréfico de los puntos analizados, se

considero que las muestras procedia de un tramo renovado.
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7. Métodos estadisticos

7.1. Analisis descriptivo general

En el analisis descriptivo de los puntos de muestreo, las temperaturas de las muestras obtenidas, los
resultados de los cultivos y los resultados de la tipificacion molecular se aplicaron los parametros
habituales dependiendo de si las variables se trataban como cualitativas o cuantitativas. En el primer
caso, se expresaron con porcentajes. En el segundo caso, se utilizaron la media como variable de
tendencia central y la desviacion estandar como media de dispersién si la distribucién era normal.
Cuando la distribucién de la variable no se aproximaba a la normalidad se utilizaron la mediana (percentil
50) y los percentiles 25y 75. En la descripcion de la cuantificacién de Legionella expresada en UFC/L no
se calculo el rango intercuartil debido a que, cuando las muestras presentaron bajas concentraciones,
los resultados se reportaron como presencia del microorganismo acompanado del limite de deteccion
especificado por el laboratorio en cada caso. Para esta variable se especificd también el valor maximo

encontrado.

7.2. Andlisis estadistico aplicado a los objetivos especificos 1 a 4

Para la comparacion de proporciones entre las categorias de una variable se aplicaron la prueba ji-
cuadrado de Pearson, el test exacto de Fisher en caso de alguna categoria tuviera un valor esperado
inferior a 5, o la prueba ji-cuadrado de tendencia lineal para variables ordinales. Para la comparacion de
medias se aplicé la prueba t de Student en caso de distribucion normal, o la prueba U de Mann-Whitney

como prueba no parameétrica para la comparacién de medianas.

Para analizar el impacto global del aumento de la temperatura a 55°C en un momento dado se
elaboraron modelos de regresion lineal segmentada. En este tipo de modelos de regresion, se analiza la
relacién entre una variable dependiente y una o mas variables independientes cuando a lo largo del
tiempo se realiza una intervencion bajo la hipdtesis de que tras la misma, se producira un cambio en esta
relacion. Los modelos de regresion lineal segmentada han sido ampliamente utilizados en los estudios
con un disefio cuasi-experimental. En el presente trabajo, la variable dependiente fue el porcentaje
semestral de muestras positivas para Legionella y la variable independiente el periodo de estudio. Los

parametros obtenidos con este analisis son:

- Cambio de nivel: este parametro indica si, tras la introduccién de la intervencion se observa un
cambio en el primer valor de la variable dependiente que sea significativamente diferente al valor
que cabria esperar. Expresa si la intervencion provoca un cambio inmediato (aumento o

reduccion) y, por tanto, es efectiva a corto plazo.
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- Cambio de pendiente: este parametro indica si, tras la introduccién de la intervencion se observa
un cambio significativo en la pendiente de la variable dependiente a lo largo del tiempo, en
comparacion con la pendiente que presentaba antes de la intervencién, Expresa si el efecto de la

intervencién se mantienen a lo largo del periodo estudiado.

En el analisis de la validez de la temperatura como predictor de la colonizacién de Legionella se
elaboraron en primer lugar las curvas ROC de las muestras obtenidas en ZV y de las obtenidas en ZH,
considerando dos tipos de variables resultado: la ausencia de muestras positivas y la ausencia de
indculos =21x10% UFC/L. Se estimd el area bajo la curva con su correspondiente error estandar e
intervalo de confianza al 95%. Asimismo, se calcularon la sensibilidad, especificidad y valores predictivos
con sus correspondientes intervalos de confianza al 95% considerando la temperatura como variable

dicotomizada en =55°C o <55°C.

Para analizar si la temperatura de ACS presentaba un efecto gradiente como medida de control, se
elaboraron dos modelos de regresion logistica (uno para ZV y otro para ZH) tomando como variable
resultado la presencia de Legionella y como variable independiente la temperatura considerada como
continua. Con este modelo se pretendio discernir si por cada grado de aumento de temperatura, la

presencia de Legionella presentaba una reduccion significativa.

El papel relativo de los factores de la instalacién de ACS se abordd primero con un analisis bivariado en
el que se compararon las temperaturas de las muestras segun el tipo de punto terminal, la frecuencia de
uso, y el tipo de material de las lineas de distribucidn principales. Posteriormente, se llevé a cabo un
andlisis bivariado de tres estos factores y los niveles de Legionella agrupados en cuatro categorias. Las
variables que presentaron un nivel de significacion estadistica con un valor de p <0,10 se utilizaron para
el analisis multivariado. Para dicho anélisis se construyeron modelos de regresion logistica en los que la

variable dependiente fue la presencia de Legionella o la presencia de indculos =1x10° UFC/L.

En todos los anélisis se consider6 que la significacion estadistica era adecuada cuando el valor de p era

<0,05. El paquete estadistico utilizado fue el software de libre distribucion “R” (R core team, 2013).

7.3. Andlisis estadistico aplicado a los objetivos especificos 5y 6

Para la comparacién de proporciones entre las categorias de una variable se aplicd la prueba ji-
cuadrado de Pearson. Para la comparacién de medias se aplico la prueba t de Student . En todos los
analisis se considerd que la significacion estadistica era adecuada cuando el valor de p era <0,05. El

paquete estadistico utilizado fue el software de libre distribucion “R” (R core team, 2013).
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Cinco

Resultados

Perhaps it is good to have a beautiful mind,
but an even greater gift is to discover a beautiful heart.

Russell Crowe as John Nash

A beautiful mind (2001)






1. Efectividad de mantener temperaturas elevadas en el agua
caliente sanitaria sobre la colonizacion por Legionella

En este apartado se analiza la relacion entre la temperatura del ACS y la colonizacion por Legionella y la
influencia que tienen ofros condicionantes relacionados con el disefio y el mantenimiento de la
instalacién. Para ello, se han considerado diferentes aspectos. En primer lugar, se describen los puntos
de muestreo analizados y las temperaturas de las muestras en base a diferentes parametros. En
segundo lugar, se presenta la evolucién temporal de la colonizacion por Legionella en las instalaciones
del hospital bien dimensionadas y con adecuadas recirculaciones para estimar el impacto global de
aumentar en continuo la temperatura minima del ACS. En tercer lugar, se presenta este mismo analisis
para instalaciones con recirculaciones y/o dimensionamiento no apropiados. En cuarto lugar, se analiza
la asociacion entre diferentes dinteles de temperatura en puntos terminales y el papel de la temperatura
como predictor del estado de colonizacién de los mismos. Finalmente, se describe el efecto relativo de
diferentes aspectos relacionados con el disefio y el mantenimiento de la instalacion sobre la colonizacion
por Legionella. A lo largo del periodo de estudio, y de acuerdo con los resultados obtenidos a través de
la vigilancia ambiental de Legionella, se fueron implementando medidas de mejora en las instalaciones

del hospital (datos no mostrados en la presente tesis).
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1.1. Descripcion general de los puntos de muestreo

Durante el periodo comprendido entre mayo de 2005 y julio de 2013 se obtuvieron un total de 399
muestras de ACS. 251 (62,9%) correspondieron a puntos terminales de ZV y 148 (37,1%) a puntos
terminales de ZH. Las caracteristicas de los puntos de muestreo se resumen en la tabla 18. En ZV se
obtuvieron como minimo una muestra mensual de ZA y otra de ZB. La mayor parte de dichas muestras
correspondieron a duchas cuya utilizacion era diaria. En ZH se obtuvieron muestras de lineas que
abastecian areas sin pacientes ingresados, siendo la mayor parte de puntos grifos que no se utilizaban
diariamente.

Tabla 18. Descripcion de los puntos terminales de toma de las muestras analizadas durante el periodo
de estudio.

Zonas verticales Zonas horizontales
n % n %
Circuito Circuito
/B 130 51,8 Planta -1 50 33,8
ZA 121 41,2 Planta 0 42 28,4
Bloque quirtrgico 56 37,8
Anillo de distribucion Linea de distribucion
ZB-T19 22 8,8 Linea 1 14 9,5
Z/B-T13 55 219 Linea 2 30 20,3
ZB-T9 53 21,1 Linea 3 36 24,3
ZA-T19 100 29,8 Linea 4 30 20,3
ZA-T13 21 8,4 Linea 5 7 47
Linea 6 20 13,5
Linea 7 8 54
Linea 8 3 2,0
Material del anillo Material de la linea principal
Acero inoxidable-12 59 23,5 Acero inoxidable-12 116 78,4
Acero inoxidable-2° 178 70,9 Acero inoxidable-2° 32 21,6
Polipropileno 14 5,6
Punto terminal Punto terminal
Duchas 231 92,0 Duchas 67 45,3
Grifos 20 8,0 Grifos 81 54,7
Frecuencia de uso Frecuencia de uso
Diaria 233 92,8 Diaria 62 41,9
No diaria 18 7,2 No diaria 86 58,1

Nota. *Acero inoxidable 316-L instalado en 1999. "Acero inoxidable 316-L instalado durante el periodo de estudio.
ZB: zonas bajas; ZA: zonas altas; T9: torre 9; T19: torre 19; T13: torre 13.

La tabla 19 muestra las caracteristicas de los puntos de muestreo de ZV segun si se analizaron en el
primer periodo de estudio (mayo 2005 — mayo 2007), en el que se mantenia una temperatura minima del

ACS >50°C, o en el segundo periodo (junio 2007 — julio 2013), en el que dicho dintel se aumenté a
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>55°C. Las muestras no difirieron significativamente en cuanto a la zona de muestreo, el tipo de punto
terminal y su frecuencia de uso. Las diferencias observadas segun los anillos de distribucion presentaron
significacion estadistica, asi como también segun el tipo de material de los anillos. Este ultimo hecho es
inherente al disefio longitudinal del estudio, dado que en el periodo 2 tuvo lugar la sustitucidn del acero

inoxidable por polipropileno.

Tabla 19. Zonas verticales. Comparacion de las caracteristicas de los puntos
de muestreo segun el periodo de estudio.

Periodo 1 Periodo 2
(n=75) (n=176) P

Circuito

Zonas bajas 39 (52,0 91 (51,7) 0,966

Zonas altas 36 (48,0) 85 (48,3)
Anillo de distribucion

ZB-T19 5(6,7) 17( 9,7)

ZB-T13 16 (21,3) 39 (22,2)

ZB-T9 18 (24,0) 35(19,9)

ZA-T19 24 (32,0) 76 (43,2)

ZA-T13 12 (16,0) 9(51) 0,039
Material del anillo

Acero inoxidable-12 59 (78,7) 0( 0,0

Acero inoxidable-2° 16 (21,3) 162 (92,0)

Polipropileno 0( 0,0 14( 8,0)  <0,001
Punto terminal

Duchas 70 (93,3) 161 (91,5)

Grifos 5(6,7) 15( 8,5) 0,619
Frecuencia de uso

Diaria 71(94,7) 162 (92,1)

No diaria 4(53) 14( 7,9) 0,468

Nota. ®Acero inoxidable 316-L instalado en 1999. °Acero inoxidable 316-L
instalado durante el periodo de estudio. ZB: zonas bajas; ZA: zonas altas; T9: torre
9; T19: torre 19; T13: torre 13.

A diferencia de las ZV, el analisis de las caracteristicas de los puntos de muestreo de las ZH revela
diferencias estadisticamente significativas entre las muestras obtenidas en ambos periodos (tabla 20).
Asi, en el periodo 1 se obtuvieron mas muestras del bloque quirdrgico, mientras que en el periodo 2 se
muestred mas frecuentemente la planta -1. Asimismo, en el periodo 2 no se tomaron muestras de las
lineas L6, L7 y L8. También difirieron tanto el porcentaje de grifos y duchas muestreados como su
frecuencia de uso. Todo ello obedece a los criterios de muestreo aplicados en las ZH y a que a lo largo

del periodo de estudio se fueron eliminando puntos de consumo conflictivos o de bajo uso.
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Tabla 20. Zonas horizontales. Comparacién de las caracteristicas de los puntos de
muestreo segun el periodo de estudio.

Periodo 1 Periodo 2
(n=82) (n=66)

Area

Planta -1 21 (25,6) 29 (43,9)

Planta 0 23 (28,0 19 (28,8)

Blogue quirargico 38 (46,4) 18 (27,3) 0,029
Linea de distribucion

Linea 1 8(998) 6(91)

Linea 2 17 (20,7) 13(19,7)

Linea 3 18 (22,0) 18 (27,3)

Linea 4 7(8)5) 23 (34,8)

Linea 5 1(1,2) 6(91)

Linea 6 20 (24,4) 0

Linea 7 8(998) 0

Linea 8 3(3,7) 0 <0,001
Material de la linea de distribucién

Acero inoxidable-12 82 (100) 34 (51,5)

Acero inoxidable-2° 0 32 (48,5) <0,001
Punto terminal

AU 27 (329) 40 (60,6)

EleE 55 (67,1) 26(294) 0,001
Frecuencia de uso

Diaria - 40 (48,8) 22 (33,3)

No diaria 42 (51,2) 44(66,7) 0,058

Nota. Acero inoxidable 316-L instalado en 1999. ®Acero inoxidable 316-L instalado
durante el periodo de estudio

1.2. Descripcion de la temperatura de las muestras

En ZV, y considerando conjuntamente ZA y ZB, la temperatura media de las muestras fue
significativamente mayor en el periodo 2 que en el periodo 1 (56,2°C vs. 51,0°C; p<0,001). También
el porcentaje de muestras que alcanzaron la temperatura deseada fue superior en el periodo 1, aunque
la diferencia no presentd significacién estadistica (81,3% vs. 73,9%; p=0,204). La tabla 21 resume las
temperaturas de las muestras obtenidas en ZV segun el periodo de estudio, y diferenciando entre ZA 'y
ZB por tratarse de instalaciones independientes. Se constata que en ZB, los parametros de

temperatura fueron inferiores a ZA en ambos periodos de estudio.
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Tabla 21. Zonas verticales. Temperaturas de las muestras analizadas segun el periodo de estudio.

