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Introduccion

INTRODUCCION

Desde el descubrimiento de Legionella pneumophila en 1976, el conocimiento
sobre su biologia y epidemiologia ha avanzado mucho, lo que ha permitido
desarrollar en la mayor parte de los paises, incluida Espafa, normativas para
prevenir las infecciones pulmonares que causa este microorganismo,
especialmente en lo que se refiere a su control en los sistemas de riesgo como las
torres de refrigeracion y el agua sanitaria caliente. Sin embargo atin se conoce
poco sobre la relacion de Legionella con los diferentes microorganismos y los
parametros fisicoquimicos de los diversos ambientes donde Legionella es capaz

de multiplicarse.

1 DESCRIPCION DEL GENERO LEGIONELLA

Legionella spp. es un bacilo gram
negativo aerobio que pertenece al
linaje de las y-proteobacterias. La
mayoria de las especies son moviles,
su fuente de carbono y energia son los
aminoacidos y requiere L-cisteina y

hierro, en forma de pirofosfato férrico

para crecer. La temperatura 6ptima de

Fig. 1. Foto electronica de Legionella pneumophila.

crecimiento es de 35°C aunque puede

crecer entre 20-45°C y sobrevivir a temperaturas mas extremas (Araujo et al.
1992, Mauchline et al. 1992, Rogers et al. 1994). En el 2004 se publico el
genoma completo de la cepa Filadelfia de L.pneumophila sg1 (Chien et al.

2004).

En el laboratorio Legionella es un organismo de dificil crecimiento, pero en el
medio ambiente se aisla de un rango de ambientes acuéaticos, desde rios y lagos
hasta del suelo, con factores bidticos y fisicoquimicos muy diversos. Sin
embargo, no se ha descrito que se hayan producido epidemias de legionelosis en

ambientes naturales.
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La legionelosis se conoce a partir de la segunda mitad del siglo XX, se ha
asociado la enfermedad a los sistemas de agua de edificios que tienen cambios
en el caudal del agua y en la temperatura media, lo que permite la formacion de
un habitat ventajoso para el desarrollo de Legionella, el biofilm. Estudios
ambientales y de laboratorio demuestran que Legionella crece asociada a
biofilms que se desarrollan en las tuberias, libremente asociada a otros
microorganismos o parasitando protozoos (Kuiper et al. 2004, Legionella
guidelines, 1998, Paszko-Kolva et al. 1991, Rogers et al. 1994, WadowsKky et al.
1983). La multiplicacion de Legionella en los biofilms se ha relacionado

también con el sustrato sobre el que se desarrolla el biofilm (Rogers et al. 1994).

Una de las caracteristicas mas importantes de la bacteria es su capacidad para
sobrevivir y multiplicarse en el interior de fagosomas de muchas especies de
protozoos y también de macrofagos gracias a su capacidad para evitar la fusiéon
entre fagosomas y lisosomas (Chen et al. 2004). Yamammoto et al. 1992,
consideran que la capacidad de proliferar dentro de los protozoos que tiene
Legionella puede ser uno de los factores que estimulen su propagacion como

agente infeccioso.

Actualmente existen 46 especies descritas pero solo 20 se han asociado con
enfermedad en humanos. L. pneumophila es la especie que mas habitualmente

se relaciona con los brotes epidémicos.



Introduccion

2 HISTORIA DE LA LEGIONELOSIS

Legionella es el agente causal de la
legionelosis, una  enfermedad
respiratoria aguda, “la enfermedad
de los legionarios”, que se describio
por primera vez a raiz de un brote
agudo de neumonia atipica que se

produjo entre los asistentes al

Congreso de la Legion Americana

(] -
il ¢ b A

de Filadelfia en 1976, en el hotel

Fig. 2. Vista del Hotel Bellevue-Stratford en Filadelfia.

Bellevue-Stratford (figura 2).

La enfermedad afect6 a 182 personas, 29 de las cuales fallecieron (Fraser et al.
1977). El evento tuvo una gran difusién mediatica, pero a pesar de la rapida
intervencion de los expertos del CDC (Centers for Disease Control), no fue hasta
seis meses mas tarde que consiguieron aislar el bacilo responsable de la
enfermedad del legionario, inoculando extractos de pulmoéon de pacientes
fallecidos en Filadelfia, en cobayas por via peritoneal (Fraser et. al. 1977,
McDade et al. 1976). Las cobayas enfermaron entre los 3 y 5 dias y finalmente
murieron. En la autopsia se descubrié peritonitis e hipertrofia del bazo y del
higado y se encontraron bacilos en estos 6rganos que fueron inoculados a
embriones de pollo de 5-6 dias, por via vitelina (saco de la yema), los embriones
murieron entre los 4 y 10 dias y se observo un importante desarrollo bacteriano.
De esta manera se lograron aislar bacilos gram negativos. Posteriormente se
usaron como antigenos para examinar los sueros de los pacientes sospechosos

de tener la infeccidén, mediante inmunofluorescencia indirecta.

William Cherry y Roger McKinney en 1978 usando muestras de pacientes
fallecidos en el brote desarrollaron el primer antisuero marcado con
fluoresceina para la visualizacién directa de la bacteria (inmunofluorescencia

directa) (Cherry et al. 1978).
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Los primeros cultivos de Legionella se hicieron en el medio Mueller-Hinton
agar, suplementado con hemoglobina e IsovitaleX, se vio que estos
componentes eran esenciales para el crecimiento de la bacteria, la hemoglobina
le proporcionaba una forma soluble de hierro y el Isovitalex le aportaba el
aminoacido esencial L-cisteina (Feeley et al. 1978). En estados Unidos en 1979,
James Feeley determiné que la L-cisteina clorhidrato y el pirofosfato férrico
podrian sustituir el IsoVitaleX y la hemoglobina, respectivamente, y que el
crecimiento de L. pneumophila se daba mejor en condiciones de pH a 6,9 y a
35°C, y en concentraciones inferiores de CO2 de 2,5%. Incorporo6 la L-cisteina y
el pirofosfato férrico en un nuevo medio, el agar Feeley-Gorman, que dio como
resultado el desarrollo de un nuevo medio de crecimiento para Legionella,
llamado Buffer Charcoal Yeast Extract (BCYE) (Feeley et al.1979).

Aplicando técnicas de inmunofluorescencia indirecta, se identific6 Legionella
como la causa de un brote de infeccion respiratoria, sin neumonia ni
fallecimientos que habia ocurrido en 1968 en un edificio del Oakland Country
Health Departament, en Pontiac (Michigan). El brote afect6 al 95% de las
personas que trabajaban en el edificio (Fraser et al. 1977, Edelstein, 2006), mas
tarde se identifico como L. micdadei, una especie distinta a la causante del brote

de Filadelfia, como el agente causal de la Fiebre de Pontiac.

Desde entonces se han descrito casos esporadicos y brotes comunitarios de
legionelosis asociados al agua de los sistemas hidricos artificiales relacionados
especialmente con torres de refrigeracion y agua caliente. Residencias de la
tercera edad, hospitales y hoteles, especialmente los de la costa mediterranea, se
han asociado con mucha frecuencia a infecciones (Andénimo, Eur. J.
Epidemiology, 1996) hasta el punto que se ha creado una comisién para el
estudio de la legionelosis relacionada con los viajes, el European Working

Group for Legionella Infection (EWGLI) (Hutchinson et al. 1996).
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3 TECNICAS DE AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE
LEGIONELLA

En este trabajo nos centramos en las técnicas de aislamiento e identificacion de
Legionella en agua de consumo humano. El aislamiento de Legionella puede ser
dificultoso debido al sobrecrecimiento de otras bacterias acompanantes, lo que
hace necesario tratamientos especificos de aislamiento e identificaciéon de esta

bacteria.

3.1 Medios de cultivo

Legionella es un microorganismo exigente para
crecer en medios de cultivo. Actualmente el
medio que se usa més habitualmente es el agar
selectivo Buffer Charcoal Yeast Extract (BCYE)

(Figura 3), que contiene suplementos para el

desarrollo de la bacteria y antibidticos que

Fig. 3. Placa de BCYE con . . .. . ~
crecimiento de colonias de L. | inhiben el crecimiento de la biota acompanante.

pneumophila

Para incrementar la selectividad del medio las muestras también se pueden pre-
tratar con un tampoén acido o con un choque térmico. En cualquier caso el

aislamiento de Legionella es lento.

Cuantificar L. pneumophila de un medio acuatico puede requerir de 1 a 3
semanas, para solucionar esto se han desarrollado técnicas moleculares para

agilizar la busqueda en muestras con abundante biota.

3.1.1 Método basado en ISO 11731:1998 “Detection and enumeration

of Legionella”.

Actualmente, existe un método estandarizado que se aplica en la mayoria de los

laboratorios acreditados, es la normativa ISO 11731-1998.
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Este método se basa en la concentraciéon de los microorganismos a través de la

filtracion por membrana o por centrifugacion.

A estas muestras se les realizan 3 tipos de tratamientos: siembra directa,
tratamiento térmico y un tratamiento &cido, para la eliminaciéon de
microorganismos acompanantes. La confirmacién de las colonias presuntivas de
Legionella, se realiza subcultivando placas en los medios selectivos de BCYE con

cisteina y BCYE sin cisteina (materiales y métodos 4.1).

3.1.2 Método basado en ISO 11731-2:2004 “Water quality- Detection
and enumeration of Legionella-Part 2 Direct membrane filtration

method for waters with low bacterial counts”.

En el 2004 se publico una segunda técnica
estandarizada disenada para recuperar
Legionella a partir de muestras de agua con

bajas concentraciones de otras bacterias, las

muestras se concentran a través de la técnica

de filtraciéon por membrana, filtrando 1 litro

. ’ Fig. 4. Rampas de filtracion para
de la muestra. Para reducir el numero de | | ;estras de agua.

microorganismos acompanantes las muestras se someten a un tratamiento con
un tampon acido en el embudo de las rampas de filtracion (figura 4) y se colocan
las membranas en placas del medio selectivo BCYE con cisteina (materiales y

métodos 4.2).

3.1.3 Control de calidad y materiales de referencia.

El control de calidad asegura que el proceso realizado cumpla con todas las

especificaciones exigidas por las normativas.

Para tener un control de calidad del proceso, se necesita un material de

referencia que permita controlar la técnica usada.
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Los materiales de referencia se consideraron de interés para la microbiologia a
partir de la década de los 80. Los primeros estudios se hicieron con bacterias
aisladas de agua y de alimentos, como Salmonella, Listeria, Enterococcus
faecium, Enterobacter cloacae, Bacillus cereus, Clostridium perfringes y
Escherichia coli, entre otras. Para poder desarrollar los materiales de referencia
se realizaron estudios previos sobre la supervivencia de bacterias en crioviales

con leche descremada como crioprotector (Méndez 2002).

En los afios 90 se hicieron los primeros materiales de referencia en virologia,
concretamente con el fago MS2, como fago F-especifico. Tiempo después se

realizaron con los fagos de Bacteroides fragilis y los fagos somaticos de E.coli.

Actualmente existen casas comerciales que producen material de referencia
para el analisis de Legionella. Pero también se puede trabajar con material

propio controlado mediante cartas control.

Las “Cartas Control”, sirven para fijar los limites de variaciéon permisibles en un
cultivo de microorganismos estandarizado a partir de un lote de crioviales que
contienen una densidad celular conocida. El recuento de varios crioviales de un
mismo lote permite dibujar estas cartas de control en las que se establecen los
limites de aviso y control a partir del valor medio y dos veces o tres veces la
desviacion estandar. Asi las cartas de control proporcionan los limites de
aceptabilidad o de tolerancia que pueden dar las posibles interferencias del
procedimiento y permiten tomar acciones cuando el resultado esta fuera del

intervalo de medida definido.

De esta forma se asegura la obtencion de resultados de acuerdo con los
requisitos definidos de calidad para el protocolo o método que estemos

realizando (Méndez 1999).
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3.2 Métodos de deteccion e identificacion molecular

aplicados a Legionella spp.

El primer método molecular para la deteccidon de Legionella fue disenado por
Grimont y colaboradores (Grimont et al. 1985). Consistia en una sonda de ADN
especifica para L. pneumophila. Para su construccion, el ADN de L.
pneumophila fue digerido con la enzima de restriccion BamHI y los fragmentos
resultantes fueron separados por electroforesis en gel de agarosa o por
centrifugacion en gradiente de sacarosa. Los fragmentos de ADN codificador del
ARNr fueron excluidos ya que estos genes estan altamente conservados y
reaccionan cruzadamente con el ADN de otras especies bacterianas. El resto de
los fragmentos se usaron como sondas marcandolas radioactivamente con P32y
fueron testadas mediante “dot-blot” con el ADN de otras especies bacterianas de
varias familias incluyendo Enterobacteriaceas, Pseudomonadaceas y
Vibrionaceas. La especificidad de la sonda seleccionada fue adecuada y la
sensibilidad de la deteccion fue de 104 ufc de L. pneumophila. Cuando la sonda
se probo en “colony-blots” se vio que la deteccién de L. pneumophila se podia
producir con cultivos de dos dias, mientras que no hubo deteccién con otras
especies de bacterias, aunque hubiera gran crecimiento de éstas (Saunders et al.
1988).

En los ultimos anos se han publicado métodos de deteccion molecular muy
sensibles, especificos y rapidos para Legionella, sin embargo, los resultados son
dificiles de interpretar, la presencia de ADN de Legionella no indica
necesariamente que existan células viables con capacidad de iniciar una

infeccion.

El método mas usado es la amplificacion de ADN mediante la PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa). Han sido desarrollados varios test de PCR para
Legionella utilizando secuencias de ADN de fragmentos de los genes 55 ARNT,
16S ARNr, o del gen mip, entre otros (Fields et al. 2002). La técnica de PCR

puede ser usada tanto en muestras clinicas como ambientales, en estas ultimas
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puede aplicarse directamente a muestras con poca carga microbiana y por tanto
es aplicable en muestras de agua sanitaria. En muestras muy contaminadas
como el agua residual o el agua de torres de refrigeracion, la deteccion de
Legionella necesita una filtracion previa de la muestra a través de geles o
resinas para eliminar los posibles inhibidores de la amplificacion, tal y como

explican Catalan et al. 1997.

Hay otros métodos rapidos de deteccion como aquellos basados en marcaje con
fluorocromos o la deteccion de antigenos. Estos ultimos estan especialmente
desarrollados para su uso en clinica. El mas ampliamente aplicado es la
deteccidon del antigeno en orina. Kohler en 1984 relacion6 la apariciéon de los
primeros sintomas de legionelosis con la deteccion del antigeno en orina, que
dio resultados positivos en un 90% de los pacientes, durante los primeros
catorce dias después de la aparicion de los primeros sintomas. El porcentaje de
deteccion del antigeno en orina, una vez pasado este periodo de tiempo,

aumento6 hasta un 100% de los pacientes (Fields et al. 2002).

El test de deteccion de antigeno en orina permite un diagnoéstico rapido y por lo
tanto permite comenzar un tratamiento de antibi6ticos apropiado. El antigeno
es un componente del lipopolisacarido de la pared celular de la bacteria que
puede ser detectado en la orina a partir de pocos dias desde que comienza la
infeccion y tiene una sensibilidad y especificidad cercana al 99%. Un
inconveniente de este ensayo es que es especifico para L. pneumophila
serogrupo 1y aunque la mayoria de los casos son debidos a este serogrupo, este
ensayo no toma en cuenta un alto porcentaje de otros serogrupos y especies de
Legionella que también podrian causar la enfermedad del legionario (Fields et.
al 2002). La utilizacion de este test ha permitido que se produzca un incremento
de los casos declarados por afo, la disminucion de los casos diagnosticados por
cultivo y la disminucion de la mortalidad de la enfermedad, probablemente

debido a la aplicaciéon temprana de antibio6ticos. (Pelaz y Baladrén, 2003).

También existen los métodos basados en hibridacion. Se pueden mencionar los

ensayos con sondas y la hibridacion fluorescente in situ (FISH). En la técnica
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FISH, la fluorescencia es el resultado de la hibridacion de una sonda de
oligonucle6tidos unida a un fluoréforo al ARN diana y se visualiza mediante
microscopia. Este tipo de ensayos emplea sondas con oligonucle6tidos con una
longitud menor de 50 pares de bases con etiquetas quimioluminiscentes o
fluorescentes. Forman una molécula doble si la secuencia a la que estan
dirigidas, la secuencia diana, esta presente, por lo cual pueden ser detectadas.

Permite la identificacién de méas del 95% de la mayoria de las bacterias.

En el campo del diagnoéstico serologico se han desarrollado las técnicas de
inmunofluorescencia indirecta (IFA) (Edelstein et al. 1980), que fue utilizada
para detectar anticuerpos en los pacientes del brote de Filadelfia,
immunoensayos enzimaticos (EIA) y microaglutinacion (Farshy et al. 1978), que
también son usados para detectar anticuerpos de la enfermedad del legionario.
El kit de microaglutinacion tiene algunas ventajas en comparacion a los kits de
inmunofluorescencia como son, una manipulacién sencilla y resultados claros a
simple vista. La especificidad de esta prueba cubre un rango entre el 97% y el

99% con una sensibilidad del 80% (Fields et al. 2002).

También se han desarrollado técnicas de tipado molecular, basadas en el
polimorfismo genomico del ADN, como la electroforesis de campo pulsado
(PFGE: Pulsed Field Gel Electrophoresis), la AP-PCR (Arbitrary primer-PCR) y
la PCR-RFLP (Restriction Fragment Length), para Legionella, con el fin de
discriminar y caracterizar las cepas que causan la legionelosis y determinar el

lugar de origen de la enfermedad (Tenover et al. 1995).

3.2.1 Método de PCR.

La PCR tiene muchas ventajas sobre las técnicas de cultivo, es méas sensible y
detecta todos los organismos independientemente de su estado fisiologico. Una
vez un ensayo ha sido optimizado, es relativamente rapido y simple de obtener
resultados en menos de 24 horas. La PCR también tiene algunas desventajas,
detecta tanto los organismos infecciosos y viables como los no infecciosos y no

viables, dejando abierta la cuestion de cuan patogena puede ser una muestra.
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Esta técnica también es susceptible de inhibicién por substancias y metales

presentes en las muestras ambientales (Marlowe et al. 2000).

En el caso de la PCR anidada o semianidada se realizan dos PCR consecutivas de
35 a 40 ciclos cada una. En la primera se utilizan un par de cebadores externos;
en la segunda se usan otros dos cebadores, uno de ellos distinto a los de la
primera PCR (cebadores internos), que flanquean una region central que es la
que se desea amplificar. Los productos de la primera amplificacién son un
molde ideal para la segunda amplificacion, mucho mejor que el ADN genoémico
original, debido a que existe mas ADN para amplificar, de esta manera se logra
optimizar la amplificacién del fragmento esperado y mejorar la sensibilidad y

especificidad del método (Schelenk et al. 1993).

3.2.2 Método de tipado: Electroforesis de campo pulsado PFGE:
“Pulse-field gel electrophoresis method”.

Esta técnica se basa en el anélisis del polimorfismo del ADN para discriminar
entre cepas de Legionella y en el criterio de que se deben obtener un minimo de
10 fragmentos distintos, ya que una deteccion de pocos fragmentos hace que la
robustez y discriminacion de la técnica sea reducida. La comparacién de los
patrones de restriccion en parte, es un proceso subjetivo que no puede reducirse
a algoritmos rigidos y que se hace mas facil y consistente con la experiencia. Sin
embargo hoy en dia se ve facilitada con programas informaticos basados en la

imagen y el analisis de los fragmentos.
Muchos investigadores y sobre todo en investigacion en clinica utilizan esta

técnica para tipificar las cepas aisladas durante epidemias y de esta manera

correlacionar los resultados (Tenover et al. 1995).
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4 TAXONOMIA DEL GENERO LEGIONELLA

El género Legionella fue inicialmente definido por Brenner et al. en 1979, que
examinaron varios aislamientos del bacilo de la enfermedad del legionario y
concluyeron que representaban una nueva familia, género y especie. Desde
entonces el género se ha redefinido dos veces, para considerar el incremento de

especies y subespecies.