Periodo 1 Periodo 2 p

Temperatura media (DE), °C

Zonas altas 51,6 (3,7) 56,8 (2,4) <0,001

Zonas bajas 50,6 (5,3) 95,7 (3,2) <0,001
Valores minimo- maximo, °C

Zonas altas 37,0-59,0 50,0 - 63,7

Zonas bajas 35,0-57,0 43,3-614
Muestras con la temperatura deseada?, %

Zonas altas 88,9 824 0,426

Zonas bajas 74,4 65,9 0,413

Nota.  periodo 1:>50°C; periodo 2: >55°C.

En el analisis de la temperatura de las muestras de ZH se observa que en el periodo 2 los niveles
fueron claramente inferiores a los objetivos perseguidos (tabla 22). Destaca que la temperatura
media fue de 52,5°C y que tan sélo el 27% de los puntos alcanzaron los 55°C. En el periodo 1, sin

embargo, el 78% de las muestras presentaron temperaturas superiores a 50°C.

Tabla 22. Zonas horizontales. Temperaturas de las muestras analizadas segun el periodo de estudio.

Periodo 1 Periodo 2 p
Temperatura media (DE), °C 51,3 (3,6) 52,5(3,7) 0,048
Valores minimo- maximo, °C 40,0 -59,0 42,0-59,0
Muestras con la temperatura deseada?, % 78,0 27,3 <0,001

Nota. ? periodo 1:>50°C; periodo 2: >55°C

En el andlisis semestral de las temperaturas de las muestras de ZV (figura 25) se observa que a partir de
julio de 2007 se produce un aumento de las temperaturas medias que se mantienen por encima de los
55°C a lo largo del periodo 2. En ZH (figura 26), durante el primer semestre del periodo 2, la media de
las temperaturas se sitia por encima de los 55°C, pero en los semestres posteriores no se alcanzan

estos niveles. Las medias de temperatura en ambos periodos permanecieron similares.
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Figura 25. Zonas verticales. Temperaturas medias de las muestras y desviaciones
estandar para cada semestre de estudio, en el periodo 1 y el periodo 2.
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Figura 25. Zonas horizontales. Temperaturas medias de las muestras y desviaciones
estandar para cada semestre de estudio, en el periodo 1y el periodo 2.
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1.3. Impacto del aumento de temperatura en instalaciones bien
dimensionadas y con recirculaciones adecuadas

Para este analisis se consideraron las muestras obtenidas con caracter rotatorio en los puntos distales
de las ZV. De las 251 muestras que se obtuvieron en ZV durante el periodo de estudio, se identificio
Legionella en 66 (26,3%). El numero total de aislamientos fue 67, siendo el 97% L. pneumophila
serogrupos 2-14 (65 aislamientos) y el 3% L. pneumophila serogrupo 1 (2 aislamientos). Los resultados
se exponen bajo la expresién genérica de Legionella, que corresponde a L. pneumophila, ya que no

hubo aislamientos de Legionella no pneumophila.

El porcentaje global de muestras positivas fue menor en el segundo periodo de estudio (23,3% vs.
33,3%), aunque no de manera significativa (tabla 23). Se observé una reduccion significativa en los
niveles de concentracion de Legionella, siendo el porcentaje de muestras con indculos 2103
UFCIL inferior en el periodo 2 respecto al periodo 1 (2,3% vs. 4%; p tendencia=0,047). El analisis de
las muestras positivas mostro que la mediana de UFC/L fue ligeramente inferior en el periodo 2, aunque

los valores maximos detectados fueron similares.

Tabla 23. Zonas verticales. Resultados de las muestras analizadas segun el periodo de estudio.

Periodo 1 Periodo 2 p

(n=75) (n=176)

Muestras positivas de Legionella, n (%) 25 (33,3) 41 (23,3) 0,098
Niveles de Legionella, n (%)

Ausencia 50 (66,7) 135 (76,7)

<102 UFC/L 10 (13,3) 23 (13,1)

102 -9,9x102 UFC/L 12 (16,0) 14 ( 8,0)

2103 UFC/L 3( 4,0 4(23) 0,047*
Valores de cuartiles en muestras positivas

Percentil 25, UFC/L Presencia2  Presencia?

Percentil 50, UFC/L 1,3 x102 5,6 x102 0,0718

Percentil 75, UFC/L 2,7 x102 4,1x102
Valor maximo en muestras positivas, UFC/L 2,7x103 6,0x103

Nota. ?Presencia de Legionella sin cuantificar, con limites de deteccion variables. *Prueba chi
cuadrado de tendencia lineal. SPrueba U de Mann-Whitney de comparacion de medianas.
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La cronologia semestral de la colonizacidén por Legionella muestra que los porcentajes de muestras
positivas fueron menores en los semestres del periodo 2 (figura 27). En tres semestres del periodo 2 el
porcentaje de muestras positivas fue superior al 30%. En cuanto a las concentraciones de Legionella,
se observa que en el segundo periodo raramente se detectan inéculos 210 UFC/L. En cifras
absolutas, a lo largo de los seis afos de este periodo tan sélo se detectaron 4 aislamientos con
indculos 210° UFC/L.
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Figura 27. Zonas verticales. Evolucion semestral del porcentaje de muestras positivas para Legionella y
del porcentaje de muestras con inéculos >10° UFC/L.

Los resultados del anélisis de regresién lineal segmentada para valorar el impacto de aumentar la
temperatura minima de 50°C a 55°C sobre el porcentaje semestral de muestras positivas en las ZV se
presentan en la tabla 24. El hecho de aumentar la temperatura minima no se tradujo en un cambio de
nivel significativo entre los valores observados en el periodo 1 y el primer valor del periodo 2. Sin
embargo, la pendiente del periodo 2 presenté un cambio negativo significativo: mientras que en el
periodo 1, la pendiente era positiva (23,539; p<0,001), en el periodo 2 esta tendencia desaparece y

los porcentajes de muestras positivas se estabilizan.

-120 -



Tabla 24. Zonas verticales. Pardmetros del andlisis de regresion lineal segmentada del impacto de
aumentar la temperatura minima a 55°C sobre el porcentaje semestral de muestras positivas.

Coeficiente Error estandar p
Constante -19,225 -1,636 0,130
Pendiente antes de la intervencion 23,539 4,331 <0,001
Cambio de nivel después de la intervencion 4,051 1,223 0,220
Cambio de pendiente después de la intervencién -22 425 4,319 <0,001

1.4. Impacto del aumento de temperatura en instalaciones con
recirculaciones y/o dimensionamiento no apropiados

Para este analisis se consideraron las muestras obtenidas con caracter dirigido en los puntos distales de
las ZH. De las 148 muestras que se obtuvieron en las ZH durante el periodo comprendido entre mayo de
2005 y julio de 2013, se identificd Legionella en 99 (66,9%). El nimero total de aislamientos fue 103, de
los que el 95% correspondieron a L. pneumophila serogrupos 2-14 (98 aislamientos), el 4% a Legionella
no pneumophila (4 aislamientos) y el 1% L. pneumophila serogrupo 1 (1 aislamiento). Los resultados se
exponen bajo la expresion genérica de Legionella, ya que en todos los aislamientos con Legionella no

pneumophila hubo crecimiento concomitante de L. pneumophila.

En el analisis comparativo por periodo de estudio, se observa que ni el porcentaje global de
muestras positivas ni los niveles de Legionella difirieron entre el periodo 1 y el periodo 2 (tabla
25). Considerando las muestras positivas, cabe de destacar que en el periodo 2 la mediana de UFC/L
se situé en 1,85x103, es decir, que el 50% de aislamientos positivos presentaron valores 2103

UFC/L. Este valor fue significativamente mas elevado que el mismo en el periodo 1.

La evolucion temporal semestral de la colonizacién por Legionella muestra elevados porcentajes de
presencia de Legionella, siempre superiores al 30%, asi como de indculos 2102 UFCIL, que oscilaron
entre el 11% y el 80% (figura 28).
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Tabla 25. Zonas horizontales. Resultados de las muestras analizadas segun el periodo de estudio.

Periodo 1 Periodo 2 p
(n=82) (n=66)

Muestras positivas de Legionella, n (%) 51(62,2) 48 (72,7) 0,219
Niveles de Legionella, n (%)

Ausencia 31(37,8) 18 (27,3)

<102 UFC/L 14 (17,1) 12 (18,2)

102 -9,9x102 UFC/L 14 (17,1) 8(12,1)

>10% UFC/L 23 (28,0) 28 (42,4) 0,102
Valores de cuartiles en muestras positivas

Percentil 25, UFC/L 6,7 x10 8,0x101

Percentil 50, UFC/L 3,9x102 1,8 x103 <0,001§

Percentil 75, UFC/L 3,4 x108 6,0x103
Valor maximo en muestras positivas, UFC/L 1,5x108 1,5x105

Nota. *Prueba chi cuadrado de tendencia lineal. SPrueba U de Mann-Whitney de comparacién de medianas.

PERIODO 1 PERIODO 2

presencia [ 210°F UFC/L

Figura 28. Zonas horizontales. Evolucion semestral del porcentaje de muestras positivas para
Legionella y del porcentaje de muestras con inéculos >10° UFC/L.
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Los resultados del andlisis de regresion lineal segmentada para valorar el impacto de aumentar la
temperatura minima de 50°C a 55°C sobre el porcentaje semestral de muestras positivas en las ZH se
presentan en la tabla 26. La pendiente en el periodo 1 no presenté ninguna tendencia significativa. Tras
intentar aumentar la temperatura minima en puntos terminales a 55°C, no se produjo un cambio
de nivel significativo entre los valores observados en el periodo 1y el primer valor del periodo 2,
ni tampoco en un cambio de la pendiente en el periodo 2. Cabe recordar, sin embargo, que en estas

zonas no se consiguid alcanzar los niveles de temperatura deseados en la mayoria de puntos.

Tabla 26. Zonas horizontales. Parametros del analisis de regresion lineal segmentada del impacto de
aumentar la temperatura minima a 55°C sobre el porcentaje semestral de muestras positivas.

Coeficiente Error estandar p
Constante 46,645 26,679 0,108
Pendiente antes de la intervencién 11,382 9,821 0,271
Cambio de nivel después de la intervencion 6,645 3,331 0,351
Cambio de pendiente después de la intervencién -11,579 10,012 0,272

1.5. Asociacion entre gradientes de temperatura y Legionella

Para este analisis se consideraron tres niveles de temperatura de las muestras obtenidas: <50°C;
50,1°C-54,9°C; y =55°C. Debido a las diferentes metodologias del muestreo los resultados de ZV y de

ZH se presentan por separado.

En ZV, la presencia de Legionella es menor en las muestras del grupo de temperatura 255°C que
en los otros dos grupos, con una tendencia decreciente significativa (16,8%, 35,1% vy 48,4%,
respectivamente; p de tendencia lineal <0,001) (tabla 27). Asimismo, en este grupo de temperatura, la
mayor parte de muestras positivas presentan inéculos bajos y no se aislan inéculos 210 UFCI/L.
El valor maximo aislado corresponde a una muestra con 5,9x102 UFC/L. En los grupos de temperatura
<50°C y 50,1°C-54,9°C se observan mayores prevalencias, pero bajos porcentajes de muestras con
inoculos 21x10% UFCIL (3,2% y 7,8%, respectivamente). Los valores maximos fueron similares (1,3x103
UFC/L y 6,0x103 UFCIL, respectivamente).
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Tabla 27. Zonas verticales. Resultados de las muestras segun los niveles de temperatura.

<50°C 50,1°C-54,9°C =55°C p
(n=31) (n=77) (n=143)
Muestras positivas de Legionella, n (%) 15 (48,4) 27 (35,1) 24 (16,8) <0,001
Niveles de Legionella, n (%)
Ausencia 16 (51,6) 50 (64,9) 119 (83,2)
<102 UFCIL 4(12,9) 13 (16,9) 16 (11,2)
102 -9,9x102 UFC/L 10 (32,3) 8(10,4) 8( 5,6)
=103 UFCIL 1(3,2) 6(7,8) 0( 0,0 <0,001*

Nota. *Prueba chi cuadrado de tendencia lineal.

En ZH, la presencia de Legionella fue elevada pero no presenté una tendencia decreciente
significativa entre los tres niveles de temperatura considerados. Sin embargo, fue algo menor en
el grupo de temperatura 255°C que en los otros dos grupos (55.3%, 71,0% y 70,8%, respectivamente;
p tendencia lineal 0,148) (tabla 28). En los tres grupos, el porcentaje de muestras con inéculos =1x103
UFC/L fue también elevado. Cabe destacar que en los grupos de temperatura <50°C y 50,1°C-54,9°C,
existen mas muestras con estos altos indculos que muestras negativas o muestras con bajos inoculos. El
valor maximo aislado correspondié a una muestra con 1,5x10% UFC/L en el grupo de temperatura de
50,1°C-54,9°C.