La tipificacion del 16S ARNr de Legionella ha demostrado que sus especies
forman un grupo homogéneo en el cual sus miembros estan estrechamente
relacionado entre ellos. Fue clasificada dentro de la subdivision y de las

proteobacterias dentro la clase Zymobacterias.

La familia Coxiellaceae esta incluida en el orden Legionellales e incluye a dos
géneros que son parasitos intracelulares, Coxiella y Rickettsia. El principal
miembro del grupo de las Legionelaceas es la familia Legionellaceae. Ademas
del género Legionella, la familia Legionellaceae contiene bacterias simbidticas:
Amoeba proteus, Fluoribacter, Sarcobium, Tatlockia y un largo nimero de

bacterias patogenas de amebas, no clasificadas (Edelstein y Cianciotto 2006).

Han sido publicadas 46 especies del género Legionella, ademas de 20 nuevas
especies que han sido documentadas y 10 mas sin nombre que todavia no se han
publicado. Veinte especies de Legionella han sido documentadas como
causantes de neumonia en humanos y el resto han sido aisladas del medio
acuatico (Legionella guidelines, 1998). Todas las especies de Legionella que han
sido aisladas de pacientes enfermos también han sido aisladas del medio

ambiente, a excepcion de L. hackeliae y L. tucsonensis.

Varias especies de Legionella se multiplican inicamente dentro de amebas,
muchas de éstas hasta ahora no han podido ser cultivadas fuera de su huésped,
dificultando su caracterizacién. Estas incluyen L. lytica también llamada L.
lyticum anteriormente conocida como Sarcobium lyticum, y un gran namero de

especies sin nombre conocidas genéricamente como “LLAP” (Legionella-like

14



Introduccion

amoeba pathogen) (Edelstein y Cianciotto, 2006).

La clasificacion que utilizamos en este trabajo es la propuesta por el Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology del 2004. Segiin este manual, la familia
Legionellaceae esta dentro del orden Legionellales y presenta un solo género,
Legionella, en este volumen el Orden Legionellales fue descrito sobre la base de
analisis filogenéticos del 16S ARNT, este orden contiene a las familias

Legionellaceae y Coxiellaceae.
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Phylum: Proteobacterias
Subdivision: Gammaproteobacteria
Clase: Zymobacterias
Orden V: Legionellales

Familia I: Legionellaceae

Familia II: Coxiellaceae

Coxiella

Rickettsiella
Género: Legionella
Legionella pneumophila subsp. pneumophila
Legionella pneumophila subsp. fraseri
Legionella pneumophila subsp. pascullei
Legionella adelaidensis
Legionella anisa
Legionella beliardensis
tLegionella bozemanii —Fluoribacter bozemanae
Legionella brunensis
Legionella busanensis
Legionella cherrii
Legionella cincinnatiensis
Legionella dumoffii
Legionella drozanskii
Legionella erythra
Legionella fairfieldensis
Legionella fallonii
Legionell feeleii
Legionella geestiana
tLegionella gormanii— Fluoribacter gormanii
Legionella gratiana
Legionella gresilensis
Legionella hackeleae

Legionella israelensis
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Legionella jamestowninensis
Legionella jordanis
Legionella lansingensis
Legionella londiniensis
Legionella longbeachae
Legionella lytica

t Legionella maceachernii— Tatlockia maceachernii
tLegionella micdadei— Tatlockia micdadei
Legionella moravica
Legionella nautarum
Legionella oakridgensis
Legionella parisiensis
Legionella pittsburghensis
Legionella quateirensis
Legionella quinlivanii
Legionella rowbothamii
Legionella rubrilucens
Legionella sainthelensi
Legionella santicrucis
Legionella shakespearei
Legionella spiritensis
Legionella steigerwaltii
Legionella tauriensis
Legionella tucsonensis
Legionella wadsworthii
Legionella waltersii

Legionella worsleiensis
Las especies cuya nomenclatura ha cambiado se indican con el simbolo “t”. Con

la flecha se indica el nombre con el que se conocen hasta su revision en Mayo

del 2004 en el Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology.
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5 EPIDEMIOLOGIA DE LA LEGIONELOSIS

La mayor parte de los brotes epidémicos y muchos casos esporadicos de
legionelosis estan bien documentados, esto ha permitido conocer el origen y la
via de transmision de la infeccion. Los sistemas hidricos de mas riesgo, por el
numero de brotes que originan, son las torres de refrigeracion de grandes

edificios y el agua sanitaria caliente.

Entre 1990 y 2004 de los 118 brotes epidémicos comunitarios de legionelosis
detectados en Cataluna, en 68 (57,6%) se pudo determinar su origen y de éstos
42 (61,8%) se debian a torres de refrigeraciéon. Aunque se han encontrado
muchos otros focos como: fuentes ornamentales, “spas”, aparatos de
nebulizacion, excavaciones y grifos de agua sanitaria fria y caliente (Perez- Luz,

2002).

Legionella penetra en los sistemas hidricos artificiales y sobrevive de forma
libre o parasitando protozoos en los biofilms que se producen en las tuberias. En
1954 se aislaron bacterias que infectaban a amebas de vida libre del suelo en
Polonia (Drozanski, 1956). Posteriormente estos microorganismos fueron

clasificados en 1996 como especies de Legionella (Hookey et al. 1995).

La transmision de Legionella desde su reservorio acuatico hasta el ser humano
se produce principalmente a través de aerosoles, por inhalacion de gotas con un
diametro inferior a 5um, estas gotas pueden alcanzar los alvéolos pulmonares
donde se inicia la infeccion (Hoge y Breiman 1991). Aunque en ocasiones se ha
considerado la microaspiracion de agua contaminada para explicar algunos
casos de legionelosis nosocomial (Blatt et al. 1993), sin embargo no ha sido

descrito el contagio persona/persona.
Legionella puede causar dos tipos de patologias, una neumonia atipica, la

Legionelosis, y una enfermedad de tipo gripal, la Fiebre de Pontiac, ambas

adquiridas al inhalar la bacteria. El que cause un tipo u otro de enfermedad
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depende de los factores de virulencia de la cepa infecciosa. No todas las cepas de

Legionella tienen el mismo grado de virulencia (Cameron et al. 1991).

La legionelosis a veces se pone de manifiesto en forma de casos esporadicos y
otras como brotes epidémicos. Estos ultimos son los que causan méas alarma

social.

En Espana la legionelosis es una enfermedad de declaracion obligatoria desde
1996 y se han dado algunos brotes epidémicos muy importantes como el de
Alcala de Henares en 1996 con 249 casos y 12 muertos (Boletin Epidemiologico
Semanal, 1997), o el de Murcia en el 2001 con 449 casos y 6 muertos, que fue el
brote declarado mas grande del mundo. En Catalufia también han habido brotes
importantes como en el barrio de la Barceloneta en el 2000 con 47 casos y 3

muertos y en Matar6 en el 2002 con 80 casos y 2 muertos.

Desde 1976 hasta 1995 solo se habia utilizado el método del cultivo para la
deteccion de Legionella tanto de muestras clinicas como ambientales. A partir
de 1995 se empezo a utilizar la deteccion de antigeno en orina en los hospitales,
en Europa la utilizacion de la deteccion de antigeno en orina ha alcanzado al 30-
35% de los hospitales, mientras que en Espaiia es utilizado en el 90% de ellos.
Paralelamente a la utilizacion de esta prueba fue aumentando la tasa de
incidencia de la enfermedad, hasta un maximo en el ano 2002 en Barcelona, de
7,6 casos por 100.000 habitantes (5,7 sin el brote de Matar6), lo que coincidio
con la aplicacion de la norma de prevencion de infecciones BOE 865/2003,
estabilizdndose en los ultimos afos alrededor de 5,3 por 100.000 habitantes,
posiblemente como consecuencia del uso del antigeno en orina y de la

implementacion de la normativa de prevencion.

En el conjunto de Espaiia, la evoluciéon de la tasa de incidencia ha sido més o
menos paralela a la de Cataluna, pero inferior, alcanzando en el 2004 los 2,9
casos por 100.000 habitantes. En el conjunto de Europa se mantiene estable en
1 caso por 100.000 habitantes. Y en Estados Unidos se mantiene de manera

permanente por debajo de 1 caso por 100.000 habitantes (Alvarez J., 2007). Sin
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embargo, hay que tener en cuenta que estudios prospectivos en Estados Unidos
y estudios llevados a cabo en Francia estiman que las incidencias reales en estos
paises estan en torno a los 5-6 casos por 100.000 habitantes. Segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en el 2003 en 34 paises de Europa (de
una poblacion de 468 millones), se declararon un total de 4.578 casos, un
promedio de 0,98 por 100.000 habitantes. Basandose en investigaciones
realizadas en Dinamarca, donde se desarrolla el mayor nivel de pruebas de
Legionella en pacientes con neumonia, la incidencia real en estos paises seria

mas alta y estaria cerca de los 10.000 casos anuales.

Del mismo modo hay que considerar que la bacteria no infecta por igual a todo
tipo de personas sino que la enfermedad se relaciona con una serie de factores
de riesgo. Es una enfermedad practicamente inexistente por debajo de los 30
anos y mas frecuente conforme aumenta la edad, alcanzando una tasa de
incidencia maxima en las personas con una edad igual o superior a los 70 anos,
con 4,9 casos por 100.000 habitantes en Catalufa entre los afios 1992 y 2004.
Es mucho mas frecuente en hombres, afectando a 3,6 hombres por cada mujer,
con una incidencia maxima de 8 hombres por mujer de 70 afios o mas. Otros
factores de riesgo de la enfermedad son el habito de fumar y las enfermedades o
tratamientos que afectan a la inmunidad de las personas. Del total de casos de
Cataluiia, desde 1992 al 2004, el 47% eran fumadores, el 22% bronquiticos
cronicos, el 16% diabéticos, el 10% tenia cancer, el 8% recibia corticoterapia y

una proporciéon menor tenia otros factores de riesgo.

La mortalidad media antes de 1992 estaba entre el 25-65%, desde 1992 a 2004
en Cataluna fue del 8,7% con un claro descenso en los tultimos anos,
actualmente esta en un 5%. La situacién es muy diferente comparando los casos
comunitarios con los nosocomiales, 6,8% versus 20,5% respectivamente. Esto se
puede explicar por el hecho de que en los hospitales se realizan de forma
obligatoria y rutinaria la prueba del antigeno en orina a todo paciente que
presente sintomas de enfermedad respiratoria, esto conlleva que al ser una
enfermedad de declaracion obligatoria, la incidencia de casos nosocomiales de

legionelosis sea mas alto.
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La legionelosis es una enfermedad que no se presenta de manera homogénea
durante el afio, sino que es més frecuente en verano y otono. En Catalufia entre
1992 y 2004, de Julio a Noviembre, se detecto el 65% de todos los casos

declarados y el 64% de todos los brotes epidémicos comunitarios.

El periodo desde 1995 a 2008 viene marcado por la evidencia de que la forma
esporadica de la enfermedad es mas frecuente que la asociada a brotes. Asi por
ejemplo, de 655 casos declarados a la Direccié General de Salut Publica de la
Generalitat de Catalunya entre 1992 y 1999, el 79,0% correspondian a casos
esporadicos y el 16% a brotes segin la Guia pel control i prevencié de la

legionel-losi a Catalunya, 2001.

5.1 Legionelosis asociada a viajes en Europa y Espafa.

La legionelosis se considera una enfermedad asociada tradicionalmente a
viajeros que realizaban sus vacaciones en la costa mediterranea y desarrollaban
la enfermedad cuando llegaban a su pais de origen (Borella et al. 2000, Fields
et al. 2002). Por lo que se han formado grupos de vigilancia como The Health
Protection Agency Centre for Infections in London o The European Working
Group for Legionella Infections (EWGLI). Que tienen por objeto detectar brotes
de casos de legionelosis asociada a viajeros y de esta manera alertar a las
autoridades, permitiendo una rapida respuesta por parte de la salud ptblica y la
aplicacion de medidas de control para evitar la aparicion de mas casos (Ricketts

et al. 2006, Ricketts et al. (b) 2006, Joseph et al. 2009).

En Espafa se han reportado hasta Octubre del 2008, 70 casos confirmados de
legionelosis. Desde 1992 hasta el 2008 han sido reportados 383 casos asociados

a viajeros (http://www.ewgli.org/data/monthly reports/2008/mr octo8.pdf).

En casos asociados a viajes reportados al EWGLINET hasta el 2006, 20 paises

informaron de 921 casos de legionelosis, 875 de estos fueron confirmados y 46
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se registraron como presuntivos. Se reportaron 33 casos de fallecimiento, que

representa una tasa de mortalidad de 3,6%.

Por otro lado se realizaron hasta el 2008 un total de 146 investigaciones, de
acuerdo con los estandares de las guias de investigacion del EWGLINET, en
paises con incidencia de legionelosis, 111 de estas investigaciones se han
asociado a nuevos grupos de paises con legionelosis, mientras que 35 se
asociaron con grupos reincidentes (donde habia constancia de la enfermedad y
donde las medidas de control se habian llevado a cabo satisfactoriamente). En
general, ha habido una tendencia al alza en el nimero de casos desde que se
utiliza la guia de investigacion del EWGLI, lo que trae como consecuencia que se
exija una mayor vigilancia de las autoridades de salud publica en toda Europa.

(http://www.ewgli.org/data/data_tables/year_onset_country_report.asp)

6 ECOLOGIA DE LEGIONELLA

Legionella es una bacteria cosmopolita que se aisla en biofilms de sistemas

acuaticos, asociada a la presencia de otros microorganismos (Fields et al. 2002).

Algunos autores afirman que la mayoria de los protozoos sirven como huésped
de Legionella y que son indispensables para la multiplicacion intracelular de
Legionella pneumophila (Kuiper et al. 2004, WadowsKky et al. 1983, Chen et al.
2004, Drozanski 1956). Otros autores sugieren que la biota bacteriana del agua
o de los biofilms provee los nutrientes necesarios para el crecimiento
extracelular de Legionella (Rogers et al. 1994). Por ejemplo L. pneumophila
persistio en ausencia o en presencia de la ameba Hartmannella vermiformis en
un biofilm compuesto por Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y

Flavobacterium spp., (Fields et al. 2002, Murga et al. 2001).
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6.1 Protozoos como reservorio de Legionella.

Los protozoos son organismos eucariotas unicelulares, descubiertos por
Leewenhoek en 1674. Habitan practicamente todos los habitats terrestres y
acuaticos, actualmente tienen un papel importante en el tratamiento de aguas
residuales en plantas depuradoras, como bioindicadores o en la mineralizacién

de la materia organica.

Tradicionalmente los protozoos de vida libre se han clasificado en 3 grandes
asociaciones morfolégicas, que corresponden a los Ciliados, Flagelados y

Rizopodos (amebas) (Levine et al. 1980).

Durante las ultimas décadas, el estudio de las amebas de vida libre ha
despertado el interés de la comunidad cientifica, debido a que algunas son
patégenas del hombre y al papel que
juegan como reservorio de algunas
bacterias, como Legionella, considerada
un colonizador intracelular perteneciente
al grupo de las ARB (Amoeba-Resistant

Bacteria), que puede ser fagocitada por

protozoos y multiplicarse en su interior

Fig.5. A.can'tham.oeba castellanii de muestra de
agua sanitaria caliente. (Marciano-Cabral et al. 2003) debido a

que resiste el efecto microbicida de las amebas. Se cree que este mecanismo es
también el usado durante las infecciones para resistir la destrucciéon por parte

de macrofagos (Rowbotham et al. 1980, Newsome et al. 1998,).

Las amebas de vida libre viven en cualquier tipo de ambiente, se pueden
encontrar en rios, lagos, piscinas, suelos, etc. (Wellings et al. 1979). Una de sus
caracteristicas principales es la capacidad que tienen de enquistarse como
mecanismo de resistencia ante condiciones adversas del medio, como cambios
de pH, presion osmotica, ausencia de oxigeno, temperatura o falta de nutrientes

(Rodriguez et al. 1994).
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Las amebas facilitan el crecimiento de Legionella proporcionandole los
requisitos nutricionales y protegiéndola de las condiciones adversas del medio,
particularmente de agentes usados en la desinfeccién de aguas, debido a que las
amebas, cuando se encuentran enquistadas, resisten la mayoria de estos
desinfectantes.

Legionella puede encontrarse intracelularmente en

distintas especies de amebas, como Acanthamoebae
castellanii (Jeffrey D. et al. 1994), Hartmannella

vermiformis, Naegleria (Kuiper et al. 2004),

Vahlkampfia, Cochliopodium (Paszko-Kolva et al.

1991) ademas de otros protozoos como el ciliado

Tetrahymena spp. (Barbaree et al. 1986).

Fig.6.Colonizaciéon intracelular
de ameba por L. pneumonhila.

Segin estudios realizados por Molofsky et al. 2004, cuando Legionella se

comporta como colonizador intracelular su Abundant Nutrients: 2

ciclo de vida se compone de dos fases: REP"CBWU” /+ & '\
Replicativa y de Transmision. Cuando las .%.,__
condiciones son favorables para la replicacion ﬂ b

los rasgos que promueven la transmisién son /4 k ’ --MIF “‘@}’ 4
reprimidos y la bacteria se multiplica Ewmrmaﬂ ; " f-\\' N Limiting Nutrients
intracelularmente. Cuando los nutrientes en Broth % b
las vacuolas son limitados, la progenie se c;m nvironment;

Biofilm

diferencia hacia la fase de transmision - : - )
Fig. 7. Ciclo de vida de protozoos segin

Molofsky et al. 2004.

reprimiendo la multiplicacion y a la vez

expresando un namero de rasgos que facilitan que Legionella pueda escapar de
la célula huésped agotada, para sobrevivir como célula libre y reestablecer el

nicho replicativo en un nuevo fagocito (figura 7).

Molofsky y colaboradores realizaron los estudios de estas fases in vitro, en
cultivos liquidos en fase exponencial (fase replicativa) y en fase estacionaria, en
la cual los nutrientes eran limitados. Cuando los cultivos liquidos entraron en
estado estacionario la bacteria expresé coordinadamente: 1) un inductor de la

necrosis del fagocito 2) motilidad 3) resistencia al estrés provocado por la luz
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ultravioleta, el calor, la presion osmotica y la limitacion de nutrientes 4) los
factores para evadir su fusion con los lisosomas del fagocito. Estas
caracteristicas se han definido como rasgos de la fase de transmision,
enfatizando el hecho de que ninguno de ellos es expresado por bacterias que se
estan replicando. Se cree que todos estos rasgos promueven la diseminacion del
patogeno de la vacuola de un huésped a otro. Después de instalarse en un nuevo
nicho intracelular, L. pneumophila revierte a la forma replicativa para comenzar

un nuevo ciclo (Molofsky et al. 2004).

Para que la bacteria sobreviva a la degradaciéon cuando se encuentra dentro de
un fagolisosoma, debe evitar la fusién de los lisosomas, por esto es importante
la fase en la que se encuentra la bacteria en el momento que es fagocitada, si se

encuentra en fase replicativa no podra hacer frente a la degradacion lisosémica.

Abu-Kwaik y colaboradores demuestran que las funciones génicas requeridas
por Legionella para la infeccion de los protozoos también son requeridas para la
infeccion de macrofagos y sugieren que el crecimiento intracelular puede ayudar
a la bacteria en su adaptacion en las células fagociticas (Abu-Kwaik et al. 1998).
Ademas ha sido descrito por autores como Cirillo et al. 1994, que cuando
Legionella se multiplica dentro de las amebas, activa genes implicados con la

virulencia de la bacteria.

Existen muchas similitudes en el proceso por el cual Legionella infecta a los
protozoos y los macréfagos. La replicacion intracelular de L. pneumophila en las
células de los mamiferos, ocurre dentro de fagosomas recubiertos de ribosomas
que no se fusionan con los lisosomas pero que se unen al reticulo
endoplasmatico rugoso (Abu-Kwaik et al. 1998). El crecimiento intracelular de
L. pneumophila produce una modulacién en la expresion génica en respuesta al
ambiente intracelular dentro de los fagosomas. Entre otros, se producen
cambios en la pared y las membranas que hacen a la bacteria més resistente a
los biocidas, les permite una mayor velocidad de multiplicacién e incrementa la

capacidad infectiva en los macréfagos (Barker et al. 1992).
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Microscopicamente los procesos de internalizacion de Legionella en macrofagos
y amebas son visiblemente idénticos, pero existen diferencias notables en el
mecanismo de entrada y salida de la célula huésped. El método de
internalizacion de bacterias ha sido descrito como “coiling phagocytosis” tanto
en macrofagos como en amebas, aunque también hay estudios que han
determinado que L. pneumophila entra a la célula huésped por fagocitosis
convencional (Cirillo et al. 1999, Bozue et al. 1996, Horwitz, 1984). La
importancia de la “coiling phagocytosis” sigue siendo poco clara y esta forma de

internalizacion se ha observado por microscopia electrénica de transmision.

Legionella pneumophila ha desarrollado diferentes mecanismos para invadir
protozoos mediante diferentes receptores en funciéon de la célula huésped. Por
ejemplo, en un estudio realizado con Hartmannella vermiformis, se observo
que las células de Legionella se unian por contacto a los filopodios de la ameba

(King et al. 1991, Fields et al. 2002).

Una de las similitudes del mecanismo de fagocitosis y replicacion intracelular de
L. pneumophila en amebas y macréfagos es que esta gobernado por el sistema
de secrecion Dot/Icm tipo IV (defective for organelle trafficking/intracelular
multiplication) (Vogel et al. 1998). Este sistema de secreciéon de tipo IV sigue
siendo el factor de virulencia mejor caracterizado de L. pneumophila y por eso
ha sido objetivo de considerables esfuerzos de investigacién. En los loci del
Dot/Icm se cree que se encuentra codificado el aparato que secreta los factores
de virulencia que aislan de la via endocitica la vacuola que contiene el patogeno

(Marra et al. 1992, Berger et al. 1993, Molofsky et al. 2004).
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6.2 Biofilms como reservorio de Legionella.

Los biofilms estdn formados por comunidades de microorganismos
encapsulados dentro de una matriz adherida a una superficie viva o inerte como
son las tuberias de agua. Legionella prolifera muy bien en este tipo de ambiente,
muchos autores consideran que los microorganismos del biofilm dan soporte

para el crecimiento y desarrollo de esta bacteria (Murga et al. 2001).

El biofilm puede estar compuesto por microorganismos como Pseudomonas
aeruginosa, Aeromonas spp., Klebsiella pneumoniae, Flavobacterium spp.,
amebas como Hartmannella vermiformis, algas, virus y muchos otros

microorganismos heterotrofos (Fields et al. 2002).

Pseudomonas es uno de los género mas estudiados que se multiplica en biofilms
y ambientes humedos (Costerton et al. 1999, Stover et al. 2000). Puede
encontrarse también en sistemas de agua sanitaria y de agua de bebida

(Schoenen et al. 1999, Codony et al. 2002, Banning y Toze 2003).

Se ha encontrado la bacteria en agua destilada o colonizando suplementos
farmacéuticos, desinfectantes y hasta jabones. Se han aislado bacterias de este
género tanto en suelos limpios como en suelos contaminados por productos

biogénicos y xenobiobticos.

Las especies del género Pseudomonas son organismos ubicuos, bacterias gram
negativas que se encuentran dentro del grupo y de las proteobacterias. Algunos
sintetizan sider6foros fluorescentes de color amarillo-verdoso de gran valor
para su clasificacion. Generalmente son moviles gracias a los flagelos polares
que poseen, algunas especies sintetizan una capsula de exopolisacaridos que
facilita la adhesion celular, la formacion de biofilms y la protege de la fagocitosis

o de los anticuerpos aumentando asi su patogenicidad.

Pseudomonas produce infecciones créonicas muy graves que comprometen al

huésped (Singh et al. 2000). Algunas especies como Pseudomonas aeruginosa
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y P. cepacia son reconocidas como especies patégenas para humanos, es la
bacteria mas comun en las infecciones humanas oportunistas y es resistente a la

mayoria de los antibidticos.

Este género es uno de los que tiene mas alta capacidad de degradacion de
compuestos organicos, especialmente las cepas de la especie Pseudomonas
putida (Van der Kooij 1977, Huguet y Ribas, 1991). Las cepas del género
Pseudomonas son capaces de procesar y reaccionar a una amplia variedad de
condiciones en el medio ambiente y muestran una alta capacidad de reacciéon a
senales fisicoquimicas y biolégicas. En ambientes acuosos este microorganismo
se adhiere facilmente a superficies inertes de diferentes materiales formando
biofilms que facilitan su multiplicacion (World Health Organization, 2004). Se
han descrito cepas capaces de adquirir resistencia a metales pesados,
disolventes organicos y detergentes, lo cual les permite explotar una amplia
gama de fuentes de carbono como nutrientes, asi como colonizar ambientes y

nichos que dificilmente son colonizables por otros microorganismos.

Otro organismo ubicuo en ambientes acuaticos es Aeromonas, que esta muy
relacionada con el biofilm y ha sido encontrada en un amplio rango de

ambientes desde lagos oligotroficos hasta en agua contaminada (Araujo et al.

1990).

El género Aeromonas esta constituido por bacterias gram negativas aisladas
frecuentemente de agua. La taxonomia de Aeromonas es compleja, el género
consta de 15 especies dificiles de identificar con métodos bioquimicos. La
correcta delimitacion e identificacién de las especies que integran el complejo
fenotipico A. hydrophila (A. hydrohila, A. bestiarum, A. salmonicida y A.

popoffii) constituye uno de los problemas en la taxonomia del género.

Araujo et al. 1989, encontraron una correlacion significativa entre el contenido
de materia organica y la presencia de Aeromonas. Su crecimiento y
multiplicacion se ha visto directamente relacionado con la temperatura, y

nutrientes como fosfatos y el carbono organico. Estos autores también
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encontraron una correlacion con organismos indicadores de contaminacion
fecal, en habitats donde la materia organica provenia de origen fecal (Araujo et
al. 1989). En algunos paises como Holanda, se ha adoptado este género como

un potencial indicador de contaminacion de aguas (Ribas et al. 1999).
Aeromonas junto con otros microorganismos forma parte de la microbiota

tipica de biofilms, que pueden dar soporte para el crecimiento y desarrollo de

Legionella (Wadowsky et al. 1988).

7 PARAMETROS FISICOQUIMICOS DETERMINANTES DEL
HABITAT DE LEGIONELLA

7.1 Relacién de la temperatura con la multiplicacion de

Legionella.

Legionella coloniza preferentemente sistemas de agua caliente y se multiplica
generalmente en un rango de temperaturas entre 20°C y 40°C, a estas
temperaturas las bacterias acompanantes se multiplican aceleradamente, sobre
todo en los primeros dias de incubacion. A temperaturas entre 42°Cy 45°C a las
que Legionella no se multiplica, tampoco se observa crecimiento de las bacterias

acompanantes.

Han sido descritos trabajos en los que Legionella ha logrado multiplicarse a
45°C en cultivos con Cyanobacterias bajo condiciones de iluminacién y también
se ha encontrado que se mantiene viable en asociacion a microbiota
acompaifante por debajo de los 5°C (Tison et al. 1980, Wadowsky y Yee 1982,

Leoni et al. 2004).

En el ambiente natural no estan claros los parametros fisicoquimicos en los

cuales se multiplica Legionella (Wadowsky et al. 1985). Sin embargo se ha
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encontrado la bacteria en lagos con rangos que van de los 5,7°C a los 63°C

(Fliermans et al. 1981).

Rogers y colaboradores estudiaron la supervivencia de Legionella en un circuito
modelo de tuberias y encontraron que la bacteria sobrevivia entre 20-50°C pero
que no se recuperaba a 60°C, se ha descrito esta temperatura como la adecuada

para la eliminacion de Legionella de los sistemas hidricos (Rogers et al. 1994).

7.2 Relacion de pH con la multiplicaciéon de Legionella.

El pH favorece la multiplicacion de Legionella en muestras ambientales en
asociacion a otras bacterias cuando esta entre 5,5 y 9,2. Sin embargo en
muestras obtenidas de sistemas de tuberias de agua caliente se recuper6
Legionella con un pH méximo de 7,6. En el laboratorio se ha comprobado que

crecen en medio artificial con un pH de 6,5y 7,5. (Fliermans et al. 1981).

En valores extremos de pH de 5,5 y 10,5 se ha observado el crecimiento de las
bacterias acompanantes y no asi de Legionella. Sin embargo Legionella también

se ha logrado multiplicar a pH 5,5 en ausencia de bacterias acompanantes.
La multiplicacion de Legionella en este amplio rango de pH puede ser el reflejo

de los variados habitats naturales de los ambientes acuaticos y de las distintas

cepas de Legionella (Wadowsky et al. 1982).

7.3 Metales (Fe, Cu, Zn) y Carbono Organico Total (COT)

en relacién a la multiplicacion de Legionella.

Los requerimientos del agua caliente para favorecer el crecimiento de
Legionella son el carbon organico y los aminoacidos producidos por las
bacterias heterétrofas que comparten el habitat con Legionella. Otras

investigaciones (Leoni et al. 2004, Borella et al. 2005) estudian la influencia de
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elementos como el Hierro, el Cobre, el Zinc y el Magnesio en el crecimiento y

multiplicacion de esta bacteria.

Algunos autores (Rogers et al. 1994, Stout et al. 1998, Kustnetsov et al. 2001,
Leoni et al. 2004) estudiaron estos parametros fisicoquimicos y observaron que
el pH afectaba en la solubilizacion del Cu el cual tenia un papel inhibitorio en el
crecimiento de Legionella y mientras que el Carbono Organico Total (COT)
tendia a favorecer el crecimiento de la bacteria. Sin embargo no se encontraron
correlaciones claras entre elementos como el Zinc, Hierro y Magnesio con
Legionella (Vickers et al. 1987, Stout et al. 1998, Marrie et al. 1994, States et al.
1997). Algunos autores encontraron correlaciones inversas entre Legionella con
Cu, Mgy Ca, es decir que a niveles bajos de estos metales encontraron presencia
de Legionella. Al igual que a niveles elevados de Zn, Fe y Mn no encontraron
Legionella, mientras que obtuvieron correlaciones significativas con el Carbono

Organico Total.

También explican que el pH del agua tiende a corroer las tuberias con
concentraciones altas Zn, lo que podria ser un factor importante para la
formacion de biofilm en los sistemas de agua potable (Leoni et al. 2004, Borella

et al. 2005).

8 INSTALACIONES DE RIESGO

Los sistemas hidricos de mas riesgo, por el nimero de brotes que originan, son

las torres de refrigeracion de grandes edificios y el agua sanitaria caliente.

La multiplicacion de una biota microbiana abundante en estas instalaciones,
podria servir de soporte y permitir la supervivencia de Legionella en este tipo de
sistemas, lo que puede verse favorecido por miiltiples factores entre los que
destacan, la variacion en la concentracion de biocida, la presencia de agua

estancada, depoésitos de materia organica o de trazas de metales.
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Ambas instalaciones tienen en comin que son un reservorio acuatico, que
pueden presentar biofilm favorable para la multiplicacién de Legionella.
Ademas, permiten la produccion de aerosoles, la dispersion aérea de éstos y la

consiguiente inhalacion de la bacteria por personas susceptibles a la infeccion.

8.1 Agua sanitaria caliente como instalacién de riesgo.

Legionella penetra en los sistemas hidricos artificiales y sobrevive en los
biofilms que se producen en las tuberias de forma libre o parasitando protozoos
(Perez—luz, 2002). En el primer brote descrito en Francia la contaminacion
procedia de conductos de agua caliente, se revel6 que la presencia de la bacteria
estaba muy generalizada en algunas habitaciones de hoteles y hospitales y la
transmision se debia a la inhalacion de aerosoles cargados de particulas
infecciosas (climatizacion, duchas, baneras) y a la antigiiedad del sistema de
agua del edificio (Fleurette, 1979). Posiblemente la primera epidemia de

legionelosis descrita en Filadelfia también fue debida a estas causas.

Muchos casos de epidemias por Legionella se han producido por la exposicion
al agua sanitaria caliente de hoteles (Joseph et al. 1996, Benin et al. 2002,
Fields et al. 2002) donde el riesgo se incrementa por el uso intermitente del
agua y su consecuente estancamiento que produce la formacion de biofilm. Esta
colonizacion depende muchas veces de la complejidad de la instalacion de agua
del hotel, que pueden presentar un sistema hidrico centralizado o independiente
y el calentamiento del agua puede ser por gas o eléctrico. Depende también de
factores como de la antigiiedad de la instalacion del sistema, de la capacidad del
calentador, de la distancia desde el calentador a los puntos de salida y si la

instalacion presenta o no un sistema de retorno (Leoni et al. 2004).
Se han descrito resultados en los que en un mismo hotel se ha encontrado

Legionella con concentraciones variables de mas de 1 log en todas las muestras

tomadas a diferentes distancias del calentador,
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Algunos autores (Borella et al. 2005, Leoni et al. 2004), han encontrado una
alta colonizacion de Legionella comparando diferentes tipos de edificios, sobre
todo en el agua caliente de hospitales seguido muy de cerca por hoteles y
departamentos privados con sistemas centralizados de agua caliente. El riesgo
mas bajo de colonizaciéon por Legionella fue encontrado en sistemas de agua

independiente (Borella et al. 2005).

Los niveles elevados de Legionella, en sistemas centralizados, puede ser debido
al estancamiento del agua en los tanques de acumulacion, lo que produciria la
formacion de biofilm, en consecuencia la recirculacién del agua tenderia a
promover una contaminacién en todo el sistema. En los hoteles, el
estancamiento se ve facilitado por el uso intermitente del agua caliente y
también por la mayor complejidad de los sistemas, que a menudo han sufrido
una reestructuracion que a veces resulta en el cierre de algunas tuberias,
creando de esta manera puntos muertos que permiten el estancamiento del
agua y la formacién de biofilms (Vickers et al. 1987, Sabria et al. 2001, Legnani

et al. 2002, Ranieri et al. 2002, Borella et al. 2003).

8.2 Torres de refrigeracion como instalacion de riesgo

Muchos brotes epidémicos de legionelosis en Europa y Estados Unidos han sido
relacionados con torres de refrigeracion de hoteles y hospitales. Lo que permite
la supervivencia y multiplicacion de una microbiota abundante que puede
contener Legionella es el agua estancada con depositos de materias organicas y

trazas de metales al fondo del deposito cuba de las torres.

El funcionamiento de una torre de refrigeracion es muy sencillo; el agua caliente
llega a la parte superior de la torre, es dispersada en pequenas gotitas en forma
de lluvia que pasan a través de un enrejado y caen al fondo de la cuba,
enfriandose al chocar con el enrejado, esto es ayudado por el paso del aire
impulsado por un ventilador, una vez establecido el contacto entre el agua y el

aire, tiene lugar una transferencia de calor del agua hacia el aire. Esta se
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Fig. 9. Esquema de una Torre de refrigeracion En el fondo de la cuba se forma un

sedimento mineral y organico donde los organismos pueden desarrollarse. A
pesar del dispositivo especial de antibruma, los aerosoles conteniendo
Legionella pueden ser liberados al exterior y la torre se convierte en un foco de

transmision de la enfermedad (Fleurette et al. 1979) (figura 9).

Parrilla Valero et al. 2007 y Tiiretgen et al. 2007 estudiaron la relacion de
Legionella con los parametros fisicoquimicos en torres de refrigeracion y
aseguran que la circulacion, la evaporacion a temperaturas relativamente altas y
el pH facilitan la adhesion microbiana, y que la temperatura y la turbidez hacen
favorables las condiciones para la multiplicacion de Legionella. Asi mismo,
encontraron una asociacion estadisticamente significativa entre los valores del
cloro y la turbidez con la presencia de Legionella y afirman que variables como
la temperatura, conductividad, turbidez y cloro se comportan como factores de

riesgo de crecimiento de Legionella en este tipo de instalacion.
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9 NORMATIVAS DE PREVENCION

El conocimiento del origen de las epidemias de legionelosis es lo que permite

establecer una normativa de prevencién.

Los paises miembros de la CEN/CENELEC (European Committee for
standardization) han implementado la normativa europea ISO 11731 para la
deteccidon y cuantificacion de Legionella, entre estos paises se encuentran:
Espafia, Austria, Bélgica, Bulgaria, Grecia, Republica Checa, Dinamarca,
Estonia, Finlandia , Francia, Alemania, Grecia, Hungria, Islandia, Irlanda,
Italia, Letonia, Lituania, Luxemburgo, Malta, Holanda, Noruega, Polonia,

Portugal, Rumania, Eslovaquia, Eslovenia, Suecia, Suiza y Reino Unido.

Otros paises como Nueva Zelanda y Australia han desarrollado su propia
normativa, la Australian/New Zealand Standard (AS/NZS 3896:1998
Waters—Examination for legionellae including Legionella pneumophila), para
la deteccion de Legionella en agua durante brotes epidémicos y para
monitorizar la eficacia de las medidas adoptadas para prevenir la proliferacion

de la bacteria en el agua.

En Estados Unidos cabe senalar la guia del ano 2000 “Minimizing the risk of
Legionellosis associated with Building System” de la American Society of
Heating, Refrigerating and Air Conditioning Engineers (ASHRAE).

En el caso de Espafia la norma que rige en todo el estado Espaniol se publico en
el 2001, Real Decreto 909/2001, y se modifico en el afio 2003 con el Real
Decreto 865/2003, por el que se establecen los criterios higiénico sanitarios
para la prevenciéon y control de la legionelosis. Esta normativa obliga a los
titulares de las instalaciones de riesgo, en las que se incluyen las torres de
refrigeracion y los sistemas de agua sanitaria, a declarar el sistema, mantener la
limpieza y la desinfeccion adecuada, y controlar regularmente los parametros
fisicoquimicos y microbioldgicos. Los parametros microbiologicos incluyen el

analisis de los aerobios totales mensualmente y de Legionella trimestralmente.
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Sin embargo, en Catalufia, previamente a esta norma se habia editado la Guia
per al control i prevencié de la legionel-losis a Catalunya (Informe UNE
100030), la Guia apuesta claramente por la prevencion primaria en los centros
hospitalarios y socio-sanitarios, mientras que el Real Decreto no se pronuncia al
respecto (Guia per al control i prevencio de la legionel-losis a Catalunya,

2001).

Muchas comunidades auténomas del estado Espafiol tienen establecidas
normativas propias, en concreto en Catalufa esta vigente el Decret de la
Generalitat de Catalunya, Decreto 352/2004 del 27 de Julio del 2004, a raiz
del brote de la Barceloneta, que establece Les condicions higienico-sanitaries
per a la prevencié i el control de la legionel.losi. Asi también la Orden
1187/1998 de la Consejeria de la Comunidad de Madrid, a raiz del brote de
Alcala de Henares, regula las condiciones higiénicas sanitarias que deben reunir
los aparatos de transferencia de aire y humidificadores (Decret 417/2000,
Orden 1187/1998).

Las recomendaciones de la Generalitat de Catalunya (1998) o del Ministerio de
Sanidad (1999) son claros ejemplos de la preocupacion de las autoridades
sanitarias sobre este tema. Del mismo modo, algunos hospitales tienen
implementado su propio sistema de prevencioén, cabe destacar al Hospital
Universitario Germans Trias i Pujol de Badalona.

(http://www.gencat.cat/ics/germanstrias/cat/salut.htm).

9.1 Decretos v Ordenanzas

9.1.1 BOE- Real decreto 865/2003. Por el cual se establecen los
criterios higiénicos sanitarios para la prevencion y control de la

legionelosis.