Tabla 28. Zonas horizontales. Resultados de las muestras segun los niveles de temperatura.

<50°C 50,1°C-54,9°C 255°C
(n=48) (n=62) (n=38)
Muestras positivas de Legionella, n (%) 34 (70,8) 44 (71,0) 21 (55,3) 0,148
Niveles de Legionella, n (%)
Ausencia 14 (29,2) 18 (29,0) 17 (44,7)
<102 UFCIL 9(18,8) 12 (19,4) 5(13,2)
102 -9,9x102 UFC/L 7(14,6) 10 (16,1) 5(13,2)
=103 UFCIL 18 (37,5) 22 (35,5) 11 (28,9) 0,235*

Nota. *Prueba chi cuadrado de tendencia lineal.

Para analizar la validez de la temperatura del ACS en puntos periféricos como predictor de colonizacién
por Legionella se han considerado como gold standard los dos parametros admitidos en las instalaciones
de ACS, segun diferentes guias: porcentaje de muestras positivas para Legionella y porcentaje de
muestras con inoculos 2102 UFC/L, ambos tratados como porcentajes. Dado que la temperatura elevada
reduce la colonizacién por Legionella, el evento de interés es en, este caso, el valor complementario de
estos pardmetros, es decir: porcentaje de muestras negativas y porcentaje de muestras con indculos
<103 UFCIL.
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Las figuras 29 y 30 presentan las curvas ROC que relacionan la temperatura del ACS con la ausencia de
Legionella y de inoculos 2103 UFC/L en ZV vy las figuras 31 y 32 presentan las curvas ROC para los
mismos parametros en ZH. Se observa que en ZV la curva de temperatura clasifica mejor estos
parametros que en ZH, por encontrarse mas desplazada en el area superior izquierda, que es la que se
corresponde con mayores sensibilidad y especificidad.

0,81

0,61

sensibilidad

T T
0,0 02 04 06 08 1,0

1 - especificidad

Figura 29. Zonas verticales. Curvas ROC entre la temperatura de
agua caliente sanitaria en puntos terminales y la ausencia de
Legionella.

0,84
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0,4+

0,2
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0,0 02 04 086 038 10

1 - especificidad

Figura 30. Zonas verticales. Curvas ROC entre la temperatura de
agua caliente sanitaria en puntos terminales y la ausencia de
inéculos >10° UFCIL.
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Figura 31. Zonas horizontales. Curvas ROC entre la temperatura

de agua caliente sanitaria en puntos terminales y la ausencia de
Legionella.
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Figura 32. Zonas horizontales. Curvas ROC entre la temperatura

de agua caliente sanitaria en puntos terminales y la ausencia de
inoculos >10% UFCIL.
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Los parametros estimados de las curvas ROC especificados en la tabla 29 indican que en ZV la
temperatura por si sola es una variable que clasifica correctamente y de manera significativa el
69,5% de ocasiones en las que no hay Legionella (area bajo la curva: 0,695) y el 75,3% de
ocasiones en que no hay inéculos 2103 UFC/L (&rea bajo la curva: 0,753). En ZH la temperatura no
es un buen clasificador: el area bajo la curva es muy similar a 0,5, tanto para la ausencia de
Legionella como para como para bajos inéculos, lo que significa que tan sélo clasificaria

correctamente el 50% de las observaciones.

Tabla 29. Pardmetros de la curva ROC en zonas verticales y zonas horizontales entre temperatura
y la ausencia de Legionella y de indculos >10° UFC/L.

preabdlo g IC 95% p
acurva
Zonas verticales
Ausencia de Legionella 0,695 0,034 0,628 - 0,762 <0,001
Ausencia de in6culos <103 UFC/L 0,753 0,043 0,668 - 0,838 0,023
Zonas horizontales
Ausencia de Legionella 0,585 0,051 0,484 - 0,686 0,092
Ausencia de inéculos <103 UFC/L 0,567 0,049 0,470 - 0,664 0,664

Las tablas 30 y 31 exponen la sensibilidad, la especificidad y los valores predictivos del punto de corte
de la temperatura en <55°C para el porcentaje de muestras positivas y de muestras con indculos =103

UFC/L. En este contexto, las definiciones de estos parametros son las siguientes:

- Sensibilidad: del total de muestras positivas 0 de muestras con indculos 2102 UFC/L), porcentaje
que ha clasificado correctamente el punto de corte de la temperatura.

- Especificidad: del total de muestras negativas o de muestras con inéculos <103 UFC/L), porcentaje
que ha clasificado correctamente el punto de corte de la temperatura.

- Valor predictivo positivo: probabilidad de que, cuando una muestra tiene una temperatura inferior al
punto de corte, sea positiva 0 presente indculos 2103 UFC/L).

- Valor predictivo negativo: probabilidad de que, cuando una muestra tiene una temperatura superior

al punto de corte, sea negativa o presente indculos <103 UFCI/L).

En la practica clinica tendrian mayor interés los valores predictivos, dado que permitirian deducir la
situacion microbiolégica a partir de la lectura de la temperatura. Asi, en ZV, se observa que cada vez
que se obtiene una lectura de temperatura <55°C, la probabilidad de que se aisle Legionella es del
35,6%, mientras que cada vez que dicha lectura sea 255°C, la probabilidad de no aislar Legionella

sera del 83,2% (tabla 30). En cuanto a la capacidad de prediccion de concentraciones elevadas de
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Legionella, destaca que para lecturas 255°C, en el 100% de ocasiones no se aislaran inéculos

2103 UFCIL.

Tabla 30. Zonas verticales. Sensibilidad, especificidad y valores predictivos del punto
de corte <55°C para muestras positivas por Legionella y para inéculos >10% UFC/L.

Muestras positivas Inéculos 2103 UFC/L
Sensibilidad 63,5 100
(IC 95%) (51,3 -76,0) (92,9 - 100)
Especificidad 61,0 58,6
(IC 95%) (53,9 -68,1) (52,2 -65,0)
Valor predictivo positivo 35,6 6,5
(IC 95%) (26,5-44,7) (1,68 - 11,6)
Valor predictivo negativo 83,2 100
(IC 95%) (76,7 -89,7) (99,7 - 100)

En ZH los valores predictivos del punto de corte de la temperatura a 55°C difieren de los ZV (tabla

31). Cada vez que se obtiene una lectura de temperatura <55°C, la probabilidad de que se aisle

Legionella es del 65,7%, mientras que cada vez que la temperatura sea =55°C, la probabilidad de no

aislar Legionella sera tan so6lo del 34,7%. Asimismo, destaca también que para lecturas =55°C, no se

aislaran inéculos 2103 UFC/L en el 71% de ocasiones, o lo que es 1o mismo, a pesar de tener una

temperatura elevada, en una tercera parte de ocasiones pueden existir concentraciones elevadas.

Tabla 31. Zonas horizontales. Sensibilidad, especificidad y valores predictivos del punto
de corte <55°C para muestras positivas por Legionella y para inoculos >10° UFC/L.

Muestras positivas Inéculos 210° UFC/L
Sensibilidad 65,7 78,4
(IC 95%) (55,8 - 75,5) (66,2 - 90,7)
Especificidad 34,7 27,8
(IC 95%) (20,3 - 49,0 (18,4 - 37,3)
Valor predictivo positivo 67,0 36,4
(IC 95%) (57,1-76,9) (26,9 - 45,8)
Valor predictivo negativo 33,3 71,0
(IC 95%) (19,4 - 47,2) (55,3 - 86,8)

-128 -



Finalmente, para analizar si la temperatura de ACS presenta un efecto gradiente como medida de
control, se presentan los resultados del analisis de regresion logistica tomando como variable resultado
el aislamiento de Legionella y como variable independiente la temperatura considerada como continua.
En 2V, por cada °C de aumento de temperatura en un punto terminal, el riesgo de que aparezca
colonizado por Legionella se reduce de manera significativa en un 11% (OR: 0,89; 1C955: 0,83-
0,95: p=0,001). Sin embargo, en ZH, el aumento gradual de la temperatura no se comporta como

un factor que reduzca el riesgo de manera significativa (tabla 32).

Tabla 32. Resultados de los modelos de regresion logistica para
describir la relacion entre el aislamiento de Legionella y la temperatura

como variable continua.

OR IC 95% p
Zonas verticales
Temperatura (°C) 0,89 0,83-0,95 0,001
Zonas horizontales
Temperatura (°C) 0,93 0,84 -1,02 0,134

1.6. Papel de las caracteristicas de la instalacion sobre la colonizacion por
Legionella

Los factores relacionados con el disefio y el mantenimiento de la instalacion del ACS que se
consideraron relevantes para la proliferacién de Legionella fueron la frecuencia de uso del punto terminal
(diario vs. ocasional), el tipo de punto terminal (ducha vs. grifo) y el tipo de material de la las lineas

principales de distribucién o de los anillos segun la cronologia de su renovacion.

En 2V, la media de la temperatura fue similar en puntos de uso diario que en los de uso no diario vy
también en grifos y duchas (tabla 33). En cuanto a la renovacion del material de los anillos de
distribucion, la temperatura media fue significativamente inferior en las muestras de la primera

instalacién de acero inoxidable, que corresponde al periodo con una temperatura minima >50°C.
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Tabla 33. Zonas verticales. Descripcién de las temperaturas de las
muestras segun los factores relacionados con la instalacion.

Media (DE) p
Frecuencia de uso
Diaria 54.6 (4,2)
Ocasional 55,5 (4,4) 0,383
Tipo de punto terminal
Ducha 54,6 (4,3)
Grifo 55,2 (4,1) 0,540
Material del anillo de distribucién
Acero inoxidable-12 51,1 (4,1)
Acero inoxidable-2° 55,9 (3,2)
Polipropileno 54,7 (5,0) <0,001

Nota. *Acero inoxidable 316-L instalado en 1999. PAcero inoxidable 316-
L instalado durante el periodo de estudio.

En ZH, la media de la temperatura no presento variaciones significativas entre grifos y duchas ni entre el
tipo de material de la linea principal. Las muestras obtenidas en los puntos terminales con una
frecuencia de uso ocasional presentaron una temperatura media menor que las de puntos con un uso
diario (51,1°C vs. 52,4°C; p=0,033) (tabla 34).

Tabla 34. Zonas horizontales. Descripcion de las temperaturas de
las muestras segun los factores relacionados con la instalacion.

Media (DE) p
Frecuencia de uso 4 37)
Diaria 4 (9,
Ocasional 51,1 (3,6) 0,033
Tipo de punto terminal
Ducha 51,8 (2,8)
Grifo 51,9 (4,3) 0,855
Material de la linea principal
Acero inoxidable-12 51,9 (3,9)
Acero inoxidable-2° 51,6 (3,4) 0,672

Nota. ?Acero inoxidable 316-L instalado en 1999. PAcero inoxidable 316-
L instalado durante el periodo de estudio.
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En ZV ninguno de los factores relacionados con la instalacion de ACS estuvo significativamente
asociado a la colonizacidén por Legionella (tabla 35). Cabe destacar, sin embargo, que el nimero de
muestras obtenidas en puntos de uso ocasional y en grifos fue reducido. Asimismo, sélo un pequefio

porcentaje de muestras se obtuvieron tras la renovacion de los anillos de distribucién por polipropileno.

En el analisis bivariado de ZH (tabla 36), sin embargo, destaca que en los grifos con uso ocasional, mas
del 40% de las muestras presentaron inoculos 210° UFCIL, siendo este porcentaje en los grifos de uso
diario significativamente menor, del 25,8% (p=0,043).También fueron significativas las diferencias en las
distribuciones segun el tipo de punto terminal: en los grifos, una tercera parte de muestras fueron
negativas, mientras que otra tercera parte presento inéculos 2103 UFC/L, mientras que en las duchas los
niveles de Legionella se distribuyeron de manera mas uniforme. La renovacion del material de la linea

principal no se asocié significativamente a los niveles de colonizacion por Legionella.

Tabla 35. Zonas verticales. Resultados de las muestras segln los factores relacionados con la
instalacion.

Niveles de Legionella®

Ausencia <102 1x102-9,9x102 2103
UFC/L UFC/L UFC/L p

Frecuencia de uso

Diaria 170 (73,0) 31(13,2) 26 (11,2) 6( 2,6)

Ocasional 15 (83,3) 2(11,1) 0( 0,0 1( 5,6) 0,416
Tipo de punto terminal

Ducha 171 (74,0) 30 (13,0) 25(10,8) 5(22)

Grifo 14 (70,0) 3 (15,0) 1(5,0) 2(10,0) 0,191
Material del anillo

Acero inoxidable-1° 45 (76,3) 6(10,2) 6(10,2) 2(34)

Acero inoxidable-2° 130 (73,0) 26 (14,6) 17 ( 9,6) 5(28)

Polipropileno 10 (71,4) 1(71) 3(21,4) 0( 0,0 0,760

Nota. ? Resultados expresados como n (%).” Acero inoxidable 316-L instalado en 1999. ¢ Acero inoxidable 316-L
instalado durante el periodo de estudio.
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Tabla 36. Zonas horizontales. Resultados de las muestras segun los factores relacionados con la
instalacion.