Este decreto determina acciones para torres de refrigeracion y dispositivos

analogos en funcion de los analisis microbiologicos de Legionella.
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El recuento de Legionella segin el nimero detectado debe seguir ciertas
acciones:

En recuentos entre >100 <1000 ufc/L: Se revisara el programa de
mantenimiento y realizaran las correcciones oportunas y el remuestreo a los 15
dias. Recuentos >1000 <10000 ufc/L: Se revisara el programa de
mantenimiento a fin de establecer acciones correctoras que disminuyan la
concentracion de Legionella. Se debe realizar la limpieza y desinfeccion del
sistema y se confirmara el recuento a los 15 dias, si la muestra es menor a 100
ufc/L se debe tomar una nueva muestra al cabo de un mes, si el resultado es
menor a 100 ufc/L se continuara con el mantenimiento previsto. Si una de las 2
muestras anteriores dan valores >100 ufc/L se debe revisa el programa de
mantenimiento e introducir las reformas estructurales necesarias. Si supera las
1000 ufc/L se debe proceder a realizar una limpieza y desinfeccion y se debe
realizar una nueva toma de muestra a los 15 dias. Si fuera >1000 ufc/L se debe
parar el funcionamiento de la instalacion y vaciar el sistema. Se debe limpiar y
realizar un tratamiento de choque antes de reiniciar el servicio y se debera

realizar una nueva toma de muestras a los 15 dias.

9.1.2 Diario Oficial de la Generalitat de Catalunya (DOGC) DECRET
352- 2004. Por el cual se establecen los criterios higiénicos

sanitarios para la prevencion y control de la legionelosis.

Las modificaciones en las normativas van orientadas esencialmente a
incrementar las medidas preventivas de prevencion y de control de las
instalaciones que llevan asociado un riesgo més elevado de provocar un brote de
legionelosis. Estas se establecen con el fin de verificar la eficacia de las medidas
de autocontrol a que estan sujetas estas instalaciones, la frecuencia de
muestreos para torres de refrigeracion y los condensadores evaporativos y si se
constata que las condiciones no son las deseables se exigen las actuaciones
preventivas que los titulares estan obligados a llevar a término. Si es necesario,
se incrementa la periodicidad de la revision obligatoria de las torres de

refrigeracion y los condensadores evaporativos. Otros aspectos son la
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introduccién de una mayor regulacion de los requisitos de autorizacion de las
entidades y servicios de revision periodica para garantizar la competencia
técnica y la revision de los contenidos del programa del curso de formacion del

personal encargado de las instalaciones de riesgo ante Legionella.

Este decreto considera las instalaciones de alto riesgo las siguientes:

- Instalaciones que afecten el ambiente exterior (torres de refrigeracion y
condensadores evaporativos).

- Instalaciones que afecten al interior de edificios: centrales humidificadoras
industriales que generen aerosoles.

- Sistemas de agua caliente sanitaria con acumuladores y sistemas de retorno.

9.1.3 Otras Normativas, Decretos y Ordenanzas de uso.

¢ Real Decreto 2210/95, de 28 de diciembre, por el que se crea la Red
Nacional de Vigilancia Epidemiologica. (BOE N° 21; p 2153)

¢ Ordenanza Municipal de Actividades y de intervenciones
integrales de la administracién ambiental de Barcelona.
Aprobada definitivamente el 29 de marzo de 2001 (BOP N° 113; 11-05-2001;
p- 44)

¢ Ordenanza General del Medio Ambiente Urbano.
Aprobada definitivamente el 26 de marzo de 1999. (BOP N° 143, Annex I;

16-06-1999; p. 3)

e Norma UNE 100-030-94.
Recomendaciones para el diseno y mantenimiento de las instalaciones: de
agua sanitaria (fria y caliente), aparatos de transferencia de masas de agua
en corrientes de aire (torres de refrigeracion y condensadores
evaporativos), conductos para el transporte de aire, unidades de
tratamiento de aire, unidades terminales, aparatos para el tratamiento de

agua o conductos y piscinas de agua atemperada.
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Objetivos

OBJETIVOS

1. Caracterizar las aguas de instalaciones de riesgo de transmision de
legionelosis, con el fin de relacionar los factores bioticos y abioticos con la

presencia de Legionella en estos sistemas.

1.1 Implementar métodos para el analisis y cuantificacion de Legionella

en muestras ambientales.

1.2 Determinar la presencia de Legionella en un edificio contaminado,
identificando los puntos de muestreo representativos y aplicando el

método de cultivo y la técnica de PCR semianidada.

1.3 Analizar agua sanitaria caliente y torres de refrigeracion para
determinar la presencia de Legionella y su relacion con bacterias,

protozoos y parametros fisicoquimicos.

1.4 Estudiar los factores de riesgo que favorecen la colonizacion de
Legionella en los sistemas sanitarios de agua caliente y torres de

refrigeracion.
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Materiales y Métodos

MATERIALES Y METODOS

1 MUESTRAS ANALIZADAS

Se analizaron diferentes tipos de muestras de instalaciones consideradas como
instalaciones de riesgo para la transmision de Legionella, agua sanitaria caliente

y torres de refrigeracion.

1.1 Toma de muestras de agua sanitaria caliente.

Se realizO el muestreo de sistemas con
recirculacion de agua caliente y acumuladores,

de hoteles y residencias geriatricas. Se

: %\ tomaron muestras de 2 litros de agua de las
duchas y grifs d stos edificios, en botellas de plastico de 1L con tiosulfato de
sodio al 2%, al mismo tiempo se midid la temperatura, el cloro y se separaron
muestras para el analisis de los fisicoquimicos, COT y metales. Se transportaron

en neveras portatiles y se analizaron en el lapso de 4 a 6 horas desde la recogida.

1.2 Toma de muestras de agua de torres de refrigeracion.

La toma de muestras se realizé en un edificio publico de
la ciudad de Barcelona. Se realiz6 el muestreo de 3 torres
de refrigeracién mensualmente durante el estudio. Se
recogieron 2L de muestra de los acumuladores de agua
de estas torres y al mismo tiempo se midi6 la
temperatura, el cloro y el pH. El muestreo se realizo con

botellas previamente autoclavadas y la neutralizacion del

cloro se realiz6 con tiosulfato de sodio al 2%.
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2 CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA DE LAS MUESTRAS

A las muestras se les realizaron recuentos microbiologicos de Legionella,

heterotrofos, Pseudomonas, Aeromonas y protozoos.

2.1 Legionella.

El analisis de Legionella se realiz6 segin el método ISO 11371-1998, utilizando
los medios de cultivo CYE Agar Base (Oxoid, UK), con el suplemento de
crecimiento Legionella BCYE (Growth Supplement BCYE, Oxoid, UK), o con el
suplemento de crecimiento BCYE sin cisteina y antibiéticos GVPC (Oxoid, UK)
(anexos 1.1, 1.2, 1.3, 1.4). Estas placas de cultivo se incubaron a 37°C durante 7 a

10 dias.

2.2 Heterotrofos.

Para el recuento en placa de aerobios nos basamos en la normativa ISO 6222 de
1999, “Water quality- Enumeration of culturable micro-organosm-Colony count
by inoculation in a nutrient agar culture medium”. Se utiliz6 el medio de cultivo
Plate Count Modified Agar (Sharlab, Espana) (anexo 1.5 de materiales y
métodos). Se realizaron dos diluciones y dos replicas 10!y 10-2ufc/ml para cada
muestra, las diluciones se sembraron a dos temperaturas: 20+2 °C durante 72

horas y 37°C durante 48 horas.

46



Materiales y Métodos

2.3 Pseudomonas y Aeromonas.

Para el aislamiento de Pseudomonas y Aeromonas se utilizo el concentrado de
la muestra, realizado con el protocolo de Legionella (ISO 11731), se utilizd6 1ml
del concentrado y se centrifug6 durante 5 minutos a 14000 rpm, se resuspendio
el pelet en 100ul y se sembro en el agar de medio so6lido semiselectivo y
diferencial Glutamate Starch Pseudomonas (Sharlab, Espafia) (anexo 1.6). En el
caso de Pseudomonas se anadié 100 mg/ml de penicilina al medio de cultivo y
en el caso de Aeromonas 100 mg/ml de penicilina y 2mg/ml de ampicilina. Las

placas en los dos casos se cultivaron a 30°C durante 48 horas.

2.4 Protozoos.

Para el cultivo de protozoos se utilizo un caldo de cultivo de trigo (anexo 1.7).

Se utilizaron 5 ml de la muestra y se inocularon con 0,5 ml del caldo de trigo, se
agito y se guardo6 a temperatura ambiente y oscuridad durante 5 dias, luego se
observé al microscopio. También se realizaron observaciones al microscopio de
la muestra concentrada y de la muestra sin concentrar antes de cultivar.

(Muestra cultivada, Muestra directa sin cultivar).

3 ANALISIS FISICOQUIMICOS

Se realizaron diferentes analisis fisicoquimicos dependiendo de la calidad y tipo

de agua con la que se trabajo, se realiz6 un analisis de los siguientes parametros.

3.1 Temperatura.

Se realizaron las mediciones de temperatura con termémetro de mercurio, en el

momento de la recogida de muestras.
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3.2 Turbidez.

Se realiz6 la medicion de la turbidez de 5 ml de la muestra, con un turbidimetro

Ratio/xr (Hach Lange France S.A.S, Francia).

3.3 pH.

Se realizo la medicién del pH con un pH-metro Micro pH 2000 (Crison

Instruments S.A, Espana).

3.4 Carbono organico Total (COT).

Se analizaron 10 ml de muestra acidulada con HCL hasta un pH de 2-3, en
frascos de vidrio previamente muflados a 350°C durante 3 horas y se analizaron
con el método “High Temperature Catalytic Oxidation” (HTCO), este método
tiene un limite de deteccidon de 1 ppm. Este analisis se realizo en los Servicios

Cientifico Técnicos de la Universidad de Barcelona.

3.5 Metales (Fe, Cu, Zn).

Los metales se analizaron en los Servicios Cientifico Técnicos de la Universidad
de Barcelona, con el método “Inductively coupled argon plasma spectroscopy’,
en un volumen de 10ml de muestra que previamente fue acidulada con HNO3
hasta un pH2-3. Se analizaron los siguientes metales: Zn (Limite deteccion:

0,025ppm), Fe (Limite deteccion: 0,01ppm) y Cu (Limite detecciéon: 0,01ppm).
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4 AISLAMIENTO Y CULTIVO DE LEGIONELLA

En nuestro estudio para el analisis y aislamiento de Legionella usamos la
técnica basada en ISO 11731-1998 “Wather quality-Detection and enumeration

of Legionella”.

4.1 Método basado en ISO 11731:1998 “Detection and

enumeration of Legionella”.

Esta normativa estandar se basa en el aislamiento por cultivo de la bacteria
aplicando antibioticos y pretratamientos térmicos y acidos a las muestras, para
asi reducir el crecimiento de otros microorganismos acompanantes. Segun este
protocolo cuando el nimero de Legionella en las muestras supera el 105 por
litro puede sembrarse directamente, sin embargo como el nimero de Legionella
en una muestra es desconocido es aconsejable realizar un método de

concentracion a través de filtracion de membrana o de centrifugacién.

En el método de filtracion de membrana se utilizaron membranas de nylon de
0,45 um filtrando 1 Litro de la muestra y resuspendiendo la membrana en 10ml

de un diluyente.

A estos concentrados se les realizaron 3 tipos de tratamientos:

% SIEMBRA DIRECTA NO TRATADA: Se siembran 0,5ml por
duplicado de la muestra concentrada en placas de BCYE.

% TRATAMIENTO TERMICO: Se realiza un tratamiento a 50°C durante
30 min. a 1 ml de la muestra concentrada por duplicado y se siembra en
placas de BCYE.

< TRATAMIENTO ACIDO: A 9oopl de la muestra concentrada se le
afiaden 1oopl del buffer acido (anexo 2.2 de materiales y métodos), se
deja a temperatura ambiente durante 5 minutos y se siembra por

duplicado en placas de BCYE.
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Las colonias que crecieron en estos medios con una morfologia determinada se
identificaron presuntivamente como Legionella, la confirmacion se realizé sub-
cultivando estas colonias en agar BCYE con cisteina y BCYE sin cisteina.

Legionella solo crece en agar BCYE con cisteina.

A continuacion se identificaron las colonias obtenidas con un test de serologia
por aglutinacién que permite la identificacion de Legionella pneumophila
serogrupo 1y de los serogrupos 2-14, asi como de otras 77 especies de Legionella

(anexo 2.1 de materiales y métodos).

4.2 Método basado en ISO 11731-2:2004 “Water quality-

Detection and enumeration of Legionella-Part 2 Direct

membrane filtration method for waters with low bacterial

counts”.

Este método esta disenado para recuperar Legionella a partir de muestras de
agua, con bajas concentraciones de bacterias. Las muestras se concentran a
través de la técnica de filtracion por membrana, filtrando 1 litro de la muestra
en membranas de nylon. Para reducir el ntimero de microorganismos
acompainantes, se someten las muestras a un tratamiento con un tampon acido
que se echa directamente en el embudo de filtraciéon sobre la membrana durante
5 minutos, se elimina el buffer, se lava la membrana con 20 +5 ml de la solucién
de Page y se coloca sobre una placa de agar BCYE con cisteina. A continuacion la
membrana se incuba a 36+2°C durante 10 dias. Las colonias obtenidas en BCYE
se confirman en BCYE sin cisteina incubando a 36+2°C durante 10 dias. Los
resultados se expresan en UFC de Legionella spp. en el volumen examinado y la

ausencia de Legionella como “no detectada” en el volumen examinado.
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5 CEPAS DE REFERENCIA Y AMBIENTALES

Las cepas de referencia utilizadas en este estudio provienen de la coleccion de
cultivos tipo alemana DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganism und
Zellkulturen). Clasificadas dentro del Grupo 2 de riesgo microbiologico

(clasificacion alemana).

5.1 Legionella pneumophila subsp. pneumophila str.

Philadelphia 1 ATCC 33152.

Este serogrupo es el agente reconocido como el de mayor patogenicidad y el que

causa mayores infecciones respiratorias en personas inmunodeprimidas.

5.2 Legionella longbeachae DSM 10572 ATCC 33462.

Esta cepa contiene dos serogrupos causantes de neumonia en humanos, fueron
aislados de tejido de pulmoéon de pacientes fallecidos y de aspiraciones
transtraqueales. La cadena tipo es ATCC33462 (CDC strain Long Beach 4) que

fue aislada inicialmente de aspirado traqueal en 1980.

5.3 Legionella serogrupo 2-14.

Esta fue aislada de sistemas de agua sanitaria caliente (cod. 78385), que tenia
una carga microbiana de 5,00x102 ufc/L, por serologia comprobamos que

pertenecia al serogrupo 2-14 de Legionella.
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6 DETECCION DE MICROORGANISMOS POR PCR

6.1 Preparacion del ADN bacteriano.

Se realizo la extraccion del ADN de los concentrados de cada muestra segn el
protocolo descrito por Van Eys et al. 1989, que se basa en la lisis térmica de 1ml
a 100°C durante 10 minutos, seguida de un choque térmico a -20°C durante 10
minutos y de una centrifugacion a 14000 rpm durante 5 minutos, finalmente se

recuper6 1ml del sobrenadante.

6.2 Extraccion de ADN de muestras con inhibidores de
PCR.

Para eliminar inhibidores de PCR se aplicaron distintos métodos para la
extraccion del ADN en funcion del tipo de muestra. Se utilizaron los siguientes
métodos: Qiamp DNA Mini Kit (Blood body fluid, Qiagen, UK), Resina
comercial Molecular Biology Grade AG 501-X8 (Bio-Rad, UK), Chelex 100 Bath
Method (Bio- rad, UK).

6.2.1 Qiamp DNA Mini Kit (Blood body fluid) (Qiagen)

% Se mezcla 200ml de muestra con 200uL del buffer AL, se agita durante
15 segundos.

% Se anade 20uL de proteinasa a la mezcla.

% Seincuba a 56°C durante 10 minutos para activar la proteinasa.

% Se realiza un pulso de centrifuga de 15 segundos para agitar la mezcla.

% Se agrega 200uL de etanol al 96%.

% Se agita con pulsos de 15 segundos durante 1 minuto.

% Se pasa la solucion por una de las columnas de extraccion del Kit.

% Se centrifuga la columna durante 1 minuto a 8ooorpm.

% Se cambia el colector de la columna y se agregan 500uL de buffer AW1.

% Se centrifuga nuevamente la columna durante 1 minuto a 80oorpm.
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Se cambia nuevamente el colector de la columna y se agregan 50ouL
buffer AW2.

Se centrifuga la columna durante 3 minutos a 14000 rpm.

Se elimina el colector lleno y coloca la columna en un tubo eppendorf, se
agregan 200uL del Buffer AE.

Se dejan durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Se centrifuga 1 minuto a 8000 rpm.

Los 200uL obtenidos es el ADN de la muestra analizada.

6.2.2 Resina comercial Molecular Biology Grade ref: AG 501-X8 (Bio-

Rad)

Se utilizan 50uL de la muestra previamente concentrada.

Se anaden 100uL del tampon de extraccion BE.

Se homogeniza durante 60 segundos con vortex.

Se deja reposar 15 minutos a temperatura ambiente.

Se realiza un choque térmico a 100 °C durante 10 minutos y luego a
-20°C durante 2 minutos.

Se agregan 0,015 gr de resina ( AG 501-X8).

Se agita con vortex durante 30 segundos.

Se centrifuga durante 10 minutos a 13500 rpm.

Finalmente se recuperar el sobrenadante que es el ADN de la muestra.

6.2.3 Chelex 100 (Bath Method) (Bio-Rad)

X/
o
X/
L X4

X/
L X4

Se agregan 5 gramos de resina por cada 100ml de muestra.
Se agita durante 1 hora a temperatura ambiente.

Se filtrar o deja decantar la resina a temperatura ambiente.

El sobrenadante obtenido es el ADN de la muestra.
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6.3 Descripcion de la PCR de Legionella.

La PCR siguiente es un protocolo descrito por Jonas et al. 1995. Se usan dos
cebadores que amplifican un fragmento del gen 16S ARNr del género
Legionella.

e JFP Forward en la posicion 451 a 470.

e JRP Reverse en la posicion 836 a 817.
El fragmento amplificado es de 386pb.

La especificidad de esta técnica fue descrita por Jonas et al. 1995 y se observa a

continuacion en la tabla (tabla 6.3.1).

Tabla 6.3.1 Especificidad de la técnica de PCR del 16S ARNr diseiiada por Jonas et
al. 1995

Serogrupo Cepa? Deteccion
PCR
L. pneumophila (1) ATCC33152111 +
L. pneumophila (6) Mz +
L. pneumophila (7) ATCC 33823 Chicago-8 +
L. pneumophila (8) ATCC 35096 Concord-3 +
L. pneumophila (9) ATCC 33289 +
L. pneumophila (10) ATCC 43283 Leiden-1 +
L. pneumophila (11) ATCC 43130 797/PA/H +
L. pneumophila (12) ATCC 43290 570-CO-H +
L. pneumophila (13) RIVM 82-A-3105 +
L. pneumophila (14) ATCC 43703 1160-MN-H +
L. bozemanti (1) ATCC 33217 +
L. bozemanti (2) ATCC 35545 +
L. micdadei ATCC 33218 +
L. longbeachae (1) ATCC 33462 +
L. longbeachae (2) ATCC 33484 +
L. feeleii (2) ATCC 35849 +
P. acidovorum Mz -
P. aeruginosa Mz -
P. putida Mz -
P. cepacia Mz -
E. coli Mz -
Human T cells Mz -

2 ATCC, American Type Culture Collection; RIVM, Rijkinstituut voor
Volksgezondheid en Milieuhygiene; Mz, Institute for Medical Microbiology Mainz.
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Se buscé mejorar la sensibilidad de la PCR por lo que se disefio un cebador
interno dentro del fragmento amplificado con los cebadores disenados por
Jonas et al. 1995, y se realizdé una segunda amplificacion mediante una PCR
semianidada. El cebador disenado fue llamado ASR Reverse y se encuentra en la
posicion 655 a 635.

El fragmento amplificado fue de 234pb.

Tabla 6.3.2 Cebadores usados en la PCR directa (D) y en la PCR semianidada (SN), orientaciéon
de los cebadores, posicién, secuencia y tamaifio del amplicon

Reaccion
Cebador Orientacion  Posicion Secuencia Amplicén
de PCR2
JRP D Rev. 836-817 5-CCAACAGCTAGTTGACATCG-3’ 386pb.
JFP D, SN Fwd. 451- 470  5-AGGGTTGATAGGTTAAGAGC-3’
ASR SN Rev. 655-635 5-TTCCACTACCCTCTCCCATA-3’ 234pb

aPD: PCR directa, SN: PCR semianidada

En la primera PCR se anadieron 1oul de la extraccion de ADN a la mezcla de
reaccion de la PCR. En la tabla 6.3.3 se indican los componentes y el volumen
utilizado para conseguir 4oul de la mezcla. El volumen final de la reaccion fue
de sopl.

Los reactivos utilizados para esta PCR se pueden observar en el anexo 2.5 de

materiales y métodos.
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Los componentes de la mezcla de reaccion son:

Tabla 6.3.3 Volimenes necesarios de los componentes de la reacciéon de PCR de acuerdo a sus
concentraciones iniciales y las concentraciones finales esperadas, para 10 pl de muestra.

Reactivos Con?el.lt.raci(’)n Concentraciéon Volumen
inicial final (uL)
Agua doble desmineralizada 16.6
%&‘zrsn%ocnl ; 15{03’%11;/1 KCL, 100mM 10X X 5
Cloruro de Magnesio (MgCl.) 25 mM 1,5 mM 3
Mezcla ANTPs 2 mM 0,2 mM 5
Cebador JFP 10 uM 1uM 5
Cebador JRP 10 uM 1 uM 5
Cebador ASR 10 uM 1 uM 5
Taq polimerasa 5U/uL 2 U/uL 0,40
Muestra 10
Volumen total 50

La amplificacion de ADN en la PCR directa se realiza en un termociclador con

los siguientes ciclos:

+» Desnaturalizacion inicial 95°C 5 minutos
40 ciclos de:
Desnaturalizacion 94° 1 minuto

Hibridacién 57°C
Extension 72°C

K/

+» Extension final 72°C

K/

% Mantener amplicones a 4°C

+» Desnaturalizacion inicial 95°C

35 ciclos de:

Desnaturalizacion 94°

1 minuto y 30 segundos

1 minuto

10 minutos

La amplificacion de la PCR semianidada tiene los siguientes ciclos:

5 minutos

1 minuto
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Hibridacion 57°C 1 minuto y 30 segundos
Extension 72°C 1 minuto
+» Extension final 72°C 10 minutos

% Se pueden mantener los amplicones a 4°C.

6.4 Descripcion de la PCR de protozoos.

También se realiz6 una PCR para detectar el ADN de protozoos disenado
por Thomas et al. 2006, el fragmento utilizado corresponde al 18S ARNr de
eucariotas. La PCR disefiada por estos autores tiene 2 cebadores Forwards y

uno Revers, como se observa en la tabla 6,4.1.

Se cambiaron los dos cebadores Forwards por un cebador Forward degenerado
(Ami6 DEG), para evitar competencia entre cebadores y mejorar la
amplificacion de la PCR, como se observa en la tabla 6.4.1, donde K
corresponde a los nucle6tidos T-G y donde Y corresponde a los nucleétidos C-T

Los cebadores descritos fueron:

Tabla 6.4.1 Cebadores usados en la PCR de protozoos, orientaciéon de los cebadores, secuencia
y tamaio del amplicon

Cebador Orientacién Secuencia Amplicén
Ami 6 F1 Fwd. 5-CCAGCTCCAATAGCGTATATT-3’
Ami 6 F2 Fwd. 5°-CCAGCTCCAAGAGTGTATATT-3’
Ami6DEG Fwd. 5-CCAGCTCCAAKAGYGTATATT-3’ 618pb. H. vermiformis
Amig R Rev. 5-GTTGAGTCGAATTAAGCCGC-3’ 850pb. A. castellanii

Se modificaron los cebadores Ami6F1 y Ami6F2 para conseguir un solo cebador degenerado, que
llamamos Ami6 DEG
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Componentes de la PCR de protozoos:

Tabla 6.4.2 Volimenes necesarios de los componentes de la reaccion de PCR de acuerdo a sus
concentraciones iniciales y las concentraciones finales esperadas, para 10 pl de muestra

Reactivos Congrel?ctiraeicién Concieillllt:lacién Volumen (uL)
Agua doble desmineralizada 20,5
%a}lr;l%ocri g) %og’%ll;d KCL, 100mM 10X X 5
Cloruro de Magnesio (MgCl.) 2,5mM 1,5mM 3
Mezcla ANTPs 2mM 0,2mM 5
Cebador Ami6DEG 10 UM 0,5 UM 2,5
Cebador AmigR 10 UM 0,5 UM 2,5

Taq polimerasa 5U/uL 2,5 U/uL. 0,5
Muestra 10
Volumen total 50

La PCR de protozoos, se realiz6 en termociclador con los siguientes ciclos:

+» Desnaturalizacion inicial 94°C, 5 minutos
40 ciclos de:

Desnaturalizacion 94°C 1 min.

Hibridacion 55°C 30 seg.
Extension 72°C 2 min.
X Extension final 72°C 10 min
L Se pueden mantener los amplicones a 4°C

6.5 Visualizaciéon de los amplicones.

Se realiz6 mediante una electroforesis horizontal en gel de agarosa (2%) en TBE
1X. Se cargaron 10 ul de muestra con 3 ul de tampén de carga en cada pocillo

del gel y 13 ul del marcador molecular. Se cargaron también un control positivo
y otro negativo. Se aplico un campo isoeléctrico de 100V durante 1 hora y 15

minutos.
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Se tin6 durante 20 minutos en Bromuro de etidio y la observacion de bandas se
hizo con un transiluminador de luz UV Image Master VDS (Pharmacia,
Biotech).

7 DISENO DE UN CONTROL DE INHIBICION DE LA PCR DE
LEGIONELLA

7.1 Amplificacion y construccion del plasmido.

Se disefiaron unos cebadores hibridos a partir de la region f1 del vector pGEM®-
T (vector de Promega). Unimos estas secuencias a la de los cebadores de
Legionella JFP y JRP (Jonas et al. 1995), con lo que se obtuvo un fragmento
hibrido de 579pb.

JFP hibrido: AGGGTTGATAGGTTAAGAGCGGCCGAAATCGGCAAAATC
JRP hibrido: CCAACAGCTAGTTGACATCGGCCGTCGTTTTACAACGTC

7.2 Purificacion.

A partir de un amplicon de PCR se hizo una purificacion con el kit QIAquick
PCR Purification Kit (Qiagen, UK) (apartado 9.1.1).

7.3 Ligacion.

Los fragmentos de ADN obtenidos mediante digestion con la ligasa T4, se
ligaron al plasmido pGEM-T easy. Como se muestra a continuacion:
% 3 ul del ADN purificado

X/

% 1ul ligasa T4

L)

X/
L %4

5 ul buffer ligasa

% 1 ul vector

L)

0

» Incubacion 1 dia a 4°C
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7.4 Transformacion.

Se introdujo el plasmido recombinante en células bacterianas. Para ello se

utilizo6 una cepa de Escherichia coli, (bacterias competentes que pueden captar

ADN por transformaciéon). Como se describe a continuacién:
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Se centrifuga la ligacion.

Se anade 2 ul de la ligacion en un eppendorf en hielo.

Se anade 50 ul de células competentes el eppendorf con ligacién, y 50 ul
de células competentes al control positivo del kit.

Se mezcla suavemente y se deja 25 minutos en hielo.

Se deja incubar a 42°C durante 45 segundos.

Se vuelve a colocar en hielo durante 2 minutos.

Se agregan 950 ul de medio SOC al tubo con ligacién y al control
positivo.

Se deja 1 hora a 37°C con agitacion a 225 rpm.

Se siembran dos placas de LB/ampicilina/IPTG/x-Gal con 1ooul de la
ligacién y 1 placa con el Control positivo.

Se incuba overnight a 37°C

analizaron los resultados obtenidos comprobando el crecimiento de

colonias blancas y azules. Las placas de cultivo llevaban ampicilina para

seleccionar las bacterias que habian incorporado el plasmido (resistentes a

ampicilina). Las colonias azules son bacterias que han incorporado el

plasmido sin el inserto deseado, el color azul viene de la dinamica del gen

lac-z que codifica para la (beta)-galactosidasa y degrada el sustrato

cromogénico X-Gal con la intervencion de la molécula inductora IPTG del

medio de cultivo. Los colores sirven para diferenciar que bacterias han

incorporado el plasmido con el inserto, colonias blancas, de aquellas que no

lo han incorporado, colonias azules.
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7.5 Midiprep.

Se realiz6 un ultimo paso para conseguir una alicuota de 100 ul del plasmido
con el inserto (colonias blancas) para lo que se utilizo6 un kit de Midiprep
(Qiagen, UK).

<> Se colocaron las colonias obtenidas en 3 tubos.
<> Se centrifugd a 6000 g durante 15 minutos a 4°C.
X Se elimino el sobrenadante.

% Con el Pellet obtenido se realizaron los siguientes pasos del Kit de
Midiprep:

1. En una columna del kit se anadieron 4 ml de buffer P1.

2. Se anadieron 4ml de buffer P2, se mezcl6 por inversion y se dejé durante
5 minutos a temperatura ambiente.

3. Se anadieron 4 ml del buffer P3, se mezcl6 por inversion 4-6 veces y se
colocd durante 20 minutos en hielo.

4. Se centrifugd a 20000 g durante 30 minutos, se pasé el sobrenadante a
otro tubo.

5. Se centrifugd a 20000 g durante 15 minutos a 4°C, se paso el
sobrenadante a una columna del kit. Se colocaron 4ml de QBT y se dejo
caer por gravedad.

6. Se coloco el sobrenadante en la columna y se dejo filtrar por gravedad (se
desecho el filtrado).

7. Se realizaron 2 lavados con 10ml de buffer QC.

8. Elucidn: Se colocaron 5ml de buffer QF en la columna, se dejo filtrar y se

recogio el filtrado.

% Precipitacion de ADN:
1. Se anadieron 3,5ml de Isopropanol y se centrifug6 a 5000 g durante 1
hora.
2. Se elimindé el sobrenadante y se dej6 secar durante 5 minutos a
temperatura ambiente.

3. Se anadi6 2 ml de etanol al 70%, se centrifug6 a 5000 g durante 1 hora. Se
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elimino el sobrenadante, se dejo secar a temperatura ambiente durante 10
minutos y se resuspendio6 en 100ul de TE.

4. Se guardo a -80°C

8 CUANTIFICACION DE GENOMAS DE LEGIONELLA POR

ESPECTROFOTOMETRIA

Se determind la concentracion de ADN de legionella de las diferentes muestras
analizadas, calculando los genomas de las diferentes cepas estudiadas, a una
Absorvancia de 260nm en un espectrofotometro (Genequant pro, Amersham
Biociencies y en el Spectrophotometer ND-1000, NanoDropR), se obtuvo
también la relacion ADN/ Proteina, de cada cepa para obtener el grado de

pureza de las extracciones.

Calculando el peso molecular del genoma de Legionella pneumophila se pudo
calcular los genomas/g ADN, y de este modo conocer el nimero de genomas/ml

esperado para cada dilucion analizada.
1 genoma de Legionella pneumophila = 3397754 pb
1pb = 660 uma

3397754 pb X 660 uma = 2,24x10% uma

2,24 X 109 uma X 1g de ADN - 3,72x 105 g ADN/genoma L.pn

1molécula L. pneumophila  NA uma (6,022 x 1023)

1 genoma L. pneumophilax X g/ml = X genomas/ml

3,72 x 105 g DNA

1 genoma de L. pneumophila = 3,72 fg.
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9 SECUENCIACION DE CEPAS PURAS DE LEGIONELLA

Se realizaron secuenciaciones de las distintas cepas de referencia para realizar

una comparacion con cepas descritas en la base de datos del Genebank.

9.1 Purificacion del amplificado.

Se realiz6 previamente una PCR para obtener una amplificacién del fragmento

esperado. Posteriormente se realizO una purificacion de los amplicones

obtenidos con los kits de purificacion que se describen a continuacion.

9.1.1 QIAquick PCR Purification Kit ref: 28106(Qiagen).

Se anade el buffer PB 5 veces la cantidad de muestra.

Se centrifuga un minuto a 14000 rpm y se elimina el sobrenadante.
Se lava el filtro con 750 pul del buffer PE.

Se centrifuga durante un minuto a 14000 rpm.

Se pasa el filtro a un tubo eppendorff nuevo.

Se anaden 30 pl del buffer EB al filtro y se deja 2 minutos a
temperatura ambiente.

Se centrifuga un minuto a 14000 rpm.

Los 30 ul recuperados en el tubo eppendorff es el purificado.

9.1.2 Purificacion por columna Montage PCR ref:UFC7PC250
(Millipore).

Se inserta el filtro en una columna de purificacién del Kit.

Se pipetean 360 ul de agua estéril o TE en el filtro.

Se afiaden 40 pl del amplificado de PCR.

Se centrifuga a 4500 rpm durante 15 minutos.

Se colocar el filtro en un nuevo tubo eppendorf y se afladen 20 pl

de agua estéril o TE.
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% Se invierte el filtro y se centrifuga a 4500 rpm durante 2 minutos.
% Finalmente se elimina el filtro y se recupera 20ul de ADN

purificado.

9.2 Componentes de la PCR de secuenciacion.

1ul Terminador (BigDye terminator 3.1)

0,5 ul del cebador (JFP) y (JRP) o (ASR) diluidos 1/10
1-3 ul del amplificado

5,5 Ul agua bidestilada

Total 10 ul

9.3 Amplificacion.

La PCR de secuenciacion se realizo con los siguientes ciclos:
¢ Desnaturalizacion inicial 96°C 2 min.
25 ciclos de :
Desnaturalizacion 96°C  10min.
Hibridaciéon 57°C 5 min.
Extension 60°C 4 min.

% Se pueden mantener los amplicones a 4°C

9.4 Precipitacién.

% Se coloca 64 ul de etanol absoluto en cada eppendorff.

% Se anade 26 ul de agua bidestilada a la muestra, se pasa todo a un
eppendorff con 64 pl de etanol y agitar.

% Se deja 15 minutos a temperatura ambiente.

% Se centrifuga durante 20 minutos a 14000 rpm.

% Se elimina el sobrenadante.

% Seanaden 200 pul de etanol al 70%.

% Se centrifuga 5 minutos a 14000 rpm.
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% Se repiten dos veces los tltimos dos puntos.
% Se deja secar a temperatura ambiente.
% Se analiza el producto en un secuenciador, en los Servicios Cientifico

técnicos de la UB.

10 CONTROL DE CALIDAD DEL METODO DE CULTIVO (CARTAS
CONTROL)

La estabilidad de los viales almacenados a -80+5°C se controlan con Cartas de

Control (Control chart).

Para realizar las cartas de control de cada uno de los lotes se cultivo la cepa de
Legionella pneumophila durante 6 dias en agar BCYE y a continuacién se
obtuvo una suspensiéon de la cepa en Ringer 1/40 , hasta obtener una densidad
Optica de 0,7 a una Absorvancia de 450nm que equivale a una suspension

bacteriana aproximada de 108ufc/ml.

A partir de esta suspension se realizaron diluciones seriadas hasta obtener una
concentracion entre 20-10oufc/ml. Finalmente se reparti6 8soul de la
suspension en crioviales estériles con 150 ul de glicerol y se almacenaron a una
temperatura de -80 + 5°C. Se prepard el material de referencia y se distribuyo
en viales, se almacenaron a -80°C, se esper6é la estabilizacion de los

microorganismos aproximadamente dos semanas.

Estos resultados fueron transformados en logaritmos en base 10 y en ellos se
calcularon los limites de la grafica control:

- lamedia (x) y su desviacion estandar (s)

- El limite de aviso superior y el inferior x+2s

- Los limites de accion superior e inferior x+3s

Los resultados del lote de material de referencia que se usaron, se dibuj6 la
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carta de control, que se us6 cada vez que se realizaba un analisis donde se
buscaba controlar la calidad del proceso de cuantificacion de microorganismos
de un vial del lote. Si los resultados de los viales se encuentran dentro de los
limites establecidos se considera que el método se ha aplicado correctamente y

que los materiales han funcionado bien.

11 ANALISIS ESTADISTICOS DE LAS MUESTRAS

En cada capitulo se han utilizado distintos programas estadisticos. De forma
general se realizaron andlisis de distribucién, anélisis de medias, analisis
discriminantes, y correlaciones de Pearson y Spearman con los siguientes
programas estadisticos:

% Statgraphics v. 5.1 y Centurion XV

% SPSS vi1.1 The Statistical Package for Social Science.

%+ Microsoft Excel 2007.
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12 ANEXOS DE MATERIALES Y METODOS

1. Medios y Caldos de cultivo para microorganismos

1.1 Legionella CYE Agar Base ref :CMo0655 (Oxoid):

Activated charcoal 2.0g/L
Yeast extract 10.0 g/L
Agar 13.0 g/L

Anadir 12,5 g en 450ml de agua destilada y llevar suavemente a ebullicion hasta

disolver por completo.

1.2 Legionella BCYE suplemento de crecimiento ref: SRO110C (oxoid):

Contenido por vial:

ACES Buffer/potassium hydroxide 5.0g / 500ml
Ferric pyrophosphate 0.125g / 500ml
L-cysteina HCL 0.20g / 5o0o0ml
o-Cetoglutarate 0.50g / 500ml

Anadir asépticamente a un vial 50ml de agua destilada estéril a 50°C y mezclar
suavemente hasta disolver. Anadir el contenido del vial a 450ml de Legionella

CYE Agar base (CM655) estéril y enfriado a 50-55°C.

1.3 Legionella BCYE Suplemento de Crecimiento sin L-cisteina
ref: SR175A (oxoid):

ACES Buffer/potassium hydroxide 1.0g/ 9oml
Ferric pyrophosphate 0.025g/ 9oml
o-Cetoglutarate 0.10g/ 9oml

Anadir asépticamente a un vial 10ml de agua destilada estéril a 50°C y mezclar
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suavemente hasta disolver. Anadir el contenido del vial a goml de Legionella

CYE Agar base (CM655) estéril y enfriado a 50-55°C.

1.4 Legionella (GVPC) suplemento selectivo ref: SRO152E (Oxoid):

Contenido por vial:

Ammonia free glycine 1.5g / 500ml
Polymyxin B SO, 40,000 IU
Vancomycin HCL 0.5mg / 500ml
Cycloheximide 40.0mg / 5o0o0ml

Anadir asépticamente a un vial 10ml de agua destilada estéril a 50°C y mezclar
suavemente hasta disolver. Anadir el contenido del vial a 500ml de Legionella
BCYE -o Medium agar base (CM0655+SR0110) estéril y enfriado a 50-55°C.

1.5 Plate Count Modified Agar ref: 01329 (Scharlau).

Agar modificado recomendado para el recuento en placa de aerobios.

Casein peptone 5,0 g/L
Yeast extract 2,5g/L
Dextrose 1,0 g/L
Agar 9,0 g/LL

Disolver 17,5g del polvo en 1 litro de agua destilada. Calentar hasta ebullicion

con agitacion constante. Esterilizar al autoclave 15 min. a 121°C.

1.6 Glutamate Starch pseudomonas agar (GSP Agar) ref: 01092
(Scharlau)

Medio so6lido semiselectivo y diferencial para el aislamiento de Pseudomonas y

Aeromonas
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Sodium L(+) Glutamate 10,00g/L
Soluble Starch 20,00g/L
Monopotassium phosphate 2,00 g/L
Magnesium sulfate 0,50 g/L
Phenol red 0,36 g/L

Agar 15,00 g/L

Se resuspende 48 gr de medio en 1 L de agua destilada y se lleva a ebullicion. Se
autoclava durante 15 minutos a 121°C se enfria a 50°C y se afiade penicilina G
sodica (100mg/ml) para Pseudomonas y para Aeromonas la misma
concentracion de penicilina y se afade 2mg/ml de ampicilina.