Niveles de Legionella®

Ausencia <102 1x102-9,9x102 2103
UFCIL UFCIL UFC/L p

Frecuencia de uso

Diaria 28 (45,2) 10 (16,1) 8(12,9) 16 (25,8)

Ocasional 21(24,4) 16 (18,6) 14 (16,3) 35 (40,7) 0,043
Tipo de punto terminal

Ducha 16 (23,9) 17 (25,4) 13 (19,4) 21 (31,3)

Grifo 33 (40,7) 9(11,1) 9(11,1) 30 (37,0) 0,024
Material del anillo

Acero inoxidable-1° 37 (31,9) 22 (19,0) 21 (18,1) 36 (31,0)

Acero inoxidable-2° 12 (37,5) 4(12,5) 1(3,1) 15 (46,9) 0,092

Nota. ® Resultados expresados como n (%).” Acero inoxidable 316-L instalado en 1999. ¢ Acero inoxidable 316-L
instalado durante el periodo de estudio.

El efecto independiente de la temperatura y de las caracteristicas de la instalacion del ACS sobre la
colonizacion de Legionella se ha analizado mediante modelos de regresion logistica aplicados
Unicamente a las ZH, dado que sblo en estas zonas los factores de la instalacion se asociaron
significativamente a la presencia del microorganismo. Se consideraron dos variables independientes: el
aislamiento de Legionella y la presencia de inoculos 210° UFC/L. La temperatura se incluyé como

variable dicotémica con el punto de corte en 55°C.

En la tabla 37 se presentan los resultados del andlisis de regresion logistica para el aislamiento de
Legionella en ZH. Las OR ajustadas indican que el riesgo de aislar Legionella en un punto terminal
es 2,46 veces superior cuando la temperatura es <55°C respecto a 255°C (IC 95%: 1,04 - 5,83;
p=0,041) y 2,84 veces superior cuando la frecuencia de uso del punto terminal es ocasional
respecto a diaria (IC 95%: 1,26 - 6,41; p=0,012). En este modelo, el tipo de punto terminal no supone
un factor de riesgo significativo para la presencia del microorganismo. La inclusion en el modelo del

material de la instalacion como tercera variable explicativa no introdujo cambios significativos.
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Tabla 37. Zonas horizontales. Andlisis de regresion logistica para describir la relacién entre
aislamiento de Legionella, nivel de temperatura del puento terminal y factores de la

instalacion de agua caliente sanitaria.

OR ajustada IC 95% p

Temperatura del punto terminal

=55°C Ref.

<65°C 2,46 1,04 - 5,83 0,041
Frecuencia de uso del punto terminal

Diario Ref.

Ocasional 2,84 1,26 — 6,41 0,012
Tipo de punto terminal

Ducha Ref.

Grifo 0,76 0,34-1,71 0,507

Cuando se analiza como variable independiente la presencia de inéculos 2103 UFC/L, el uso no
diario el punto terminal presenta una OR ajustada de 3,18 (IC 95%: 1,36 — 7,42; p=0,008) y adquiere
significacion el hecho de que la muestra se haya obtenido de un grifo y no de una ducha (OR
ajustada: 2,34: IC 95%: 1,02 — 5,38; p=0,045) (tabla 38). Si se tienen en cuenta Unicamente los valores
inferiores de los intervalos de confianza, estos hallazgos indican que el riesgo de encontrar
concentraciones elevadas de Legionella aumenta, como minimo, un 36% cuando los puntos
terminales no se usan diariamente y, también como minimo, un 2% en los grifos respecto a las
duchas. La temperatura inferior a 55°C presenta una OR ajustada puntual de 2,29, aunque sin

significacion estadistica en este modelo. La inclusién en el modelo del material de la instalacién como

tercera variable explicativa no introdujo cambios significativos.

Tabla 38. Zonas horizontales. Andlisis de regresion logistica para describir la relacién entre
indculos de Legionella >10° UFC/L, nivel de temperatura y factores de la instalacién de ACS.

OR ajustada IC 95% p

Temperatura del punto terminal

>55°C Ref.

<55°C 2,29 0,92 -5,69 0,074
Frecuencia de uso del punto terminal

Diario Ref.

Ocasional 3,18 1,36 -7,42 0,008
Tipo de punto terminal

Ducha Ref.

Grifo 2,34 1,02-5,38 0,045
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2. Variabilidad genotipica de Legionella en agua caliente sanitaria

En este apartado se describen los patrones genotipicos de Legionella identificados mediante PFGE en
una muestra representativa de inoculos criorepreservados obtenidos en ACS. Asimismo, se exponen los
genotipos predominantes teniendo en cuenta la instalacion a partir de la cual se habian aislado, a fin de
determinar si existen variaciones en instalaciones independientes de un mismo edificio. En ultimo lugar,
se presentan los patrones identificados en funcion de la temperatura de la muestra en el momento de la
recogida y se ha analizado si existen diferencias significativas en relacién a este parametro, o, en otras

palabras, si se identifica un patron con mayor termorresistencia.
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2.1. Resultados generales

Se analizaron un total de 50 aislamientos procedentes de 28 muestras de agua obtenidas en los puntos
terminales de la instalacion de ACS entre los afios 2012 y 2014. Todos los aislamientos correspondieron
a L. pneumophila serogrupos 6 o 2-14.

Los 50 aislamientos se discriminaron en cuatro patrones de restriccion por analisis PFGE: patron A
(n=30), patron Aa (n=3), patrén B (n=15) y patron C (n=2) (figura 33). El patrén Aa fue una variante del
patrén A, del que sélo difirid en una banda. Los patrones A, B y C fueron claramente diferentes entre
si (figura 34).

4%

30%

6% 60%

patrén A = patréon Aa Epatrén B ® patron C

Figura 33. Distribucién de los patrones de restriccion de L.
pneumophila obtenidos por analisis PFGE.

Figura 34. Patrones de restriccion detectados por andlisis PFGE de los aislamientos de L.
pneumophila. Carriles 2, 3, 6, 7, 9, 11, 12, 13 y 14: patron A; carril 5: patron Aa; carriles
8 y 10: patron B; carril 4: patron C; carriles 1 y 15: marcador lambda ladder (New
England).
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2.2. Variabilidad genotipica de Legionella segun la instalacion

La descripcién nominal de los patrones de restriccion se presenta clasificada en las tres zonas de
muestreo consideradas durante el periodo de estudio: ZV-ZA, ZV-ZB y ZH-ZB. La instalacion de ZA es
totalmente independiente a la de ZB y ZH, puesto que el agua fria proviene de un aljibe tnico y el ACS
se obtiene de un pasteurizador de uso exclusivo. A su vez, las ZB tienen tanto instalaciones verticales
como horizontales. Las tablas 39, 40 y 41 detallan el afio de obtencion y la temperatura de la muestra, el

serogrupo de L. pneumophila y el patron de restriccion obtenido por anélisis PFGE.

Al considerar las dos instalaciones independientes (ZA y ZB), el patron B fue el predominante en
las ZA (75% de los aislamientos), mientras que el patrén A+Aa lo fue en ZB (82% de los
aislamientos). Estas diferencias presentaron significacion estadistica (p<0,001) (figura 35). Los dos
aislamientos con patrén C se obtuvieron en una muestra de ZA y otra de ZB. Dentro de las dos subzonas

de ZB (ZV y ZH), no hubo diferencias en la distribucién de los patrones.

Tabla 39. Descripcion de los aislamientos obtenidos en ZV-ZA: afio de obtencion y
temperatura de la muestra, serogrupo de L. pneumophila y patrén obtenido por PFGE.

Aislamiento Afio Temperatura Serogrupo Patrén PFGE
1 2012 52° 6 B
2 2012 52° 6 B
3 2012 56° 6 B
4 2012 56° 6 B
5 2012 57° 6 B
6 2012 57° 6 B
7 2012 53,7° 2-14 C
8 2013 54,1° 6 B
9 2013 54,1° 6 B
10 2013 56,5° 6 B
11 2014 53° 6 Aa
12 2014 53° 6 A
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Tabla 40. Descripcion de los aislamientos obtenidos en ZV-ZB: afio de obtencion y
temperatura de la muestra, serogrupo de L. pneumophila y patrén obtenido por PFGE.

Aislamiento Afio Temperatura Serogrupo Patrén PFGE
13 2012 52,7° 6 A
14 2012 55° 6 A
15 2012 55° 6 B
16 2012 56,6° 2-14 A
17 2012 56,6° 2-14 A
18 2012 58,2° 6 B
19 2012 58,2° 6 B
20 2012 51,7° 2-14 A
21 2012 51,7° 2-14 A
22 2013 49° 6 A
23 2013 56° 6 A
24 2013 56° 2-14 A
25 2013 51° 6 A
26 2013 51° 6 A
27 2014 56,2° 6 A
28 2014 56,2° 6 Aa
29 2014 54° 6 A
30 2014 54° 6 B

ZONAS BAJAS ZONAS ALTAS

16% ‘/., ‘ 17%

81% ’ 75%

‘ patron A+Aa ®patrénB ®patrdnC | | patron A+Aa ®mpatréonB mpatdonC |

Figura 35. Distribucion de los patrones de restriccion detectados por analisis PFGE de
los aislamientos de L. pneumophila en zonas altas y zonas bajas.
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Tabla 41. Descripcion de los aislamientos obtenidos en ZH-ZB: afio de obtencion y
temperatura de la muestra, serogrupo de L. pneumophila y patrén obtenido por PFGE.

Aislamiento Afio Temperatura Serogrupo Patrén PFGE
31 2012 50,7° 6 A
32 2012 56,3° 2-14 A
33 2012 55,2° 6 A
34 2012 55,2° 6 A
35 2012 44° 2-14 A
36 2012 44° 2-14 A
37 2012 54,3 2-14 A
38 2012 54,3 2-14 A
39 2012 49,3° 2-14 A
40 2012 49,3° 2-14 A
41 2013 56° 6 A
42 2013 56° 6 A
43 2013 57° 6 B
44 2013 57° 6 B
45 2013 52,3° 6 Aa
46 2013 52,3° 6 A
47 2013 47° 2-14 A
48 2013 47° 2-14 A
49 2014 54,6° 6 A
50 2014 54,6° 2-14 C

3. Variabilidad genotipica de Legionella segun la temperatura

El andlisis de la temperatura de las muestras de las que se obtuvieron los aislamientos mostro que la
media fue significativamente mayor en aquellas muestras con el patrén B que en el patrén A+Aa (55,6°C
vs. 52,6°C, p=0,001) (tabla 42). Asimismo, el patron B se encontré en muestras con las temperaturas
mas elevadas: cuatro aislamientos correspondieron a muestras a 57°C y dos aislamientos en muestras
que habian alcanzado los 58,2°C. No hubo ningln aislamiento del patron B en muestras con
temperaturas inferiores a los 50°C. Contrariamente, el patrén A se encontré a una temperatura minima
de 44°C y una temperatura maxima de 56,5°C. Los dos aislamientos con patrén C correspondieron a

muestras obtenidas a 53,7°C y 54,6°C, respectivamente, y no se han incluido en el contraste estadistico.
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Tabla 42. Descripcion de la temperatura de las muestras segun los patrones de
restriccion de L. pneumophilla A+ay B obtenidos por PFGE.

Patron A+Aa Patron B

(n=33) (n=15) P
Descriptores de temperatura
Media (DE) 52,6 (3,6) 55,6 (2,0) 0,001
Minima-méxima 44,0 - 56,5 52,0-58,2

Considerando los tres gradientes de temperatura presentados en esta tesis, el patron A se identificé
en muestras obtenidas mayoritariamente en muestras con temperaturas inferiores a los 55°C,
mientras que este porcentaje es el inverso en el patrén B, con el 67% de casos identificados en
muestras con temperaturas 255°C (figura 36). En la figura 37 se representa la distribucién numérica
de los dos patrones dominantes en relacién a la escala de temperatura. Se observa que la serie de

patrones B estan desplazados hacia niveles de temperatura superiores a los de la serie A+Aa.

PATRON A+Aa PATRON B

O<50° O50%54,9° m=55° 0<50° O50°%54,9° m=55°

Figura 36. Distribucidn de los niveles de temperatura en los patrones de restriccion detectados
por andlisis PFGE de los aislamientos de L. pneumophila.
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Patron A+Aa

I 1 I 1 I 1 I 1 I I I I 1 I I I I I I
40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 65 56 57 58 59 60

temperatura

Patréon B

T T T T T T T I T I T T T T T T T T T
40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 B51 62 53 54 55 56 &7 5658 59 60

temperatura

Figura 37. Distribucién numérica de los dos patrones de restriccion detectados por anélisis PFGE
de los aislamientos de L. pneumophila en relacion a la escala de temperatura.
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1. Consideraciones generales

La presente tesis es, hasta nuestro conocimiento, el primer estudio de intervencién a largo plazo en el
que se analiza la temperatura del ACS como Unico método de desinfeccion en continuo para Legionella
en un edificio hospitalario, teniendo ademas en cuenta el papel de determinados factores de la
instalacién. Como es sabido, el mantenimiento de la temperatura del ACS por encima de unos dinteles
determinados es una de las medidas de prevencién bésicas incluida en todas las guias técnicas y
legislaciones de control de Legionella publicadas hasta la fecha. EI RD 865/2003, de aplicacién en el
Estado Espafiol, exige que la temperatura de los puntos terminales sea superior a 50°C. La intervencion
llevada a cabo en la presente tesis fue aumentar en 5°C esta temperatura minima exigida, tras apreciar
un control subdptimo en la red de distribucion del hospital objeto de estudio. Esta decision, tomada en el
afio 2007, se apoyd esencialmente en un cuerpo de conocimiento microbiolégico sobre el
comportamiento de Legionella frente a los diferentes dinteles de temperatura, y no en guias técnicas de
otros paises, muy escasas en ese momento. Con posterioridad, se fueron publicando nuevas guias
técnicas en las que se definia como temperatura minima aceptada los 55°C, lo que respaldé, al menos

desde un punto de vista normativo, continuar con esta estrategia de control.

En esta tesis también se llevado a cabo un estudio de tipificacion molecular de Legionella no meramente
con finalidades descriptivas sino para analizar posibles asociaciones con parametros de la instalacion de
ACS. Es sabido que, como norma general, una misma instalacién de agua suele presentar unos pocos
patrones predominantes. Sin embargo, la evidencia publicada hasta la fecha no ahonda en qué factores
pueden haber influido en la seleccién de determinados genotipos. En nuestro trabajo se ha realizado un
analisis teniendo en cuenta el tipo instalacion y la temperatura del ACS como posibles determinantes de
la variabilidad genotipica de Legionella en un mismo edificio. Hasta donde conocemos, este enfoque

tampoco se ha descrito en trabajos previamente publicados.
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2. Resultados principales de esta tesis

2.1. Efectividad de mantener temperaturas elevadas sobre la colonizacion por Legionella

El primer aspecto que se ha abordado en esta tesis ha sido analizar la capacidad de una instalacién de
ACS altamente compleja para alcanzar unos determinados niveles de temperatura considerados como
los 6ptimos para controlar la colonizacion por Legionella. Este andlisis se ha hecho bajo un enfoque
sanitario, quedando fuera del alcance del presente trabajo el ahondamiento desde el punto de vista de la
ingenieria de instalaciones. Debe puntualizarse que las temperaturas de las muestras obtenidas para el
andlisis microbioldgico del agua no reflejan la temperatura méaxima que puede alcanzarse en la red de
distribucién, puesto que, al haber aplicado la metodologia indicada en la legislacién vigente, las
muestras incluyeron el agua acumulada en el punto terminal. Este matiz es relevante por cuanto es

indicativo del verdadero riesgo de exposicion de los pacientes a Legionella.

Los resultados obtenidos en las temperaturas de las muestras indican que en instalaciones con
buenas recirculaciones y un adecuado dimensionamiento de la red de distribucion, el porcentaje
de puntos terminales que alcanzan las temperaturas deseadas es elevado, aunque no del 100%.
En ZV, el 81% de las muestras presentaron temperaturas >50°C cuando éste fue el dintel deseado,
siendo este porcentaje del 73% cuando el dintel fue 255°C. A pesar de que esta diferencia no presentd
significacion estadistica, los diferentes porcentajes parecen indicar que es mas dificil mantener unos
determinados niveles de temperatura cuando éstos son mas elevados. No obstante, el analisis temporal
evidencié que a lo largo del segundo periodo de estudio, la media semestral de la temperatura de las

muestras se mantuvo siempre por encima de los 55°C de una manera estable.

Los resultados obtenidos en las muestras de ZH no reflejan necesariamente la capacidad de térmica de
la instalacién, sino que, al haberse analizado los puntos terminales mas distales de las lineas principales,
indican el estado de las partes mas deficitarias de la red de distribucién. En estas zonas si que se
evidenciaron diferencias significativas entre los dos periodos de estudio: el 78% de las muestras
presentaron temperaturas >50°C cuando éste fue el dintel deseado, mientras que sélo el 27%
alcanzaron temperaturas 255°C en el segundo periodo del estudio. Esta baja capacidad para alcanzar
temperaturas mas elevadas se explicaria mayoritariamente por las caracteristicas de la red de
distribucion y por un menor consumo que en ZV, que favoreceria el estancamiento y, como

consecuencia, la pérdida de temperatura.

El segundo aspecto analizado fue el impacto global de aumentar la temperatura minima en puntos
terminales sobre la colonizacion por Legionella. Para ello, se analizd el porcentaje semestral de
muestras positivas y el porcentaje de muestras con indculos 210%. En instalaciones con buenas
recirculaciones y un adecuado dimensionamiento de la red de distribucion, los resultados indican

que tras el aumento de temperatura raramente se observaron porcentajes de muestras positivas
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superiores al 30%. Sin embargo, en tres semestres a lo largo de seis afios de estudio se sobrepasd
este nivel. El hallazgo mas significativo, sin embargo, fue que las concentraciones de Legionella
se mantuvieron permanentemente bajas desde que se elevé la temperatura: en cifras absolutas, a
lo largo de los seis afios de este segundo periodo tan sélo se detectaron cuatro aislamientos con
indculos 210° UFCI/L. El analisis de regresion lineal segmentada evidencié que en el segundo periodo
se produjo un descenso significativo de la tendencia de los porcentajes de colonizacidén en comparacién
con el primer periodo, en el que la tendencia era ascendente. Estos datos indicarian que, si bien de
manera global el grado de colonizacién de Legionella mejor6 tras aumentar la temperatura, no se logré
erradicar el microorganismo ni evitar que, puntualmente, se detectaran porcentajes de colonizacion
superiores al 30%, lo que obligaria a la realizacion de desinfecciones extraordinarias de acuerdo con la
legislacion vigente. A pesar de ello, el hecho de que los indculos con concentraciones elevados fueron

excepcionales es un dato afiadido que apunta a una reduccion del riesgo global.

En ZH no se observé ninglin impacto derivado del aumento de la temperatura ya que, como se ha
expuesto anteriormente, los 55°C minimos se alcanzaron en poco mas de una cuarta parte de los puntos
periféricos muestreados. El porcentaje de muestras positivas fue superior al 30% en todos los
semestres de ambos periodos de estudio, excepto en uno. El porcentaje de muestras con
indculos 210° UFC/L presentd valores muy variables, pero se observaron en todos los
semestres. Estas evidencias indicarian que los puntos terminales mas alejados de las lineas de

distribucion principales estarian permanentemente colonizados por Legionella.

El tercer aspecto analizado en esta tesis fue la efectividad de una temperatura minima de 55°C sobre la
colonizacién por Legionella, en comparacién con dinteles inferiores de temperatura. El resultado mas
relevante fue constatar la existencia de un gradiente significativo entre los niveles de temperatura
y los niveles de Legionella en instalaciones bien dimensionadas y con recirculaciones
adecuadas. En ZV, se aisl6 Legionella en el 16,8% de las muestras con temperaturas =55°C, mientras
que este porcentaje fue del 48,4% en muestras con temperaturas <50°C y del 35,1% en muestras con
temperaturas entre estos dos dinteles. Asimismo, en el grupo de muestras con temperaturas 255°C
no se constataron muestras con inéculos 210° UFC/L a lo largo de los ocho afios de estudio.
Estos datos son relevantes por dos motivos: en primer lugar, se corrobora la hipotesis que una
temperatura minima de 55°C resulta més efectiva para reducir la colonizacion por Legionella que una
temperatura minima de 50°C; y, en segundo lugar, las muestras en el grupo intermedio de temperaturas
presentaron un porcentaje de muestras positivas de mas del doble que las muestras del grupo con
temperaturas =55°C. De todo ello se podria deducir que los 55°C suponen un punto de inflexion tanto

para la presencia de Legionella como para el aislamiento de inéculos elevados de la misma.

En ZH no se observa el gradiente descrito para las ZV. Sin embargo, el porcentaje de muestras positivas
y de muestras con indculos 2103 UFC/L fue también inferior en el grupo con temperaturas 255°C. En los

otros dos grupos, los resultados fueron muy similares. Este hecho también apoyaria la observacion de
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que los 55°C suponen un punto de inflexion. En ZH, sin embargo, el resultado mas relevante fue que,
a igualdad de temperaturas respecto a ZV, los porcentajes de muestras positivas y las
concentraciones de de Legionella fueron mayores. Ello indica que en puntos terminales alejados
de las lineas principales de distribucion, o que se usan con poca frecuencia, el hecho de tener
temperaturas elevadas no logra, por si solo, reducir los niveles de Legionella. Se desprende que
otros factores inherentes a las caracteristicas de estos puntos influyen de manera relevante en su estado

de colonizacién.

Un aspecto novedoso de la presente tesis fue considerar la temperatura como un factor predictor de la
colonizacién por Legionella en puntos terminales. El hallazgo de mayor relevancia en el contexto clinico
fue cuantificar los valores predictivos, por la aplicacion directa que supone en la gestion del riesgo
biologico de las instalaciones. En concreto, en instalaciones con buenas recirculaciones y un
adecuado dimensionamiento de la red de distribucién, cada vez que se obtiene una lectura de
temperatura 255°C, la probabilidad de no aislar Legionella seria del 83%. En cuanto a la
capacidad de prediccion de concentraciones elevadas de Legionella, para lecturas 255°C, en el
100% de ocasiones no se aislarian inéculos 2103 UFC/L. Otra lectura complementaria es la obtenida
mediante el analisis de regresién logistica con un solo factor: por cada grado de aumento de
temperatura, el riesgo de que un punto terminal aparezca colonizado por Legionella se reduce de
manera significativa en un 11%. Dado que los valores predictivos son variables dependiendo de la
prevalencia del factor bajo estudio, estos resultados serian exirapolables unicamente a otras
instituciones que tuvieran porcentajes de colonizacion similares. Igualmente, en zonas de un mismo
edificio con diferentes prevalencias, los valores predictivos también diferiran. De todo lo expuesto se
desprende que, cuando las instalaciones estan bien dimensionadas, la temperatura de ACS podria
utilizarse como un indicador bastante aproximado del grado de colonizacién por Legionella,

aunque su aplicacion practica es, por el momento, incierto.

El Gltimo blogue de resultados corresponde al analisis del papel relativo de los factores relacionados con
la instalacién de ACS sobre la colonizacién por Legionella. En ZV debe puntualizarse que, debido a los
criterios de muestreo y a los usos del ACS, se muestrearon pocos puntos terminales del tipo grifo comdn
(en comparacion con las duchas) y de uso no diario (en comparacion con los de uso diario), lo que
probablemente ha restado potencia estadistica en las comparaciones. Asi, no se observé ninguna
asociacion entre el tipo de punto terminal y su frecuencia de uso con el grado de colonizacién por
Legionella. Por este motivo no se llevé a cabo el andlisis multivariante. En ZH se evidencié la situacion
contraria. Debido a que tanto la frecuencia de uso como el tipo de punto terminal se asociaban
significativamente a los niveles de Legionella, se realizd un analisis multivariado para determinar el papel
de cada uno de estos factores con independencia de la temperatura. EI modelo de regresion logistica
constatd que el riesgo de aislar Legionella se asociaba significativamente a temperaturas inferiores a

55°C y a no utilizar diariamente el punto terminal.
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En el modelo para la presencia de indculos 2103 UFC/L como variable dependiente, el uso no diario del
punto terminal presentd un riesgo aun mayor, y adquirio significacion el hecho de que la muestra se
hubiera obtenido de un grifo y no de una ducha. La temperatura inferior a 55°C no presenté significacion
estadistica en este modelo. Estos resultados permiten corroborar la importancia de la frecuencia de uso
de los puntos terminales como un factor independiente que favorece en gran medida la proliferacion de
Legionella. Con independencia de si se alcanzan las temperaturas adecuadas, el hecho de no
utilizar diariamente los puntos de consumo aumenta el riesgo de colonizacion en casi el triple
respecto a los puntos de uso diario. Ademas, la falta de uso no sélo favorece la colonizacion sino
que también se asocia a indculos elevados. La presencia de inoculos elevados también estaria
condicionada por el tipo de elemento terminal, siendo el riesgo mayor en grifos que en duchas. La
interpretacion de este Ultimo dato debe hacerse con cautela. Podria explicarse tanto por el propio disefio
de grifos y duchas (mas complejo el de los grifos, en general) o bien por la mayor dificultad de aplicar
adecuadamente las tareas de mantenimiento y desinfeccion de los grifos en comparacién con las

duchas.

Finalmente, este analisis evidencié también que la renovacion de materiales de las lineas principales de
distribucion no se asociaba a una reduccién de la colonizacion por Legionella. Este hallazgo no significa
necesariamente que el saneamiento de la instalacion no afecte el estado sanitario de la red, ya que sélo
se tuvieron en cuenta los cambios en anillos de distribucién y lineas principales, y no los de tramos
secundarios, mas proximos a los puntos de consumo. Esta cuestion, pues, es un aspecto por resolver

que precisaria un enfoque metodolégico diferente al de la presente tesis.

2.2. Variabilidad genotipica de Legionella en agua caliente sanitaria

El andlisis de 50 aislamientos de L. pneumophila obtenidos en los afios 2012, 2013 y 2014 mostré que la
instalacién de ACS esta colonizada exclusivamente por serogrupo 6, no habiéndose detectado otros
serogrupos. En cuanto a la variabilidad genotipica de L. pneumophila, el primer resultado
relevante fue constatar que existe un patron mayoritario diferente para circuitos independientes
de ACS. En el circuito de ZB, de mayor recorrido y complejidad, predominé el patron A+Aa, mientras que
en el circuito de ZA, mas simple, predominé el patrén B. Cabe matizar que, si bien el patron B fue el
mayoritario en las ZA, el 60% de los aislamientos correspondieron a este circuito pero el 40%
correspondieron al circuito de ZB. En contraste, el patron A+Aa sélo se identificd en dos aislamientos del

circuito de ZA a lo largo de los tres afios estudiados.