Las colonias de Pseudomonas son de forma ovalada con bordes bien definidos
de color rosa fuerte y emiten fluorescencia con este medio.

Las colonias de Aeromonas son pequenas de forma ovalada y de color amarillo
palido.

Las dos tipos de colonias crecen a las 48 horas a 30°C.

1.7 Medio de cultivo de trigo para Protozoos.

Trigo 50 gr
Na:HPOQO,4-12H-0 1,3 gr
Agua destilada 1L

Se hierven 50 gramos de trigo en 1L de agua destilada durante 15-20 minutos.
Se filtra el medio con papel de filtro y nuevamente con un filtro de 0,45 um. Se
agrega agua destilada hasta enrasar a 1L. Finalmente se agrega 1,3 gramos de

Na.HPO,-12H,0. Se autoclava durante 15 minutos a 121°C.

1.8 Medio LB liquido
Peptona 10g/L
Extracto de levadura 5g/L
NaCl 58/L
AjustarelpH a7

Autoclavar 15 minutos a 121°C.

69



Materiales y Métodos

1.9 Medio LB sélido con Ampicilina - X-gal e IPTG (sigma)

Se prepara 500 ml de medio LB s6lido. Una vez autoclavado, se anade 500 ml

de una solucion de Ampicilina (50 mg/ml).

Una vez enfriadas las placas, se extiende sobre cada placa 40 ml de una solucion
de X-gal (20 mg/ml en dimetil-formamida) y 4 ml de la soluciéon de IPTG (200
mg/ml en agua destilada estéril). Se deja en la estufa a 37°C durante 4-6 horas

antes de usarlas para colocar el cultivo con células transformadas.

2. Test, buffers, reactivos y diluyentes utilizados para la
identificacion de Legionella spp.

2.1 Test de aglutinacion (Legionella latex test) ref:DR o08oo0M
(Oxo0id)

La prueba de aglutinacion de latex para la identificacién de las especies mas
frecuentes de Legionella a partir de los cultivos en placa, permite la
identificacion de Legionella pneumophila serogrupo 1y de los serogrupos 2-14,
asi como la identificacion de otras 7 especies de Legionella implicadas en
infecciones humanas ( L. longbeachae, L. bozemanii 1 y 2, L. dumoffii, L.

gormanii, L. jordanis, L. micdadei, L. anisa)

2.2 Buffer acido (ISO 11731-2:2004. Detection and enumeration of
Legionella)
Solucion A: 0.2 mol/L HCI
Solucion B: 0.2 mol/L KCl
Mezclar 3.9ml Solucion A + 25ml de la Solucion B, ajustar el pH a 2,2+0,2
(solucién de KOH a 1M).
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2.3 Diluyentes para el aislamiento de Legionella

< PBS

NaCl 8g/L
KCl 0,2g/L
Na2 HPO4 1,44g/L
KH2PO4 0,24g/L
agua destilada 1L

Se ajusta a un pH 7,4 y se esteriliza con autoclave 20 minutos a 120 °C

% RINGER 14

NaCl 2,250 g/L
KCl 0,105 g/L
CaCl 1,44g/L
NaHCO3 0,050 g/L
agua destilada 1L

Se esteriliza en autoclave 20 minutos a 120 °C
2.4 Reactivos para la PCR
% Polimerasa:
Se usa la Amplitaq DNA Polymerase con BufferIl (500mM KCl, 100mM Tris-
HCL, pH 8,3) de Applied Biosistems (Ref. N808-0161)
% Nucleoétidos:
A una concentracion inicial de 1omM de Applied Biosistems (Ref. N808-

0007).

s Cebadores:

A una concentraciéon de 100mM de la casa comercial Isogen.
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% Cloruro de magnesio:

A una concentracion de 25mM de Applied Biosystems (Ref. E 12850)

< TBE 10X

Tris Base 108g
EDTA 9,38
acido borico 558

agua bidestilada 1L

Se utiliza el TBE a 1X

s TE (Tampoén de Elucion)

1omM Tris

0,1 mM EDTA

% Agarosa estandar media EEO de Ecogen (Ref:AG-220)

% Marcador de peso molecular y tampon de carga

El marcador es el Ox174DNA/Haelll de Promega. (Ref: G1761) y el cargador
Blue/Orange 6x Loading Dye (Ref: G190A).
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Capitulo I: Implementacion de métodos

RESULTADOS

1 IMPLEMENTACION DE TECNICAS DE AISLAMIENTO Y
DETECCION DE LEGIONELLA

En este capitulo se implementaron y pusieron a punto métodos de aislamiento
e identificacion de Legionella. Asi como el control de calidad del material de

trabajo para su aplicacion en muestras ambientales.

1.1 Recuperacion de células de Legionella aplicando el

método de concentracion por filtraciéon.

El analisis de la presencia de Legionella spp. en los sistemas de agua caliente y
en las torres de refrigeracion se basa en la aplicacion de la Norma ISO 11731,
1998 (materiales y métodos 4.1). La norma determina la concentraciéon de las
muestras de agua por filtracion, pero no especifica la recuperacion de células
con este método. Con el fin de conocer cudl es la eficacia de recuperacion de este
proceso, se cuantifico el porcentaje de células recuperadas a partir de una
concentracion celular conocida, se doparon botellas que contenian 1 litro de
agua mineral estéril con distintas concentraciones de Legionella pneumophila
ATCC 33152, se agitaron durante 10 segundos, se dejaron reposar 30 segundos y

se filtraron de acuerdo con el protocolo propuesto por la ISO 11731-1998.
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Tabla 1.1.1 Namero de células inoculadas en muestras de agua y el porcentaje de recuperacién
de células de Legionella con el método de filtracion recomendado por la ISO 11731-1998.
N© células N© células %
. (V]
Muestra inoculadas recuperadas

ufe/L ufe/L Recuperacion
A 3,38 x104 5,08 X 103 15%
) A 3,38 x104 4,29 X103 13%
Experimento B 3,38 x103 5,50 X 102 16%
1 B 3,38 x103 5,00 X 102 16%
C 3,38 x102 1,30 X 102 38%
C 3,38 x102 1,40 X 102 41%
Experimento A 1,50 X104 1,37 X103 9%
> B 1,50 X103 2,90 X 102 19%
C 1,50 X102 5,50 X 10! 37%
Experimento A 6,24 X103 1,60 X 103 22%
3 B 6,24 X102 1,40 X 102 26%
Porcentaje de o
Recuperacion 23%
Mediana 19%

En esta tabla se muestra la recuperacion de células obtenidas por el método de
filtracion, las pruebas se realizaron con filtros de nylon de 0,45 um (Millipore,
UK).

Se realizaron 3 experimentos: el primero, fue realizado con una réplica y una
lectura inicial de células de 3,38x104 ufc/L, el segundo con una lectura inicial de
1,50x104 ufc/Ly el tercero con namero inicial de células inoculadas de 6,24x103
ufc/L, (tabla 1.1.1).

El porcentaje de recuperacion entre todas las réplicas oscil6 entre el 9% y el
41%, obteniendo un valor medio del 23% con una desviacion estandar de 11,08 y

una mediana del 19%.

De acuerdo con estos datos se estimo el limite de recuperacion aproximado de la
técnica de filtracion propuesta por la normativa ISO 11731-1998. Considerando
que se analiz6 una décima parte de las células dopadas inicialmente y que la
eficiencia de recuperacion fue un 23%, el limite de recuperacion de células

viables es 44 ufc/L para una recuperacion final de 1 célula/L de L. pneumophila.
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1.2 Control de calidad de los métodos de cultivo aplicando

cartas de control para L. pneumophila ATTCC 33152.

Con el fin de controlar la calidad del método de deteccidon y cuantificacion de
Legionella por cultivo, se desarroll6 un material de referencia para asegurar la
obtencion de resultados de acuerdo con los requisitos definidos de calidad del
método de aislamiento y cuantificacion de Legionella. Para esto se sembraron
0,5 ml por duplicado de las diluciones realizadas con la cepa de referencia
Legionella pneumophila ATCC 33152, en placas de BCYE, para obtener el
numero inicial de células esperado. Posteriormente, se realizé la cuantificacion

en agar BCYE de viales criopreservados a (—80 +5)°C a lo largo del tiempo.

Para el control de este material de referencia se realizaron cartas de control, en
las que se representaron la media de los resultados obtenidos y los limites

internos de tolerancia (x+2s) y externos de accion correctora (x+3s).

Un diagrama de control puede indicar una condiciéon fuera de control cuando
uno o mas puntos se hallan fuera de los limites, o bien, cuando los puntos
exhiben un patrén de comportamiento no aleatorio. Los limites de alerta avisan
de un incremento de la desviacion y que en medidas sucesivas el procedimiento

podria alcanzar el limite de accién.

1.2.1 Carta de control

Se realizaron varias cartas de control con el programa estadistico Statgraphics
Centurion XV, la carta de control que se utiliz6 a lo largo de todo el estudio se
observa en la figura 1.2.1.1. Esta carta se realiz6 a partir de una suspensiéon de
células de L. pneumophila congeladas a -80°C. Se congelaron 120 crioviales, se
sembraron dos placas de BCYE con 0,5ml de cada vial antes de cada
experimento o al realizar analisis ambientales, para el control de calidad del

medio de cultivo utilizado (materiales y métodos apartado 10).
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Figura 1.2.1.1 Carta control de L. pneumophila ATTCC 33152.
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LSA: Limite Superior de Accién, LIA: Limite Inferior de Accion

En este tiempo se observd que los microorganismos preservados en los
crioviales se mantuvieron estables, no alcanzaron en ningin caso el limite de
accion correctora, la cuantificacion de los microorganismos se fue estabilizando
a lo largo del tiempo y no se vio comprometida la estabilidad del lote (figura

1.2.1.1).

2 TECNICAS MOLECULARES DE DETECCION DE LEGIONELLA EN
MUESTRAS DE AGUA

La deteccion de ADN en muestras de origen acuatico se realiz6 mediante la
técnica de la PCR.

2.1 Limite de deteccidon de la técnica de PCR.

Se realiz6 una PCR directa basada en los cebadores disefiados por Jonas et al.

1995:
JFP (5-AGGGTTGATAGGTTAAGAGC- 3)
JRP (5-CCAACAGCTAGTTGACATCG-3)

amplifica un fragmento de 386 pb que codifica para una region del 16S ARNr.
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Se disefid6 un cebador interno ASR (5-TTCCACTACCCTCTCCCATA-3’), que
amplifica un fragmento de 234pb para una PCR semianidada (materiales y

métodos 6.3).

Se determino el limite de deteccion de ADN para distintas cepas de Legionella
aplicando esta PCR semianidada. El limite de deteccion se calcul6 determinando
el nimero de células y el nimero de genomas que se amplificaba en cada una de
las reacciones. El numero de células viables se obtuvo a partir de una
suspension del cultivo de la cepa de L. pneumophila ATCC 33152. Este proceso

se realiz6 de acuerdo con lo expuesto en el apartado 8 de materiales y métodos.

Se realiz6 la cuantificacién de genomas por espectrofotometria de las distintas
diluciones. Con el analisis de las muestras a una Abs260onm (espectrofotémetro
Genequant pro, Amersham Biociencies) se obtuvo la concentracion de ADN y la

relacion ADN/Proteina de cada cepa.
A partir de estos datos y conociendo el peso molecular del genoma de Legionella

(base de datos del Genbank) se pudo calcular el nimero de genomas por

reaccion (materiales y métodos apartado 8).
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2.1.1 Limite de deteccion de la técnica de PCR diseiiada por Jonas et

al. 1995, con la cepa Legionella pneumophila ATCC33152

Tal como se observa en la figura 2.1.1.1 se obtuvieron amplicones de Legionella
pneumophila ATCC 33152 hasta la dilucién 10-5. En este caso la concentracion
de células inicial fue de 2,00x107 ufc/ml, por lo tanto se produjo amplificacién
hasta 2,00x102 ufc/ml que equivale tedricamente a 2 células viables por
reaccion, tomando en cuenta que cada reaccion de PCR corresponde a una

décima parte de la concentracion inicial de células (tabla 2.1.1.1).

Realizando el calculo por espectrofotometria a partir de la extraccion de ADN de
L. pneumophila, de la suspension inicial de 2,00x107 ufc/ml se obtuvo una
concentracion de ADN de 0,032ug/ul y una relacion ADN/Proteina
260/280=1,808 que indica la pureza de la extraccion. Esta concentracion de
ADN equivale a 6,80x109 genomas de Legionella /ml, por lo que se calcul6 que
se habian amplificado 7,40x102 genomas en la reaccion de la dilucion 105 (tabla

2.1.1.1).

Fig. 2.1.1.1 Foto de la PCR disenada por Jonas et al. 1995, para L. pneumophila ATCC 3

M -3 -4 -5 -6 -7 -8 -9 -10 -11 -12 -13 C- M
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Tabla 2.1.1.1: Cuantificacién de L. pneumophila ATCC 33152 con la PCR disefiada por
Jonas et al. 1995.

Diluciéon 101 102 103 104 105
Cultivo
>1000 >1000 >1000 >1000 2,00 X102
ufc/ml
Células/Reaccion
20000 2000 200 20 2
PCR
Genomas/Reaccion

8,60x106 8,60x105 8,60x104 8,60x103 8,60 x102

Cultivo inicial: 2,0 x107 ufc/ml, Genomas iniciales: 8,60 x109 genomas/ml

En la primera fila de esta tabla se indica la cuantificacion mediante el recuento
de células viables por mililitro, comenzando con una concentracion inicial de
2,0 x107 ufc/ml. En la segunda fila el namero de células por reaccion de PCR y
en la tercera fila el nimero de genomas Legionella/reacciéon, comenzando con
una concentracion inicial 8,60 x109 genomas Legionella /ml, calculado a partir
del resultado obtenido por espectrofotometria, (DU® 730 Life Science UV/VIS

Spectrophotometer. Beckamn Coulter).
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2.1.2 Limite de deteccion de la técnica de PCR semianidada con la

cepa L. pneumophila ATCC33152

Con el fin de incrementar la deteccion de ADN de Legionella se puso a punto
una PCR semianidada. Para ello se disefi6 un cebador interno ASR de 234pb
5-TTCCACTACCCTCTCCCATA-3’, como se describe en el apartado 6.3 de

materiales y métodos.
Con el mismo crecimiento de Legionella pneumophila ATCC33152 y las

diluciones seriadas utilizadas en el apartado anterior, se realiz6 la extraccion de

ADN para una PCR semianidada.

En esta PCR semianidada se obtuvieron amplicones de Legionella pneumophila

ATCC 33152 hasta la dilucion 1077 como se observa en la figura 2.1.2.1.

Fig. 2.1.2.1 Foto de la PCR semianidada de L. pneumophila ATCC 33152
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Tabla 2.1.2.1 Cuantificacion de L. pneumophila ATCC 33152 usando la PCR semianidada.

Dilucién 101 102 1073 104 105 106 1077
Cultivo
>1000 >1000 >1000 >1000 2,00X102 4,5X10! 4,00 X10°
ufc/ml
Células/Reaccion
PCR 40000 4000 400 40 4 0,4 0,04

Genoma/Reaccion 8,60 x10° 8,60 x105 8,60 x104 8,60 x103 8,60 x102 8,60 x10! 8,60 X10°

Cultivo inicial: 4,0 x107ufc/ml, Genomas iniciales: 8,60 x109 genomas,/ml

Como se observa en la tabla 2.1.2.1, el cultivo inicial de células tuvo un recuento
de 4,0 x107 ufc/ml, con este valor se calcul6 el limite de deteccion de la PCR
semianidada. Se obtuvieron amplicones hasta la diluciéon 107, esto corresponde
a 4,00x 10° ufc/ml, lo que tedricamente equivale a una deteccién de 0,04 células

viables por reaccion.

Se realizo una medicion con un espectrofotémetro, la concentracion de ADN de
la cepa que fue 0,032ug/ul y se calcul6 el nimero de genomas/ml de Legionella
(hasta la dilucién 107), por lo que se obtuvo un limite de deteccién de 8,60 x10°

genomas Legionella/reacciéon de esta PCR (tabla 2.1.2.1).

El limite de deteccion de la PCR semianidada de L. pneumophila ATCC33152

fue 100 veces superior a la PCR directa realizada para esta cepa.
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2.1.3 Limite de deteccion de la técnica de PCR semianidada con la
cepa Legionella pneumophila de origen ambiental serogrupo 2-14

A partir de una muestra ambiental de agua sanitaria, se aisl6 una cepa
ambiental que correspondia a L. pneumophila serogrupo 2-14. A partir de una
dilucion seriada del cultivo en placa de esta cepa se buscé el limite de deteccion

de la PCR semianidada.

Tal como se observa en la figura 2.1.3.1 se detectaron amplicones de Legionella

pneumophila sg 2-14 en la PCR semianidada, hasta la diluciéon 107.

Fig. 2.1.3.1 Foto de la PCR semianidada de L. pneumophila sg 2-14 de origen ambiental.

86



Capitulo I: Implementacion de métodos

Tabla 2.1.3.1 Cuantificacion de L. pneumophila serogrupo 2-14 usando una PCR semianidada.

Dilucién 102 103 1074 105 107 107
Cultivo inicial >1000 >1000  1,40X103 1,21X10%2 1,40 X10' 6,00 X10°
ufc/ml 40 X ;21X 40X 00X
Celula;/(l:{lgaccmn 6000 600 60 6 0,6 0,06

Genoma/Reaccion 4,04 X105 4,04X104 4,04X103 4,04X102 4,04X10! 4,04X10°

Cultivo inicial: 6,0 x10° ufc/ml , Genomas iniciales: 4,04x109 genomas/ml

La concentracion de células inicial para esta cepa tuvo un recuento de 6,06 x 10°
ufc/ml, se detect6 amplificacion hasta la diluciéon 107, correspondiente a 6,00x
10° ufc/ml de L. pneumophila, lo que equivale tedricamente a 0,06 células

viables por reaccion (tabla 2.1.3.1).

A partir de la extraccion de ADN de L. pneumophila, aislada de agua sanitaria
caliente, con una suspension inicial de 6,00x10° ufc/ml, se obtuvo por
espectrofotometria una concentraciéon de ADN de 0,015 pg/ul, lo que equivale a
una concentracion inicial de 4,04x109 genomas Legionella/ml; por lo tanto en la
PCR semianidada se detect6 la amplificacion de 4,04x10° genomas

Legionella/reaccion en la reaccion de la diluciéon 1077.
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2.1.4 Limite de deteccion de la técnica de PCR semianidada con la

cepa L. longbeachea ATCC 33462

Se trabajo con otra cepa de referencia, en este caso una cepa de Legionella

longbeachea ATCC 33462.

Como se observa en la figura 2.1.4.1 se obtuvieron amplicones de ADN de L.

longbeachea hasta la dilucion 10-.

Fig. 2.1.4.1 Foto de la PCR semianidada de L. longbeache ATCC 33462

Mg § B
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Tabla 2.1.4.1 Cuantificacion de L. longbeachea ATCC 33462, con una PCR semianidada.

Dilucion 101 102 103 10-4 105
Cultivo inicial
ufe/ml >1000 >1000 >1000 4,50 X102 4,00 X10!
Células/Reaccion
PCR 4000 400 40 4 0,4

Genoma/Reaccién 8 08 x106¢ 8,08 x105 8,08 x10¢ 8,08 x103 8,08 X102

Cultivo inicial: 4,0 x10%ufc/ml , Genomas iniciales: 8,08 x109 genomas/ml,

La concentracion inicial del cultivo en placa de este microorganismo tuvo un
recuento de 4,0x10°ufc/ml, a partir de esta concentracion se calculo el limite de
deteccion de la PCR semianidada. Se calculé que usando esta PCR se detectaban
hasta 4,00x10! ufc/ml en la diluciéon 105, o lo que equivale tedéricamente 0,4

células viables por reaccion, tabla 2.1.4.1.
La concentracion de ADN obtenida para esta cepa por espectrofotometria fue de

0,030 pg/ ul, que equivale a 8,08 x109 genomas Legionella/ml, por lo que el

limite de deteccién fue 8,00x102 genomas Legionella/reacciéon (tabla 2.1.4.1).
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2.2 Comparacion de métodos de extraccion de ADN de

muestras con inhibidores de PCR.