Este hallazgo corrobora la hipotesis planteada al respecto en la presente tesis. Como se ha indicado, los
circuitos de ACS analizados son completamente independientes entre si, ya que si bien tienen una
misma acometida, cada uno dispone de su propio aljibe de AF a partir del cual se alimenta su propio

pasteurizador. Cabe destacar que desde el afio 2005 el AF de los aljibes se cultivd con una
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periodicidad bimensual, siendo los resultados persistentemente negativos. Ello apunta a que es
en la instalacion de ACS donde se seleccionan unos determinados patrones genéticos de L.

pneumophila y donde, ademas, se produce la amplificacion del inéculo.

Al analizar la asociacion entre los patrones genéticos y la temperatura en puntos terminales del ACS, se
constaté una mayor termorresistencia del patron B en comparacién con el patréon A+Aa, o, en
otras palabras, que el patron B era capaz de sobrevivir a mayores temperaturas que el patron
A+Aa. En concreto, el patron B se aislaba en muestras con temperaturas de hasta 58,2°C. A efectos
practicos, y considerando los dos puntos de corte de la temperatura objeto de estudio, el 100% de
indculos del patrén B sobrevivian a los 50°C, y el 66,7% a los 55°C. Estos porcentajes fueron menores

en el patron A+Aa (78,8% y 36,4%, respectivamente).

Este segundo hallazgo indica que en puntos terminales con temperaturas de ACS elevadas se aisla un
genotipo mas termoresistente, lo que iria a favor de la hipétesis planteada. El andlisis previo de las
temperaturas de las muestras obtenidas entre los afios 2007 y 2013, tras decidir aumentar la
temperatura global de la instalacion, mostrd que en ZA, la mayor parte de puntos terminales alcanzaban
los 55°C, mientras que en ZB este porcentaje fue significativamente menor. En ofras palabras, en la
instalacion con el patrén mas termorresistente, las temperaturas se mantuvieron
mayoritariamente por encima de los 55°C, mientras que en la instalacion con el patron menos
termorresistente hubo dificultades para alcanzar los 55°C de manera uniforme. Podria deducirse
que en instalaciones con temperaturas permanentemente elevadas durante largos periodos de tiempo
probablemente se redujeron aquellos patrones genéticos mas termoldbiles a favor de los mas
termorresistentes. Debe mencionarse que los dos Unicos aislamientos de patrén A+Aa encontrados en la

instalacién de ZA correspondieron a muestras con temperaturas de 53°C.

En definitiva, los resultados descritos hasta ahora indican, en primer lugar, que existe una baja
variabilidad genética de L. pneumophila aislada en las instalaciones de ACS; en segundo lugar,
que existe un patrén predominante en instalaciones independientes de un mismo edificio; y en

tercer lugar, que uno de los patrones esta mejor adaptado a temperaturas elevadas del ACS.
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3. Relacion de los resultados obtenidos con la evidencia existente

3.1. Efectividad de mantener temperaturas elevadas sobre la colonizacion por Legionella

Son escasas las publicaciones que han analizado bajo la doble perspectiva técnica y sanitaria el
funcionamiento de los sistemas de ACS como base para el control de Legionella en hospitales. Peir6 et
al. describieron la optimizacién de las instalaciones de ACS de un centro sanitario de 150 camas previa a
la puesta en marcha del sistema de pasteurizacion Pastormaster® (Peiro, Sierra, Pombo, Baquedano y
Huerta, 2005) y que requiri6 el ajuste de puntos de consumo que no alcanzaban los 50°C. Bedard et al.
(2015) publicaron recientemente un estudio descriptivo del funcionamiento en condiciones reales de las
instalaciones de cinco hospitales en los que la temperatura minima deseada fue 55°C. Constataron, en
consonancia con nuestros resultados, que estos niveles no se alcanzaban en el 100% de puntos
terminales, oscilando entre el 85% y el 57%, segun el hospital. Otro trabajo publicado en 2010 llevado a
cabo en dos hospitales comprobd que las temperaturas del ACS pueden oscilar ostensiblemente
dependiendo de los picos de consumo, lo que, segun los autores, justificaria disponer de registros en

continuo que monitorizaran este aspecto (Bujak, 2010).

Las guias técnicas publicadas hasta el momento proponen distintos niveles de temperatura de control.
Asi en Austria, Alemania, el Reino Unido y Suiza se recomienda mantener una temperatura minima de
55°C en puntos terminales, mientras que en Espafia, Francia, ltalia e Irlanda dicha temperatura es de
50°C. Por ofro lado, algunas guias especifican otros aspectos relacionados con el control de la
temperatura. En concreto, las guias de Alemania y Suiza indican que la pérdida de temperatura entre
impulsion y retorno no debe ser inferior a 5°C. Asimismo, la OMS recomienda que entre la impulsién y el
punto més distal no se superen los 5°C de diferencia. Estas cifras serian indicativas de que la red de
distribucién estd bien dimensionada y no se producen pérdidas excesivas de temperatura por
estancamiento o por recorridos de longitudes excesivas. Se estima que aproximadamente el 30% de la
energia total consumida en un hospital se destina al calentamiento del ACS (Bujak, 2010; Pérez-
Lombard, Ortiz y Pout, 2008). Seria necesario, pues, profundizar mas en la relacién entre consumo
energético y efectividad biocida de la temperatura en escenarios complejos y cambiantes como son los

centros hospitalarios.

Se han publicado algunos trabajos describiendo la experiencia de utilizar en hospitales una temperatura
minima de control de 55°C, aportando todos ellos resultados coherentes con los nuestros. Los contextos
y metodologias, sin embargo, son poco coincidentes. Hasta la fecha, sdlo se han publicado dos estudios
que presenten resultados a largo término. En uno de ellos se mantuvo esta temperatura durante siete
afios tras la aparicién de un brote nosocomial de legionelosis (Borau et al., 2000); el resultado fue que no
aparecieron nuevos casos de enfermedad, pero no se llevd a cabo un estudio ambiental de las aguas.
Darelid et al. (2002) también aplicaron esta medida para controlar un brote nosocomial, con un

seguimiento de nueve afos. Durante este periodo, ademas de no producirse nuevos casos de
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legionelosis, se aislé L. pneumophila en el 12% de las muestras analizadas. Este porcentaje es inferior al
hallado en nuestra investigacion, aunque debe tenerse en cuenta que el nimero de muestras fue menor

(un total de 125) y no se dan detalles de los criterios de muestreo.

Otros estudios de menor duracion describen reducciones significativas del grado de colonizacion de
Legionella tras la instauracion de temperaturas superiores a 55°C. Durante nueve meses, Kusnetsov et
al. (2003) mantuvieron una temperatura media en puntos terminales de 56°C, consiguiendo una
reduccion de las concentraciones de Legionella con respecto a temperaturas inferiores, pero no su
completa eliminacién. El estudio ya citado de Bedard et al. (2015) describe que en los puntos de
consumo en los que se mantuvieron temperaturas por encima de 55°C no se detectd Legionella ni por
cultivo ni por qPCR; el nimero de muestras analizadas, sin embargo, fue tan sdlo de 64. Una nueva
perspectiva la aportan Volker y Kistemann (2015), en un trabajo que analizd diferentes opciones de
desinfeccion con temperatura sola 0 combinada con didxido de cloro a lo largo de tres afios, y en el que
se analizaron un total de 476 muestras. Cuando la temperatura en puntos terminales se mantuvo por
debajo de los 55°C, y sin ningun sistema de desinfeccion afiadido, aumenté el grado de colonizacién por
Legionella con un 14% de muestras positivas, frente al 3% cuando se mantuvo por encima. De nuevo,
estos porcentajes son inferiores a nuestros resultados, aunque siguen acordes con la misma tendencia

de mayor efectividad de los 55°C respecto a los 50°C.

Existen también publicaciones con disefios de tipo transversal en los que se describe que la presencia
de Legionella en ACS es significativamente mas frecuente en muestras de agua con temperaturas por
debajo de los 55°C (Bargellini et al., 2011; Borella et al., 2005; Hruba, 2009). En esta misma linea cabe
destacar la publicacién de Serrano-Suarez et al. (Serrano-Suarez et al., 2013), que presenta los
resultados del andlisis de 231 muestras de agua de diferentes edificios, entre ellos, hospitales,
encontrandose que los dos factores de riesgo significativos para aislar Legionella fueron unos niveles de
cobre inferiores a 0,76 ppm y una temperatura inferior a 55°C. Finalmente, dos trabajos combinan a la
vez el mantenimiento de temperaturas elevadas en continuo con sistemas de ionizacion cobre plata
(Blanc et al., 2005; Colville et al., 1993).

En comparacién con los estudios citados, nuestro trabajo aporta, en primer lugar, un periodo de
seguimiento largo, sélo superado por una publicacion, y en segundo lugar, un nimero de
muestras considerable, también sélo superado por otra. La coherencia de los resultados en todos
estos trabajos conforma una base de conocimiento lo suficientemente sélida como para poder
afirmar que en centros hospitalarios confiere una mayor seguridad mantener el ACS a
temperaturas no inferiores a los 55°C, mientras que temperaturas cercanas a los 50°C no

garantizan un buen control de la bioseguridad en relacion a Legionella.

Ademas de los estudios en escenarios reales, existen también evidencias basadas en estudios de

laboratorio que identifican los 55°C como un buen punto de corte para reducir la presencia de Legionella.
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En primer lugar, deben mencionarse los estudios ya cldsicos que calcularon el tiempo de reduccion
decimal (D) de Legionella. Para L. pneumophila, el DS0°C oscilaria entre 80 y 124 minutos, mientras que
el D55°C seria mucho menor, de unos 19 minutos (Dennis et al., 1984; Schulze-Robbecke et al., 1987;
Stout et al., 1986). Aplicando estos tiempos a conducciones de agua, se podria deducir que, cuando se
producen desprendimientos de Legionella desde el biofilm a la fase acuosa, si el agua se
encuentra a 50°C puede sobrevivir hasta 3 horas, mientras que si se encuentra a 55°C, este
tiempo se reduce a unos 20 minutos. En segundo lugar, diversos estudios han aportado datos
referentes al comportamiento de las amebas frente a diferentes niveles de temperatura. Entre los mas
recientes, cabe destacar los trabajos de Cervero-Arago et al. (2014) y Canals et al. (2015). En el primero,
se evidencid que una temperatura de 50°C era relativamente efectiva para reducir los trofozoitos de
diferentes especies de Acanthamoeba y Hartmannella, pero no los quistes, mientras que a partir de
60°C se obtuvieron reducciones significativas en ambos estadios. En el segundo, se objetivd que en
muestras de agua obtenidas de edificios a temperaturas elevadas (54°C de promedio), el porcentaje de
FLA era significativamente menor que en muestras con menor temperatura. Dada la estrecha relacién
que se establece entre Legionella y las FLA, estos datos apoyarian también, aunque de manera
indirecta, que las temperaturas de 50°C no mejorarian el estado de colonizacion de las redes de
distribucion de agua con biofilms ya establecidos. En un trabajo mas reciente del mismo grupo, en el que
se analiz6 efecto de distintos gradientes de temperatura sobre Legionella en forma libre y asociada a
FLA, se constatd que en las formas libres el tiempo de reduccién de 4 logs presentaban un punto de
inflexién a los 55°C, en comparacion a los 50°C (Cervero-Arago et al., 2015). Sin embargo, en L.
pneumophila asociada a Achantamoeba, la diferencia se observd mas marcada a partir de los 60°C. Los
autores concluyeron que, extrapolando estos datos a las condiciones reales de las instalaciones,
aquellos puntos de mayor riesgo serian los puntos mas distales de la instalacion (grifos y duchas), en los

que comunmente las temperaturas son menores.