La técnica de PCR es muy sensible y muchos productos pueden inhibir su

funcionamiento.

Con el fin de eliminar los inhibidores de la PCR semianidada (SN-PCR),
presentes en muestras ambientales se compar6 la eficacia de tres métodos de

purificacion y extraccion de ADN.

El primer método Chelex 100 Bath Method de Bio-Rad (materiales y métodos
6.2.3), es usado comunmente para la ultrapurificacion de muestras con
presencia de metales. Esta resina se utilizo para eliminar los posibles
inhibidores de las muestras y posteriormente se realiz6 la extraccion del ADN

basada en el protocolo de Van Eys et al. 1989. (materiales y métodos 6.1)

El segundo método de purificacion y extraccion de ADN que se uso6 fue la resina
Molecular Biology Grade AG501-X8 de Bio-Rad (materiales y métodos 6.2.2),
que se usa comunmente para la desionizacion de muestras de agua. Este método
permite ademas de la purificacion de la muestra la extraccion del ADN.
Finalmente, el ultimo método probado para este experimento fue el Qiamp
DNA Mini Kit de Qiagen (materiales y métodos 6.2.1), que se utiliza para
muestras liquidas muy contaminadas, ya que permite eliminar los
contaminantes o inhibidores de la muestra y se utiliza la purificacion y

extraccion del ADN.

Para realizar las pruebas se us6 como muestra control la cepa de referencia
Legionella pneumophila serogrupo 1 ATTCC 33152, ademas de varias muestras
ambientales de agua sanitaria, que fueron recogidas de distintos sistemas de
agua de edificios. Estas muestras dieron resultados positivos por cultivo de
células viables de Legionella pneumophila que fueron confirmadas con agar
BCYE sin cisteina y por serologia. Los recuentos de viables obtenidos estuvieron

entre 104-105ufc/L, pero en cambio no dieron resultados positivos por SN-PCR.
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Tanto las muestras ambientales como los controles positivos se amplificaron
mediante la SN-PCR de género, después de ser tratadas utilizando los tres
métodos de purificacion y extraccion de ADN. Los resultados se observan en la

figura 2.2.1.

Fig. 2.2.1 Resultados de muestras ambientales con la PCR semianidada, utilizando métodos de extraccion

y purificacion de muestra con inhibidores.

CT
N
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M1, M2,M3: muestras ambientales 1, 2 y 3 Q: Qiamp DNA Mini Kit, R: Resina AG501-X8, CH: Chelex
100, CT: Extracciéon de choque térmico (Van Eys et al. 1989).

En esta figura se pueden observar las muestras ambientales M1, M2 y M3 a las
que se realizd una extraccion térmica basada en el protocolo de Van Eys et al.
1989, dieron resultados negativos, mientras que el control con la cepa de
referencia fue positivo. Se puede observar también los resultados obtenidos de
la muestra ambiental M1 tratada con cada uno de los métodos de purificacion y

extraccion de ADN.

En todos los casos los controles positivos fueron correctos, mientras que la

muestra ambiental solo fue positiva al ser tratada con la Resina AG501-X8 de
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Bio-rad. Esta prueba se realizé con 6 cepas ambientales y en todos los casos el

método de resina fue el que dio resultados positivos de amplificacion.

Se realiz6 una ultima PCR semianidada de las 6 cepas ambientales que fueron
positivas por cultivo y negativas por PCR. En la figura 2.2.2 se pueden observar
los resultados obtenidos de cada muestra ambiental y una réplica, después de

haber sido tratadas con el método de purificacion con la Resina AG501-X8.

Fig. 2.2.2 Resultados de muestras ambientales con la PCR semianidada, utilizando métodos de

extraccion y purificacion de muestra con inhibidores.
REPLICA
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M1, M2, M3, M4, M5,M6: Muestras ambientales del 1-6, tratadas con la Resina AG501-X8

Los resultados indican que la amplificacion de las muestras ambientales que
eran positivas por cultivo y negativas por PCR, al utilizar el método de
purificacion de la muestra con la Resina AG501-X8, dieron resultados positivos
por SN-PCR. Esta resina fue la que funcion6 mejor para la eliminacion de
inhibidores en este tipo de agua.
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2.3 Diseno de un control de inhibicién de PCR.

Un control de inhibiciéon (CI), consiste en un constructo quimérico de ADN, que
se amplifica bajo las mismas condiciones y con los mismos cebadores que el
ADN diana del organismo que se quiere detectar y a la vez tiene un tamano
suficientemente diferente para que se pueda identificar su banda en un gel de
agarosa. Este oligonucleotido anadido a las reacciones de PCR junto con la
muestra, permite discernir entre un resultado negativo debido a la ausencia del
ADN diana, de un resultado negativo debido a la presencia de inhibidores en la

reaccion.

Para construir el control interno se usé la regiéon fi del vector pGEM®-T
(Promega, UK). Se disenaron unos cebadores hibridos uniendo cebadores
especificos de la region f1 del vector a los cebadores de Legionella del gen 16S
ARNr, JFP y JRP, (Jonas et al. 1995).

Posteriormente, mediante estos cebadores hibridos se realiz6 una PCR usando
de molde el vector pPGEM®-T, dando como resultado un fragmento de 579 pb,
flanqueado por regiones complementarias a los cebadores de Legionella (fig

2.3.1).
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Figura 2.3.1 Diagrama de la formacién de cadenas hibridas
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JFP hibrido: AGGGTTGATAGGTTAAGAGCGGCCGAAATCGGCAAAATC

JRP hibrido: CCAACAGCTAGTTGACATCGGCCGTCGTTTTACAACGTC
JRP hibrido

JRP —

_— JFP

JFP hibrido

b
579p Cadena hibrida

Este amplicon se purificé usando la resina comercial Molecular Biology Grade
(Bio-Rad, UK) (materiales y métodos 6.2.2) y posteriormente se introdujo en el
vector pGEM®-T easy, mediante ligacion con ligasa T4 tal como se explica en

materiales y métodos 7.3.

Para producir mayor cantidad de constructo génico, se transformaron células
competentes de Escherichia coli DH5-a, con el plasmido obtenido.

Las colonias transformadas (blancas) se seleccionaron segun lo descrito en el
apartado 7.4 de materiales y métodos. Con el objetivo de obtener un purificado
del plasmido se realizé una Midiprep, con el kit de Midiprep (Qiagen, UK),

materiales y métodos 7.5.
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Se realizaron pruebas del limite de deteccion del CI con la PCR, realizando
diluciones seriadas desde una concentraciéon conocida de 107 hasta la dilucién

101, como se observa en la figura 2.3.2.

Fig. 2.3.2 Resultados del limite de deteccién del CI
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Se encontrd que la concentracién méaxima detectable por la PCR era 1045 copias

gendmicas/reacciéon de CI.

El fragmento amplificado del control de inhibicion es de 579 pb, a una
concentracion de 105 copias gendmicas/reaccion, fue anadido a todas las
reacciones de PCR de Legionella en las que la extraccién con el método de

purificacion por resinas (AG-X8), no eliminaba la inhibicion de la amplificacion.

Se realizaron pruebas con la cepa de Legionella y el CI, utilizando diferentes

diluciones, como se puede ver en la figura 2.3.3, a continuacion:
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Fig. 2.3.3 Resultados de la PCR con una muestra ambiental y un control de PCR.

Cl10° Cl1055 CI 105

-

CI _—

e .

579pb —
Legionella —
234pb ——

En la figura 2.3.3, se observa que a concentraciones de 10°, 1055 y 105 del
Control de inhibiciéon y de diluciones de 106 y 107 de Legionella, existe una
fuerte competencia entre el CI y el ADN diana en las reacciones. A causa de ello
este control se utiliz6 de forma externa, es decir, para cada muestra se
realizaron dos amplificaciones, una directa (solo muestra) y a la otra se anadia
el CI (muestra + CI) (fig. 2.3.4). En el caso que el resultado sea negativo para la
muestra y positivo para el CI se considera que no hay inhibicion de la

amplificacion.
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Fig. 2.3.4 Resultados posibles de la PCR con una muestra ambiental y un control de PCR.

1 2 3 4
cI M M+CI M M+CI M M+CI M M+CI
579 pb ——> = —
Legionella —» wm — —
234 pb

M: Muestra ambiental; CI: Control de Inhibicién

Los posibles resultados de la PCR con control de inhibicion son los siguientes:

1.

La muestra es positiva, en el tubo control ha habido competencia
entre las dos dianas y solo se observa la banda del control, lo que
indica que hay poco ADN muestra.

La muestra es negativa y no ha habido inhibicién ya que se
detecta la banda del CI.

La muestra es positiva, en el tubo control ha habido competencia
entre las dos dianas y solo se observa la banda de la muestra en
los dos tubos, lo que indica que hay mucha cantidad de ADN
muestra.

En el tubo control no se detecta banda por lo que ha habido

inhibicion de la PCR y por lo tanto no se puede concluir si la
muestra es positiva o negativa.
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DISCUSION

Muchos autores han recomendado diferentes métodos con enfoques muy
distintos para la monitorizacion de Legionella en el ambiente (Reinthaler et al.
1983, Vickers et al. 1987, CDC, 1992). En este estudio se aplico la técnica de
cultivo en placa y la técnica molecular de PCR para la determinaciéon de
Legionella en las muestras de agua. Los métodos de cultivo son especialmente
importantes debido a que proporcionan las bases para tomar decisiones sobre la

desinfeccion de sistemas de agua (Shelton et al. 1993).

La utilizacion de los distintos métodos de cultivo propuestos para muestras
ambientales, dan lugar a discrepancias en la interpretacion de los resultados,
debido por ejemplo a factores como la estandarizacion de la toma de muestras y
los puntos representativos del sistema (TA et al. 1995). En este estudio la
normativa utilizada fue la ISO 11731-1998, Water quality-detection and
enumeration of Legionella, que fue concebida para el aislamiento y
cuantificacion de Legionella de muestras ambientales incluyendo agua potable,
industrial y natural. Esta pensada para muestras concentradas por filtracion de
membrana o centrifugacion, y contempla que se deben realizar tratamientos
acidos, térmicos y una siembra directa en placas de BCYE. También indica que
si la muestra tiene sedimentos, depdsitos o limos se debe diluir y sembrar
directamente. Sin embargo, a pesar de que todas estas medidas se encuentran
bien definidas en la normativa tanto como la toma de muestra, el transporte y la
conservacion, no se indica el limite de recuperacion de las técnicas de
concentracion, que posiblemente dependen del tipo de matriz, de filtro y de la

presion de filtracion.

Considerando que este trabajo se iba a centrar en muestras de agua con baja
turbidez, se realizaron varias pruebas de recuperacion de Legionella, con el
meétodo de filtracion con membranas de nylon de 0,45 um, se doparon diversas
muestras de agua mineral, con concentraciones de 104 ufc/ml hasta 102 ufc/ml y
se obtuvieron porcentajes de recuperacion entre el 9% y el 41%. Finalmente la
estimacion de la eficiencia de recuperacion de este método fue un 23%

(44ufc/L). Estos datos estan de acuerdo con trabajos publicados por otros
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autores como Boulanger et al. 1995, que realizaron estudios sobre la eficiencia
de recuperaciéon del método de filtracion, utilizando filtros de membrana de
policarbonato de 0,22um con jeringas. Con una concentracién inicial de
Legionella de 103y 10°ufc/ml, tuvieron una eficiencia de recuperacion del 52%.
Sin embargo, describen que encontraron una gran variabilidad en Ila
recuperacion (entre 15% y 91%) y que a pesar de que este método es mas
eficiente que la centrifugacién, es considerablemente impreciso para la
estimacion de la concentracion de Legionella. Brindle et al. 1985 describieron
resultados similares en su estudio, en lo que se refiere a la falta de precision de
los métodos de concentracion de Legionella, a su vez describen que el resultado
obtenido por el método de filtraciéon, un 43%, fue parecido al obtenido por
centrifugacion. Otros autores como Voss et al. 1984 encontraron eficiencias de
recuperacion por filtracion y centrifugacion muy bajas entre un 10% y 20%.
Payment et al. 1989, utilizaron filtros de cartuchos electronegativos y tuvieron
resultados similares, con una recuperacion entre el 14% y el 55% dependiendo
del volumen filtrado. Estos autores concluyen que los métodos de concentracion
son imprecisos, tienen una baja sensibilidad y se podrian evitar parte de los
errores del método con concentraciones iniciales de la bacteria mayores a 103

ufc/ml.

Por otra parte en este capitulo se implementaron materiales de referencia con el
fin de obtener un control de calidad del proceso de cultivo, a través de las cartas
control, ya que su uso viene ligado a los procesos de control de calidad y

calibracion.

La utilizacion de los programas de calibracion en los laboratorios garantiza que
las medidas sean trazables a los materiales de referencia certificados (Méndez,
1997). De esta forma el laboratorio garantiza la obtencién de resultados de
acuerdo con los requisitos de calidad definidos. En este estudio el control de
viales de Legionella, criopreservados durante un periodo largo de tiempo,
mediante una carta control fue exitoso, se logr6 mantener estable el stock
durante el tiempo de los estudios ambientales realizados, asegurando asi un

buen uso del material de cultivo.
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Asi también se realiz6 el analisis molecular de los limites de deteccién mediante
una PCR semianidada, disefiada para el gen 16S ARNr del género Legionella,
con la cepa de referencia Legionella pneumophila sg 1 ATCC33152, la cepa de
referencia de Legionella longbeachea ATCC 33462 y las cepas ambientales
obtenidas de muestras de agua sanitaria. En la bibliografia existen otros
protocolos de PCR con limites de deteccion variable. Autores como Miyamoto et
al. 1997, describen 1 fg como el limite de deteccion de la PCR semianidada del
16S ARNr de su estudio, sin embargo, no explican la correspondencia entre
fentogramos y el nimero de copias genomicas. Otros autores como Fiume et al.
2005, tampoco son precisos en su calculo del limite de deteccion; en sus
estudios utilizan una PCR anidada del gen mip, considerando que 1 fg
corresponde aproximadamente a 1 o 2 genomas, y determinan que su limite de
deteccion son 5 fentogramos. En el caso de Bram et al. 2007 para una PCR del
16S ARNT, su limite de deteccion es de 10 fg y se basan en que anteriormente fue
descrito por Wellinghausen et al. 2001, quienes determinan que 1 genoma de
Legionella equivale aproximadamente a 4,3 fg. Autores como Catalan et al. 1994
y Nintasen et al. 2007, que realizaron una PCR anidada para el gen mip, se
basan en esta misma equivalencia y afirman que el limite de deteccion de las

PCR que describen es de 4,3 fg.

Segun lo expuesto en el apartado 8 de materiales y métodos de este trabajo, 1
genoma de L. pneumophila ATCC33152 corresponde a 3,72 fg, por lo que el
limite de deteccion para las diferentes cepas de Legionella estudiadas en este
capitulo difiere de lo expuesto por los autores citados anteriormente. En el caso
de la PCR semianidada de L. pneumophila sg 1 el limite de deteccidon de este
trabajo son 8 genomas/reaccion, en el caso de la cepa ambiental el limite de la
PCR semianidada son 4 genomas/reaccion y en el caso de L. longbeacheae son

8,00x102 genomas/reaccion.

Se realiz6 también una valoraciébn de varios métodos de eliminaciéon de
inhibidores de PCR en muestras ambientales. Se demostré que la purificacion
con resinas, Molecular Biology Grade AG501-X8 de Bio-Rad, fue el método que

mejor funciono para el tipo de muestras de este estudio. Autores como Walsh et

100



Capitulo I: Estandarizacion de métodos

al.1991, Singer-Sam et al. 1989, Higuchi, R. 1989, han estudiado métodos de
eliminacion de inhibidores y la preparacion de ADN de diferentes tipos de
muestras. Afirman que en el caso de la extraccion térmica de ADN, un
tratamiento previo con resinas podria proteger el ADN de los efectos del calor,
siendo un método ventajoso cuando se trata de una muestra con un numero
bajo de células. Estos autores ven beneficiosos los procedimientos que permiten

una rapida extraccion de ADN, disminuyendo la manipulacion de la muestra.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

1. Se calcul6 una eficiencia de un 23% de recuperacion de Legionella en agua

mineral dopada, con método de filtracion propuesto por la normativa ISO 11371-

1998.

2. Se realiz6 un control de calidad del medio de cultivo, utilizando una carta
control para monitorizar la estabilidad del crioviales de Legionella pneumophila

a lo largo del tiempo.

3. Se obtuvo el limite de deteccion de 8,6 genomas/reaccion con la PCR
semianidada para L. pneumophila ATCC33152, 4,04 genomas/reaccion para L.
pneumophila sg 2-14 y 8,08x102 genomas/reaccion para L. longbeachea

respectivamente.

4. Se compararon métodos para la eliminaciéon de inhibidores de PCR y se
obtuvo que la resina Molecular Biology Grade AG501-X8 de Bio-Rad, fue el

método que funcion6 mejor para el tipo de muestras del estudio.
5. Se disefi6 un control de inhibicion de PCR, que se utiliz6 como un control

externo del funcionamiento de la PCR para un fragmento del 16S ARNr de

Legionella.
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Capitulo II: Contaminacion por Legionella de un edificio publico

RESULTADOS

1 ANTECEDENTES DEL PROBLEMA

Al realizar el control microbiologico anual en el sistema de distribucién de agua
de un edificio publico de Barcelona, para prevenir y controlar la legionelosis, se

identifico la presencia de Legionella.

De acuerdo con la normativa de prevencién de la legionelosis en el estado
espafiol, BOE Real decreto 865/2003, se realiz6 la desinfecciéon anual del
sistema hidrico del edificio con una soluciéon de hipoclorito de sodio al 15%,
hasta conseguir entre 20 y 30 mg de cloro por cada litro de agua una vez
pasadas dos horas, a una temperatura inferior a 30°C y un pH entre 7 y 8. Al
cabo de este tiempo se dejo correr el agua durante cinco minutos en todos los
grifos del edificio y se detect6 6 partes por millon (ppm) de cloro, en todos los
puntos de salida de agua, incluidos grifos y duchas. Finalmente se neutralizo el
cloro presente en el agua del circuito con tiosulfato de sodio. Cuando se hizo
este tipo de desinfeccion se tuvo en cuenta el doble circuito de agua fria y

caliente.

Veinte dias méas tarde se realizo el analisis de Legionella de acuerdo con la
normativa vigente en seis puntos representativos del sistema de agua. Todas las
muestras resultaron ser negativas a excepcion de una, recogida de uno de los
circuitos de agua caliente, con una temperatura de 28°C y con una
concentracion de cloro de 0 ppm, en la que se detectaron 150 ufc/L de

Legionella.

De acuerdo con la normativa se repitio el muestreo pasadas dos semanas, para
ello se tomaron muestras de los grifos del circuito de agua sanitaria caliente
donde se habia encontrado un resultado positivo anteriormente. En dos de los
puntos del circuito de agua se encontraron 5,00x104 ufc/L de Legionella
pneumophila sg 1 (temperatura del agua 39,6°C y 0,35 ppm de cloro) y

3,00x104 ufc/L de Legionella pneumophila sg 2-14 (temperatura del agua
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42,0°Cy 0,19 ppm de cloro) respectivamente.

Con el fin de solucionar el problema se procedi6 al cierre de las duchas y grifos
alimentados con el agua sanitaria caliente del circuito y se subi6 la temperatura
de los acumuladores al maximo, que en este caso resultdo ser de 58°C. La
normativa del Ministerio de Sanidad recomienda 70°C en los acumuladores y
55°C-60°C en el agua de retorno, sin embargo el Ministerio de Industria
recomienda acumuladores de 60°C en los edificios (BOE Real decreto

865/2003).