A pesar de todas estas evidencias, y a diferencia de otros métodos de desinfeccion en continuo como la
ionizacion cobre-plata, no existen apenas estudios en instalaciones simuladas que analicen el
comportamiento de Legionella frente a diferentes niveles de temperatura. Cabe destacar la publicacién
de Saby et al. (2005), en el que se instalé un sistema distribucion piloto elaborado con diferentes
materiales y se analizé la evolucién de Legionella a lo largo de 14 semanas tras la aplicacién de
diferentes métodos de desinfeccién. Los resultados indicaron que a temperaturas por encima de 55°C
las concentraciones medias de Legionella tanto en fase acuosa como sésil se reducian ostensiblemente
respecto a los 40°C. Dadas las dificultades para poder llevar a cabo estudios experimentales en
escenarios reales, los estudios controlados en escenarios que simulen los sistemas de ACS

podrian ayudar enormemente a establecer cuales son los dinteles de temperatura 6ptimos.
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En cuanto al papel de las instalaciones en el riesgo de proliferacion de Legionella, resulta dificil
establecer comparaciones de nuestros resultados con otros trabajos, ya que en ninguna de las
publicaciones sobre el papel de la temperatura que se han citado anteriormente se tuvo en cuenta
el efecto relativo del disefio y el mantenimiento de la instalacion. Sin embargo, esta situacion de
interaccion entre los sistemas de desinfeccion del agua y el estado de las instalaciones es el
escenario real de trabajo en los centros sanitarios. Ademas de la temperatura, la medida mas
ampliamente aceptada en las guias técnicas de prevencién de Legionella es minimizar el estancamiento
del agua. Esto se conseguiria optimizando los disefios de la red de distribucion y reduciendo al méaximo
los puntos terminales de bajo consumo. En concreto, diferentes guias y legislaciones, entre ellas la
espafiola, indican abrir los grifos poco utilizados una vez por semana. No hemos encontrado ninguna
publicacion que analice la efectividad de esta medida concreta en relacién a Legionella. Existen dos
trabajos realizados en edificios de viviendas que objetivaron una mayor carga de recuentos bacterianos
en muestras de agua caliente obtenidas a primera hora de la mafiana, tras el tiempo de reposo nocturno
(Lautenschlager et al., 2010) o en el primer tramo de agua del grifo (Lipphaus et al., 2014). Otro dato
que justificarian indirectamente la necesidad de abrir frecuentemente los grifos lo aporta el trabajo de
Bedard et al. (2015), en el que comparé la velocidad con la que descendia la temperatura en tramos de
tuberia. Se comprob6 que al cabo de tres horas y media la temperatura del agua se habia igualado con
la temperatura ambiente de 20°C, tiempo durante el cual se producirian las condiciones térmicas
favorables para la proliferacion de Legionella. Otros datos indirectos los aportan estudios mas antiguos
que describieron el papel amplificador que tenian los depésitos acumuladores (Ciesielski et al., 1984;
Harper, 1988). Se ha documentado también que las averias en las instalaciones, y el consiguiente
estancamiento de agua, son una clara situaciéon de riesgo de proliferacion de Legionella debido al
enfriamiento del ACS (Mermel et al., 1995). Nuestros datos concluyen que si los puntos de consumo
no se utilizan diariamente, el riesgo de aislar Legionella se multiplica por mas de dos, con
independencia de la temperatura alcanzada. La lectura subyacente de estos resultados es doble:
la primera, y mas importante, es que en los hospitales deberia reducirse al maximo el numero de
grifos o duchas con ACS que tengan un bajo uso; la segunda lectura es que, en caso de llevarse
a cabo programas de abertura sistematica de grifos la frecuencia deberia ser diaria, y no semanal.
Ante estas dos opciones, parece mas seguro y coste-efectivo decantarse por llevar a cabo un

mapa dinamico de la instalacion de ACS con retirada de puntos de uso poco utiles.

Otro aspecto controvertido es el papel del tipo de punto terminal como amplificador de Legionella.
Nuestros hallazgos indican que, a igualdad de temperatura y de frecuencia de uso, los grifos de
accionamiento manual tienen mayor riesgo de presentar inéculos elevados en comparacion con
las duchas. De nuevo, no hemos encontrado publicaciones que hayan analizado esta cuestion. Se
sabe que los grifos de tipo electronico presentan una mayor probabilidad de estar colonizados que los

grifos de accionamiento manual (Assadian et al., 2002; Chaberny y Gastmeier, 2004; Hargreaves et al.,
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2001; Merrer et al., 2005; van der Mee-Marquet et al., 2005). También se sabe que en los aireadores de
los grifos se pueden aislar mayores concentraciones de L. pneumophila serogrupo 1 (Cristina et al.,
2014). Dado que en las duchas no hay aireadores, esta podria ser una explicacion a nuestros
resultados. Otro posible motivo podria ser las mayores dificultades para llevar a cabo las desinfecciones
reglamentarias en los grifos en comparacion con las duchas. De cualquier modo, esta cuestion debe ser
considerada como una primera evidencia susceptible de ser investigada con mas profundidad. De
corroborarse este supuesto, podrian derivarse implicaciones importantes en la gestion del agua sanitaria,
puesto que en pacientes hospitalizados los grifos comunes suponen una fuente de exposicién a

Legionella tanto 0 mas importante que las duchas de aseo.

Por ultimo, uno de los aspectos analizados en la presente tesis es la influencia del recambio de las
lineas de distribucién principales sobre la colonizacion por Legionella. De nuevo, son muy escasas las
investigaciones al respecto llevadas a cabo en escenarios reales. En dos estudios se describe que tras
llevarse a cabo trabajos de saneamiento en la red de distribucién de ACS, con eliminacién de tramos
muertos, no se observé una mejora en el porcentaje de muestras positivas crecer (Patterson et al., 1994;
Sidari et al., 2004). Otro trabajo llevado a cabo en diecisiete hospitales del Reino Unido encontré que
después de llevar a cabo apropiadas practicas de ingenieria para la prevencion de legionelosis, el 12%
de ellos presentaron recolonizacion de las aguas (Liu ef al., 1993). Esta falta de evidencia puede
explicarse por las dificultades metodoldgicas para llevar a cabo estudios controlados que analicen este
aspecto. En nuestro caso, al haberse analizado solamente el recambio de las lineas de distribucion

principales, y no los tramos secundarios, los resultados deben interpretarse con cautela.

3.2. Variabilidad genotipica de Legionella en agua caliente sanitaria

Es conocido que las instalaciones de ACS de los edificios hospitalarios pueden estar colonizadas
mayoritariamente por un mismo serogrupo de L. pneumophila. En nuestro caso, los aislamientos
analizados correspondieron exclusivamente al serogrupo 6. Este hallazgo es concordante con otros
trabajos en los que se describe que este serogrupo puede ser igual o mas frecuente que el serogrupo 1
en aguas de hospitales (Leoni et al., 2005; Mavridou et al., 2008; Napoli et al., 2010; Yu et al., 2008).

La variabilidad genética de L. pneumohila en edificios hospitalarios fue estudiada por Sabria et al. (2001)
en uno de los estudios pioneros al respecto, que puso de manifiesto que cada hospital presentaba un
subtipo de ADN dominante, no compartido con otros hospitales. Con posterioridad, el mismo grupo
constatd que los patrones de restriccion obtenidos por andlisis PFGE de cada hospital podia persistir
durante largos periodos de tiempo en las aguas, siendo los mismos que se aislaban también en las
muestras clinicas de pacientes que adquirieron una legionelosis nosocomial (Garcia-Nunez et al., 2008).
Esta escasa variabilidad genética intra-centro con grandes diferencias entre centros ha sido corroborada

en posteriores estudios realizados en Alemania (Oberdorfer et al., 2008), ltalia (latta et al., 2013) y
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Grecia (Alexandropoulou et al., 2015). En todos ellos, se reporta que cada edificio hospitalario presenta
en sus aguas un perfil genotipico predominante que persiste a lo largo de prolongados periodos de

tiempo, de entre 4 a 10 afios, segun el tiempo de observacién.

Nuestros datos son los resultados del analisis de indculos obtenidos a lo largo de tres afios. Si bien no
es un plazo de tiempo tan largo como los estudios citados anteriormente, podemos afirmar que se
confirma una baja variabilidad en las aguas del hospital objeto de estudio, puesto que hay tan sélo dos
patrones predominantes. Una de las principales aportaciones de nuestro trabajo es haber
identificado que cada patron se corresponde con instalaciones independientes de un mismo
edificio. Hasta la fecha, sélo un estudio ha reportado también este hallazgo, aunque lo ha descrito
de una manera indirecta en el contexto del control de un brote de legionelosis nosocomial en un
hospital de Australia (Bartly et al., 2015). En las muestras de ACS se aislaron tres variantes clonales,
cada una de ellas asociadas a diferentes partes del edificio. El trabajo, sin embargo, no detalla si se

corresponden con instalaciones independientes ni las posibles causas de este hallazgo.

Los motivos por los cuales en una instalacién de ACS predomina un determinado patrén no han sido
estudiados en condiciones reales. Un reciente frabajo ha analizado estos aspectos en edificios
convencionales (Pan Ji et al., 2015). Un mismo equipo de distribucién de agua potable instalado en cinco
edificios permitié identificar qué pardmetros se relacionaban con la composicion y cantidad del
microbioma del agua, incluyendo Legionella detectada por gqPCR. Estos parametros fueron la
arquitectura del propio edificio, el material de la instalacion y el estancamiento del agua. Dos de los
edificios tenian la misma acometida, por lo que los autores destacaron la importancia de las
caracteristicas de la instalacion como un importante factor que determina el microbioma del agua
potable. Otro estudio previo llevado a cabo en condiciones simuladas llegd a conclusiones similares
(Wang et al., 2015). Como se ha apuntado anteriormente, disponemos de datos historicos que confirman
que en el AF de los aljibes del hospital, procedente de la misma acometida de la red publica de
distribucion, no se aisla Legionella. Es, por tanto, en la red de ACS donde Legionella se selecciona y
prolifera. La diferencia de patrones en las dos instalaciones estudiadas podria obedecer a motivos
relacionados con el disefio y los materiales de las mismas. Sin embargo, en nuestro caso, esta
explicacion seria poco plausible, ya que el disefio y los materiales del circuito de ZA y del circuito
de ZB son muy similares, mientras que el de ZH tiene otro tipo de distribucion y materiales de

diversa antigiiedad.

A pesar de que el comportamiento termofilico de Legionella es bien conocido desde hace afios, poco se
sabe de las implicaciones que pueda tener el uso continuado de temperaturas elevadas en la seleccion
de variantes genéticas mas resistentes a estas condiciones ambientales. Nuestros datos muestran una
clara diferencia entre los dos patrones mayoritarios identificados, que coincide, ademas con cada
una de las instalaciones independientes. Tres estudios han apuntado que los métodos de

desinfeccion aplicados en las instalaciones hospitalarias pueden explicar la seleccion y proliferacion de
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determinados clones. Uno de ellos fue el uso de ultravioleta (Triassi et al., 2006). En otro trabajo, se
constato que tras varios afios aplicando choques térmicos periddicos, se consiguié erradicar un clon de
L. pneumophila serogrupo 6 pero, sin embargo, persistié otro clon del serogrupo 5, ambos identificados
por SBT (Perola et al., 2005). Un interesante trabajo del afio 2013 llevado a cabo en dos hospitales de
Polonia (Pancer et al., 2013) compara los cambios en los clones de L. pneumophila analizados por SBT
tras aplicar desinfeccién con dioxido de cloro, en ambos centros y tras afiadir ademas choques térmicos
en so6lo uno de ellos. Tras un periodo de observacién de 7 afios, en el hospital con ambas métodos se
constataron cambios en los clones dominantes. Aln siendo escasos, estos datos son concordantes
con nuestra hipdtesis de trabajo sobre las consecuencias del uso a largo término de

temperaturas elevadas como método de desinfeccion en continuo.

La comprension a nivel microbiolégico de la seleccion de los clones mas termorresistentes queda fuera
del &mbito de la presente tesis. Debe apuntarse, sin embargo que existen evidencias de que en un
mismo edificio, los clusters de Legionella son mas diversos en el agua fria que en el agua caliente y que,
ademas, la distancia filogenética es también mayor (Lesnik, 2015). Ello indica una menor variabilidad
genética en los circuitos de agua caliente, lo que podria ser explicado porque la temperatura elevada

permite sobrevivir a los genotipos de mayor resistencia.
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4. Limitaciones

La presente investigacion presenta diversas limitaciones que deben ser tenidas en cuenta tanto para la

interpretacion de los resultados como para la generalizacién de los mismos.

En primer lugar, la técnica con la se recogieron las muestras puede suponer una limitacion. Para poder
diferenciar entre colonizacién de puntos terminales y colonizacion de la red de distribucién se hubieran
tenido que procesar por separado los primeros 100 mL de agua, junto con el biofilm obtenido por hisopo,
y el agua recogida al alcanzar el punto maximo de temperatura. Esto no fue posible porque la presente
investigacion se llevo a cabo en el contexto del plan de autocontrol de Legionella del centro, por lo que
se tuvo que aplicar la técnica de muestreo indicada en el RD 865/2003. Una lectura alternativa a esta
limitacién es que las muestras asi obtenidas representan la carga real de Legionella a la que pueden
estar sometidos los usuarios de los hospitales, por lo que, desde el punto de vista de gestion de riesgo

del paciente, aportan una mejor informacion.

Asimismo, y por el motivo antes expuesto, todos los andlisis relacionando la carga microbiana y la
temperatura se han hecho en base a la temperatura de la muestra, no de la instalacién propiamente
dicha. Las limitaciones que puede reportar este aspecto son dificiles de esclarecer. Debe tenerse en
cuenta, sin embargo, que la mayoria de estudios sobre colonizacion de Legionella en instalaciones

reales se han hecho también en base a la temperatura de las muestras.

Los resultados relacionados con los aspectos técnicos y de funcionamiento de la instalacion presentan
dos limitaciones importantes. En primer lugar, no se ha podido analizar el impacto sobre la totalidad de la
red de las medidas de mejora que se fueron introduciendo a lo largo de los afios de estudio, en concreto,
la eliminacion de puntos terminales en desuso y la optimizacién de temperaturas en puntos deficientes.
Para este proposito hubiera sido necesario disefiar otro estudio concurrente dentro de la proyecto de
investigacion principal. En segundo lugar, no se ha tenido en cuenta la carga de particulas sélidas en
suspension en la instalacién, a pesar de que se sabe que es un factor directamente relacionado con la
colonizacién por Legionella. No obstante, debemos puntualizar que si bien esta asociaciéon se ha
analizado en estudios de disefio transversal, no ha sido asi en estudios longitudinales a largo plazo,

como es el nuestro, por las dificultades logisticas que comporta.

En esta investigacion no se han aportado datos sobre la carga de Legionella en puntos centrales de la
instalacién. El primer motivo es que no se recogieron de manera sistematica muestras de las zonas de
impulsién del ACS para ir comprobando de manera regular la efectividad de los pasteurizadores. El
segundo motivo es que, si bien en los retornos se recogieron muestras mensualmente (de acuerdo con
el plan de autocontrol del centro), la técnica se modific en mitad del periodo de estudio. Asi, a partir del
afio 2010, las muestras de los retornos se recogieron dejando purgar el agua durante 1 minuto. Esta
modificacién comportd un cambio significativo en el porcentaje de muestras positivas de los retornos

(datos no mostrados). El hecho de no disponer de datos fiables en puntos centrales ha limitado tener
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una vision mas global del grado de colonizacion de la red, ya que hubieran complementado, o incluso

ayudado a entender, los resultados obtenidos en puntos terminales.

Idealmente, para determinar el efecto a largo plazo de la temperatura elevada de ACS sobre los
patrones de L. pneumophila se hubiera tenido que llevar a cabo un estudio de intervencion, en los
mismos periodos de intervencidn que los del primer objetivo principal de esta tesis. Debido a que no se
disponia de criopreservados de tanta antigliedad, se plantedé un disefio descriptivo en el que para
obtener un volumen minimo de indculos se tuvo que abarcar tres afios consecutivos. Por tanto, nuestro
trabajo no permite demostrar que el hecho de aumentar la temperatura fue la causa de que se
seleccionara un determinado patrén genético, ya que no disponemos de la informacion previa. Si
permite, sin embargo, establecer una asociacién entre temperaturas més elevadas y un determinado

patron.

Otra limitacién a considerar es que, tal y como se ha especificado en el apartado de material y métodos,
entre agosto de 2013 y enero de 2014 se aplicd en ZB un sistema de desinfeccién en continuo del ACS
basado en didxido de cloro, que se retir6 por la dificultad en obtener niveles adecuados del desinfectante
en los puntos terminales, entre ofros motivos. A la vista de los resultados obtenidos, resulta poco
probable que esta intervencién tuviera algun efecto sobre los subtipos dominantes ya asilados antes de

su puesta en marcha.

Finalmente, otra limitacion que presenta nuestro trabajo es que no se han podido tener en cuenta otros
factores que también podrian explicar esta desigual distribucién, como por ejemplo, los componentes

quimicos del agua de cada circuito.
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5. Implicaciones de los resultados obtenidos

Los resultados de la presente tesis tienen una implicacién directa en la reconsideracion de cual es la
temperatura dptima del ACS para minimizar la colonizacién por Legionella en las instalaciones
hospitalarias. Nuestros resultados permiten afirmar que una temperatura minima de 55°C es mas
efectiva que una temperatura por encima de los 50°C, tal y como se acepta en diversas guias técnicas y
legislaciones. Esta afirmacion, sin embargo, debe matizarse teniendo en cuenta las caracteristicas de la

instalacién.

En instalaciones con redes de distribucion bien dimensionadas, con retornos adecuados y que se usan
frecuentemente a lo largo del dia, el mantenimiento de temperaturas =55°C se puede considerar como
un método efectivo de desinfeccidn en continuo, siempre que se garanticen estos niveles minimos. Para
ello, seria imprescindible conocer exactamente el estado hidraulico de la red de distribucion, identificar
los puntos con deficiencias y corregirlos. La recomendacion formulada genéricamente en diversas
guias técnicas referente a que se debe garantizar una minima temperatura del ACS en puntos
terminales podria traducirse, a nuestro parecer, en la elaboracion de un mapa de temperaturas de

todos los puntos terminales, que deberia ser revisado y actualizado periédicamente.

En instalaciones con retornos deficientes o que tengan bajos consumos que favorezcan el
estancamiento y el enfriamiento del ACS, nuestros resultados indican que pueden estar
permanentemente colonizados por Legionella, a pesar de que se llegue a una buena temperatura en
puntos terminales. También hemos constatado que otra de las medidas que frecuentemente aconsejan
las guias técnicas, la apertura semanal de grifos de bajo uso, no aporta beneficios en cuanto a la
reduccion del grado de colonizacién, puesto que la frecuencia de uso dptima deberia ser, como minimo,
diaria. De todo ello se desprende que se deberia llevar a cabo un buen saneamiento de aquellas
instalaciones deficientes, eliminando los puntos que no se utilizan y los tramos muertos, y
mejorando los retornos. Estas mejoras no sdlo tendrian repercusiones en la seguridad biolégica

del agua sino también en la optimizacion de los recursos energéticos de la institucion.

Ademas, al considerar la temperatura como un método en desinfeccién en continuo de la red, se deberia
disponer de sistemas de monitorizacion lo mas optimizados posible y adaptados a la deteccién a tiempo
real de varaciones de temperatura. El manteniendo de temperaturas elevadas del ACS, bien
monitorizado, y en instalaciones saneadas, junto con una politica de uso de filtros bacterianos en
areas con pacientes de especial riesgo es, a nuestro parecer, un enfoque racional y asequible
para la mayoria de hospitales. Bajo este enfoque, los profesionales de ingenieria de instalaciones, en
trabajo conjunto con los profesionales de control de infeccion, tienen un papel central en la prevencion

de la legionelosis nosocomial.

La persistencia de determinados clones de Legionella en las instalaciones de ACS justificaria la

realizacion de analisis de genotipado de las muestras ambientales, al menos de manera puntual.
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Dos ventajas se derivarian de llevar a cabo este tipo de andlisis. Por un lado, el conocimiento de la
distribucion de los patrones genéticos ayudaria a disefiar un mapa de riesgo mas exacto las aguas de
cada hospital. Por otro lado, la identificacion de los mismos, facilitaria confirmar o descartar el origen
nosocomial de casos de legionelosis en los que el periodo de incubacién es dudoso. Esta incertidumbre
no es infrecuente cuando se trata de pacientes con antecedentes de corticoterapia u otros factores
inmunosupresores, por cuanto los primeros sintomas pueden aparecer de manera mas tardia o

enmascarada que en personas inmunocompetentes.

Otra implicacién importante es que, debido a que en un mismo edificio hospitalario puede haber més de
una instalacion independiente de ACS, el muestreo microbiologico del ACS deberia partir de un
conocimiento detallado de las instalaciones. Es plausible que en un mismo hospital puedan coexistir
formas més o menos patégenas de L. pneumophila, con las consecuencias que ello implicaria en la

ubicacion de los pacientes ingresados.

El hecho de que las temperaturas elevadas puedan seleccionar los clones mas termorresistentes no
supone, por si mismo, una implicacién de la que se deban derivar necesariamente actuaciones. El
predominio de un determinado serogrupo o clon seria un hecho relevante desde el punto de vista clinico
cuando tienen capacidad para generar la enfermedad, lo que depende del grado de citopatogenicidad.
En este sentido, nos remitimos una vez mas a los tres pilares que conforman la prevencioén y
control de la legionelosis nosocomial en los centros sanitarios: el conocimiento de la situacion
clinica mediante la investigacion activa de Legionella en los casos de neumonia nosocomial, el
conocimiento del estado microbiolégico de las aguas y el conocimiento del disefio y las

caracteristicas de uso de las instalaciones.
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6. Futuras lineas de investigacion

Las futuras lineas de investigacion planteadas a partir de los resultados encontrados en la presente tesis
pretenden profundizar mas en el conocimiento de los factores que condicionan la colonizacion de

Legionella en instalaciones reales de agua sanitaria.

Un aspecto no abordado en esta tesis y que si ha sido descrito por otros autores es la relacién entre la
presencia de particulas fisicas de diferentes materiales en el ACS y Legionella. En este sentido, una de
las acciones de mejora llevadas a cabo en el HUB ha sido reducir la carga de particulas circulantes en la
red mediante un sistema de filtracién posterior al filtro general de la acometida y disefiado ad hoc. La
hipétesis de trabajo es que esta intervencion reducira los niveles de Legionella, en un principio en las

grandes lineas de recirculacion y, posiblemente también en puntos terminales.

Por ofro lado, uno de los hallazgos no descritos con anterioridad ha sido identificar diferentes genotipos
predominantes en sistemas de distribucion independientes de un mismo edificio, aunque todos
correspondientes a L. pneumophila serogrupo 6. Una linea de trabajo derivada de ello es llevar a cabo
un mapeo genotipico de las aguas de otros edificios proximos al HUB alimentados con la misma red de
distribucién de agua, y mas concretamente, con la misma tuberia principal segun datos proporcionados
por la empresa suministradora. La comparacién de los resultados permitiria conocer mejor los factores
asociados a la seleccién y proliferacién de determinados serogrupos y genotipos en instalaciones

independientes.

Finalmente, ofra linea de interés es ahondar en el conocimiento del agua sanitaria como reservorio de
otros patogenos y el papel que desempefian los protozoos en este ecosistema. Asi, el analisis de
microorganismos como Pseudomonas aerugionsa, micobacterias atipicas y FLA, basado en un
conocimiento de las caracteristicas de las instalaciones, permitiria mejorar el riesgo sanitario asociado al

agua y, secundariamente, evitar la transmision de infecciones relacionadas con la asistencia sanitaria.
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Siete

Conclusiones

Best way to clean the air is to have it all out in the open.
Gregory Peck as Atticus Finch
To kill a mockingbird (1962)






PRIMERA

La efectividad de mantener la temperatura del agua caliente sanitaria en puntos terminales como minimo
a 55°C es significativamente superior a la de mantenerla por encima de 50°C, que es dintel indicado en
legislaciones o guias técnicas de prevencion de legionelosis vigentes en la actualidad para el control
ambiental de Legionella. Sin embargo, esta efectividad s6lo es aplicable cuando las instalaciones

cuentan con recirculaciones adecuadas y el dimensionamiento de la red esta adaptado al consumo real.

SEGUNDA

A pesar de que las instalaciones tengan recirculaciones y dimensionamiento adecuados, las
temperaturas elevadas del agua caliente sanitaria son dificiles de garantizar en todos los puntos
terminales de manera homogénea. Los hospitales deberian llevar a cabo una monitorizacién exhaustiva
y dindmica de la temperatura en todos los puntos de consumo de la red para garantizar que el dintel

minimo de temperatura se mantuviera con las minimas variaciones posibles.

TERCERA

En instalaciones con recirculaciones y dimensionamiento adecuados, la temperatura del agua caliente
sanitaria por encima de los 55°C en puntos terminales podria utilizarse como un predictor del grado de
colonizacién por Legionella, puesto que por encima de estos niveles es altamente improbable encontrar

muestras con elevadas concentraciones del microorganismo.

CUARTA

Las instalaciones de agua caliente sanitaria con recirculaciones y/o dimensionamiento no adecuados
estan colonizadas permanentemente por Legionella y las temperaturas elevadas no logran, por si solas,
reducir la colonizacion. EI muestreo microbioldgico regular de puntos terminales en zonas distales de la
instalacion o de puntos terminales de bajo consumo, tal y como recogen algunas legislaciones o guias
técnicas de prevencién de legionelosis, no estaria justificado si no va acompafiado de acciones de

mejora y optimizacion de la red.

QUINTA

La indicacién de abrir semanalmente los grifos y duchas de bajo uso, tal y como recogen algunas
legislaciones o guias técnicas de prevencion de legionelosis, seria insuficiente para mejorar el control

ambiental de Legionella, puesto que la frecuencia de uso mas optima seria diaria. Los centros sanitarios
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deberian llevar a cabo una revision exhaustiva de sus necesidades reales de agua caliente sanitaria y

eliminar aquellos puntos de uso no estrictamente necesario.

SEXTA

Las instalaciones independientes de agua caliente sanitaria de un mismo edificio estan colonizadas por
subtipos genéticos de L. pneumophila no relacionados entre si y con un patron predominante en cada
una de ellas. Esto ocurre a pesar de que se alimenten de la misma acometida general que proporciona el
agua de la red, que a su vez, esta libre de Legionella. Es, pues, en la red de distribucion del edificio

donde se produce la seleccion los patrones dominantes de Legionella y la amplificacion del indculo.

SEPTIMA

En instalaciones de agua caliente sanitaria que han sido sometidas a temperaturas elevadas en continuo
durante largos periodos de tiempo se aislan subtipos genéticos de L. pneumophila adaptados a esas
temperaturas. Estos patrones predominan frente a otros que se aislan en instalaciones con menores

temperaturas en continuo.

OCTAVA

A pesar de que el mantenimiento de temperaturas elevadas es una medida efectiva para el control
ambiental de Legionella en las instalaciones de agua caliente sanitaria, las dificultades técnicas para
mantenerlas constantes, las caracteristicas de la red de distribucion y la persistencia de patrones
termirresistentes de Legionella son limitaciones para su uso como método unico de desinfeccion en
continuo. Por ello, los hospitales deberian incorporar métodos adicionales de control, ya sean sistémicos

o focales, que garantizaran un minimo riesgo de legionelosis para los usuarios.

NOVENA

La tipificacién molecular de Legionella permite caracterizar y mapear con precision el microorganismo en
el habitat hospitalario. EI conocimiento de los patrones genéticos que habitan un edificio seria de gran
utilidad en el contexto de la investigacion de casos de legionelosis en usuarios que han estado
expuestos al agua del hospital. El analisis molecular periddico de las cepas de Legionella de una
instalacién seria una herramienta a considerar en los planes de autocontrol de legionelosis de los

centros sanitarios.
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