A continuacion se realizo6 una segunda hipercloracion del sistema de agua
caliente contaminado con Legionella, siguiendo el procedimiento ya explicado,
el cloro se anadio6 en la zona de purga del acumulador, aunque esta vez el agua

se dejo correr durante 10 minutos en lugar de 5.

Dos semanas més tarde se realizé un nuevo analisis del agua de la zona. Los
resultados mostraron que las muestras de los dos puntos nuevamente tenian

una concentracion superior a 5,00x104 ufc/L de L. pneumophila serogrupo 1.

Se concluy6 que la desinfeccién no habia sido la adecuada y se procedio6 a vaciar
el circuito de agua caliente incluido el calentador de la zona conflictiva y a cerrar

todo el sistema de agua caliente de la zona.

Centro
2 DISENO DEL MUESTREO L]
ala Sur ) ala Norte
P
‘ Ena
Nuestro trabajo se inici6 en este punto, se ——— 1 ni /—'
_ " -
estudiaron los datos previos, asi como la estructura |# ® » ' B B K ' n § &
B R R BEE EEE
y sistema de distribucion de agua de todo el edificio. | * ® ¥ | ¥ ; : KX
AF

D
b
x

Este edificio es una construccion independiente

situada en el centro de Barcelona. Consta de tres A del Siafanada

distribucién de Ben
Valvula anti-retorno

alas: Norte, Sur y Centro con una entrada comtn de .
Fig. 2.1. Esquema del

agua de distribucion de la ciudad y no existe edificio en estudio. Ac: Agua
caliente, AF: Agua Fria.
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ninguna torre de refrigeracion en el edificio.

Para evitar el retorno de agua del edificio hacia la red de distribuciéon de la
ciudad, el edificio dispone de una valvula antiretorno, tal y como exige la
normativa. La tuberia de entrada de agua en el edificio se divide en tres ramales,
uno para cada seccidon. Dos de las secciones tienen agua caliente, el ala Norte y
el ala Sur, calentadas con acumuladores independientes, siendo ambos circuitos

cerrados e independientes.

Como el anéalisis de mantenimiento se habia centrado en el sistema de agua
caliente del ala Norte, el primer objetivo fue conocer el grado de contaminacion
del edificio, analizando puntos y ntimeros representativos de muestras de los
circuitos de agua sanitaria caliente y fria de cada una de las tres alas del edificio.
Se consideraron puntos representativos aquellos que correspondian a cada uno
de los distintos circuitos de agua, caliente y fria, segin el nimero de pisos y los
distintos niveles del edificio. El muestreo se realiz6 en forma de Z, para saber si
la contaminacién se encontraba localizada en una zona o se habia extendido por

todo el sistema de agua del edificio.

Se tomaron muestras de agua de los tres circuitos funcionales de agua fria de las
tres alas y del circuito de agua caliente funcional del ala Sur. Del ala Norte se
recogieron muestras de los remanentes del circuito de agua caliente, aunque

este circuito estaba cerrado.

Las muestras de agua se analizaron mediante cultivo en placa de acuerdo con la
normativa vigente (ISO 11731), y mediante la deteccion de ADN de Legionella
aplicando la PCR semianidada que amplifica un fragmento del gen que codifica
para el 16S ARNr comun a todas las especies del género Legionella, descrita en

el apartado 6.3 de materiales y métodos.
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3 PUNTOS ANALIZADOS

La determinacién de la presencia de ADN de Legionella y el recuento de células

viables del agua sanitaria del edificio se realiz6 con un muestreo representativo

de los circuitos de agua caliente y fria de las tres secciones del edificio. En cada

una de las muestras se realizaron los siguientes analisis:

1.

Un analisis cuantitativo para determinar el namero de células viables y
cultivables de acuerdo con la normativa ISO 11731: 1998 “Detection and

enumeration of Legionella”.

. Se identificaron por serologia las especies de las colonias aisladas, con el

kit Legionella latex test (Oxoid, UK), que identifica los principales

serogrupos de Legionella y otras especies patogenas.

Un anélisis cualitativo que determina la presencia o ausencia de ADN de

Legionella spp. mediante la PCR semianidada.

Se identificaron por secuenciacion los fragmentos amplificados por PCR
y se realiz6 una comparacion con otras secuencias en la base de datos del
Genebank, usando el programa informatico BLAST. Se realizaron

alineamientos entre todas las secuencias encontradas para compararlas.

El diseno del edificio consta de 6 niveles o pisos con 5 departamentos

en cada nivel. Se realiz6é el analisis de puntos representativos del

sistema hidrico de todo el edificio:

108

14 correspondian a grifos de agua fria ubicados en los distintos pisos y

distintos bajantes del ala Norte.

2 correspondian al remanente de agua caliente del acumulador del ala

Norte.
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e 6 correspondian a grifos de agua fria y 5 a grifos de agua caliente de los

distintos pisos y bajantes del ala Sur.
e 4 correspondian a la zona Centro.
El sistema de tuberias de las distintas secciones, pisos y bajantes del edificio

tuvieron resultados variables en cultivo en placa y en PCR semianidada, estos

resultados se pueden observar a continuacién en la tabla 3.1:
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Tabla 3.1 Muestras analizadas de las diferentes alas del edificio del sistema de agua fria y
caliente respectivamente.

) CULTIVO N
E(%Ié%io NIVEL T;ng?lE:‘l‘e Leg;"é'/‘;fla Serologia Leglggrl;lla POSI?IVOS
N1 C NDb / +
N2 C ND / +
N3 C ND / + 100% PCR
N4 C ND / +
N5 C ND / +
surR  N° F ND / +
N1 F ND / +
N2 F ND / + 50% PCR
N3 F ND / -
N4 F ND / -
N5 F ND / -
N1 C 2,05x104 SG1 + 100% cultivo
N1 C 4,02X103 SG1 + 100% PCR
No F ND / +
No F ND / +
No F ND / +
N1 F ND / +
N1 F ND / -
N2 F ND / + 6% cultivo
NORTE N2 F ND / - 57% PCR
N3 F ~7,70X102 SG1 +
N3 F ND / -
N4 F ND / -
N4 F ND / -
N5 F ND / -
N6 F ND / +
N6 F ND / +
No F 2,0x101! SG1 +
N1 F ND / + 25% cultivo
CENTRO N6 F ND / + 100% PCR
N8 F ND / +

a C: caliente, F: fria.
b ND: no detectado
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Los resultados en placa de los cultivos de las 31 muestras analizadas en todo el

estudio se obtuvieron entre 5 y 15 dias més tarde.

% Los analisis realizados mediante cultivo indican los siguientes

resultados:

e En el ala Sur las 5 muestras de agua caliente y las 6 muestras de agua

fria resultaron negativas por cultivo.

e En el ala Norte las 2 muestras de agua caliente fueron positivas por
cultivo, estas pertenecian al mismo piso y mismo bajante y de las catorce

muestras de agua fria 1 fue positiva por cultivo.

¢ En la zona Central de las cuatro muestras 1 fue positiva por cultivo.

En cuatro de las 31 muestras se obtuvieron colonias de Legionella. Los
recuentos del agua caliente del ala Norte fueron 2,95 x104 ufc/L en una muestra
y 4,02x103 ufc/L en la otra. En el agua fria del ala Norte se obtuvieron 7,70 x102
ufc/Ly en el agua fria del Centro se encontraron 2,00x x10* ufc/L. En todos los
casos las colonias que se aislaron correspondieron a Legionella pneumophila

Serogrupo 1.

% Los analisis realizados mediante PCR indicaron de forma rapida, en

menos de 24h, los siguientes resultados:

e En el ala Sur las 5 muestras de agua caliente fueron positivas por

PCR. En el caso del agua fria 3 de las 6 muestras resultaron positivas.

e En el ala Norte las 2 muestras de agua caliente analizadas fueron

positivas. De las 14 muestras de agua fria 8 fueron positivas por PCR.

e Las 4 muestras de la zona central fueron positivas por PCR.
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Los analisis por PCR de las muestras demostraron que la contaminacién por
Legionella se extendia por todo el edificio. Se detect6 ADN en las tres alas y los
dos tipos de agua. En el ala Norte se confirmo la presencia de Legionella en el
100% de las muestras de agua caliente y en el 57% de las muestras de agua fria

analizadas.

En el ala Sur se detectd6 por PCR el ADN de esta bacteria en el 50% de las
muestras de agua fria analizadas y en el 100% de las muestras de agua caliente.
En la zona Centro el 100% de las muestras analizadas fueron positivas para el

ADN de Legionella.
Fig. 2.1 Gréfica de anillos de la deteccion por PCR de Legionella en las muestras analizadas.

Grafica de anillos de las muestras analizadas de
las diferentes alas del edificio

Ala CENTRO

Ala SUR
“ @ Caliente PCR +
0 Fria PCR +

@ Fria -

Ala NORTE

m Caliente PCR + Cultivo +

@ Fria PCR + Cultivo +

De la totalidad de las muestras analizadas del edificio, un 13% de las muestras
fueron positivas por cultivo en placa y un 71% de las muestras fueron positivas
por PCR semianidada. Todas las muestras con células cultivables habian dado
previamente resultado positivo por PCR. El porcentaje detectado por PCR
semianidada correspondiente a las muestras negativas en cultivo fue de un 58%.

El porcentaje no determinado por PCR ni por cultivo un 29%.
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Con el fin de solucionar el problema de contaminacion se tomaron

una serie de medidas:

1° Se decidio separar fisicamente el sistema de agua caliente y fria, para lo cual
se cerraron todas las valvulas de conexion de los sistemas de agua caliente, tanto
del ala Norte como del ala Sur, se desconectaron todas las tuberias del agua
caliente de los grifos y duchas del sistema sanitario y finalmente se eliminaron

los dos acumuladores.

29¢ Se realiz6 una hipercloracion del sistema hidrico del edificio y los grifos se
desmontaron y se dejaron en cloro durante 30 minutos, de acuerdo con la

normativa vigente.

Los grifos del edificio eran de tipo “monomando”, por lo que la contaminacion
pudo haberse extendido del sistema de agua caliente al sistema de agua fria, a
través de la comunicacion que puede producirse entre los dos sistemas, cuando

este tipo de grifos estan desgastados.

Finalmente, pasadas dos semanas se realizd6 un nuevo muestreo para conocer si
la desinfeccion habia sido efectiva. Para ello se tomaron 15 muestras de agua fria

distribuidas por los diferentes pisos y diferentes bajantes de todo el edificio.

Se analizaron 7 muestras en nuestro laboratorio y las ocho muestras restantes se
analizaron en un laboratorio privado acreditado. En esta ocasion se realizaron
los cultivos en placa para la deteccion de Legionella (como recomienda la
normativa) y se analizaron heterétrofos como microorganismos acompanantes y
parametros fisicoquimicos (temperatura y cloro), ademas se realiz6 la PCR
semianidada para detectar Legionella, los resultados se pueden observar en la

tabla 3.2.
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Tabla 3.2 Muestras analizadas de las diferentes alas del edificio del sistema de agua fria.

ALA Nivel :;3; Iﬁ%%%& Serol. LegI;STl; lla }:;22;2(1)":)(13:2:8 (O’I(‘:) (pch::n)
N5.1 7,00x10!  SG1 + NDpP 17,2 0,6
NORTE Nj5.2 F ND / - ND 16,6 0,8
No ND / - ND 18,2 0,5

No ND / + 7,20X107 20 0

CENTRO N1 F ND / + ND 18,6 0,6
N8 6,80x102 SG1 + 2,00X105 20,8 0,1
SUR N5 F ND / - ND 17,9 0,6

aF: fria
b ND: no detectado

En esta tabla se puede observar que la temperatura oscil6 entre 16 °C y 20°Cy
el cloro entre 0 y 0,8 ppm. En los distintos puntos de muestreo solo dos de las
siete muestras presentaron heterotrofos con una concentracion de 7,20x107
ufc/1ooml y 2,00x105 ufc/100ml que correspondian a muestras con

concentraciones de 0,1 ppm y 0 ppm de cloro respectivamente.

En 2 de las 7 muestras se aislo L. pneumophila. La que pertenecia al agua fria
del ala Norte, presento 7,00 x10! ufc/Ly la otra muestra procedia del agua fria
de la zona Centro, con un recuento de Legionella de 6,80x102 ufc/L. Se
localizaron los puntos de muestreo para conocer mejor el problema. El Ginico
grifo que no se habia desinfectado debido a que no era una pieza desmontable y
se usaba para llenar cubos de agua para la limpieza del edificio, fue la muestra

positiva de la zona Centro.

En el caso del ala Norte y la zona Centro donde se obtuvieron resultados
positivos se cambiaron los grifos y se realizaron nuevos analisis de Legionella,
el resultado obtenido al analizar nuevamente estos puntos, fue negativo tanto

por PCR como por cultivo para las 2 muestras.
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Otra de las muestras de la zona Centro que correspondia al nivel o, procedia de
un grifo de riego ubicado en un jardin, del que se obtuvo un recuento elevado de
heterétrofos y no se detect6 cloro, pero a pesar de estas condiciones favorables

tampoco se encontro Legionella en la muestra.

Con el fin de evitar posibles recontaminaciones se opté por poner una valvula

antiretorno en el inicio de la bifurcacién de la tuberia principal.

Los resultados de estos analisis se compararon con los realizados por el
laboratorio privado. Las ocho muestras analizadas en el laboratorio acreditado

fueron negativas por cultivo.

Después de estos analisis se consideré que el edificio no presentaba riesgo de

transmision de Legionella.

4 MUESTREO DE CONTROL

Un afio después se realiz6 un nuevo analisis de control en el edificio para
determinar si todavia se encontraba alguna contaminacion por Legionella. Se
realiz6 un analisis para detectar la presencia de ADN de Legionella y el recuento

de células viables en el agua sanitaria del sistema.

En el momento del anilisis se habian realizado unas reformas de las
instalaciones, se habia eliminado el acumulador del ala Norte y todavia no se
habia reemplazado por uno nuevo, por lo que en el ala Norte no habia agua
caliente en el momento de la realizacion del muestreo, mientras que el
acumulador del ala Sur si se habia cambiado. Se realiz6 una toma de muestras
de los puntos representativos del ala Norte, Sur y Centro, tomando en cuenta las

zonas conflictivas donde se encontr6 Legionella anteriormente.

En el ala Norte se realiz6 un muestreo de los diferentes niveles, como se puede

observar en la tabla 4.1.
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Tabla 4.1 Muestras analizadas del Ala norte del edificio.

CULTIVO Heterotrofos
Nivel Legionella PCR 22°C Temp. c

urc/r.  Legionella  ype) oomi  °C (PPM)

ALA Tipo
Edificio Agua2

No NDb + 1,00x103 19,8 0,34
N1 ND - ND 19,1 0,35
NORTE Fa N2 ND + ND 19,6 0,36
N3 ND + 3,00x103 18,7 0,4
Ng ND + 1,00x103 19,6 0,29
N5 ND - ND 19 0,54

a F: fria

b ND: no detectado

Se obtuvieron resultados negativos para el cultivo en placa de Legionella en
todas las muestras del ala Norte, sin embargo, fueron detectados 4 resultados
positivos por PCR semianidada en varios niveles del ala. En el recuento de
heterotrofos se encontraron concentraciones entre 1,00x103 ufc/i100ml y
3,00x103 ufc/100ml. En todos los casos se puede observar que la temperatura
correspondia a lo esperado en este tipo de agua y el cloro se encontraba en

concentraciones elevadas.

En el Centro se tomaron muestras de los puntos donde se encontr6 Legionella la

primera vez, como se observa en la tabla 4.2.

Tabla 4.2 Muestras analizadas de la zona Centro del edificio.

Cultivo Heterotrofos

ALA Tipo . . PCR Temp. Cl
o s . Nivel Legionella . 22°C
Edificio Agua UFC/L Legionella UFC/100ml °C (ppm)
No NDb + 8,00x103 18,6 0,74
CENTRO Fa N8.1 ND - 2,00x104 19,4 0,62
N8.2 ND + 1,00x103 19,6 0,59

a F: fria
b ND: no detectado

En la zona central no se obtuvieron muestras positivas por cultivo. Sin embargo,
por PCR se obtuvieron dos resultados positivos. Los heterétrofos alcanzaron
concentraciones maximas de 2,00x104 ufc/i100ml a pesar de que las
concentraciones de cloro en este zona fueron elevadas.

En el ala Sur el sistema tenia agua caliente y agua fria por lo que se tom6 una
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muestra de cada punto representativo de los dos tipos de agua, caliente y fria,

como se observa a continuacion en la tabla 4.3.

Tabla 4.3. Muestras analizadas del Ala Sur del edificio.

Heteroétrofos

A.LA. Tipo Nivel Legionella ITCR 220C Temp. Cl
Edificio agua2 UFC/L Legionella ;e /100ml °C (ppm)
No.1 NDbp - 6,00x103 18,3 0,53
No.2 ND + 1,00X103 19,8 0,32
F N1 ND - ND 20,3 0,35
N2 ND - 1,00X103 20,2 0,52
SUR N3 ND - 1,00X103 19,2 0,37
N5 ND + 1,00x103 20,4 0,31
No.2 ND + 1,00x103 61,1 o
C N1 ND - ND 63,2 0
N2 ND - ND 62,2 o}
N5 ND + 1,00x103 65,7 (o}

a F: fria, C: caliente

b ND: no detectado
En las muestras del ala Sur no se encontraron células viables por cultivo, pero se
detectaron 4 resultados positivos para el ADN de Legionella con la PCR
semianidada, 2 en el agua caliente y 2 en el agua fria. Los heterotrofos
alcanzaron recuentos de 6,00x103 ufc/100ml como méximo. En el agua fria las
concentraciones de cloro fueron elevadas, mientras que en el agua caliente a

temperaturas tan elevadas el cloro se evaporo.

En total, de todas las muestras realizadas en el edificio un 63% fueron positivas
para Legionella por PCR semianidada. Se realizd6 una desinfeccion preventiva
anual con una hipercloracion del sistema, pero al no obtener células viables,
segiin normativa no se necesita tomar acciones de control. Sin embargo el
encontrar ADN de Legionella puede indicar que el sistema ha estado colonizado
por la bacteria hace muy poco tiempo y se debe controlar que no vuelva a ser
recolonizado por células viables, siguiendo un protocolo de prevencion e

incrementando la periodicidad en la revision de control.
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5 ALINEAMIENTOS DEL PRIMER MUESTREO

Para determinar si la contaminacion del sistema de agua del edificio
correspondia a la misma cepa de Legionella, se compararon las distintas
secuencias de las colonias aisladas. Inicialmente se realizaron cultivos puros de
las colonias obtenidas en el primer muestreo de este estudio, se cultivaron
aislamientos puros de las tres muestras del ala Norte: las muestras Nn1.1, Nn1.2
pertenecian al remanente del agua caliente y la muestra Nn3 pertenecia al agua
fria. Estas muestras tuvieron concentraciones de Legionella de 2,95x104 ufc/L,

4,02x103 ufc/Ly 7,70x102 ufc/L de Legionella respectivamente.

También se consiguié un cultivo puro de la muestra positiva de la zona Centro
que pertenecia al nivel 0 (Cno), en la que se detectd6 una carga microbiana

inicial de 2,00x10! ufc/L.

Se realiz6 una secuenciacién de los productos de amplificacién obtenidos por
PCR semianidada, se realizo6 el alineamiento de las secuencias como se observa
en la figura 5.1. Este alineamiento demostré que las secuencias encontradas
eran idénticas. La secuencia consensus se compar6 con otras secuencias en la
base de datos del Genebank mediante el programa BLAST y se encontr6 un

100% de homologia con Legionella pneumophila serogrupo 1.

Fig. 5.1 Alineamientos de las cepas obtenidas de Legionella en el primer muestreo
* 20 * 40 * &0 * &0

Nhl. 1 i ======= LT T J
MNnl.2 @ ————- ATT T A
Nn3 1 FTGCCA AAT A = STTAR ATTS AR = T A
Cnl GTECCA A AR
* 100

AASTTATCTGTGAAATTCCT GG
MNnl.1l AAGTTATCTGT GAAATTCCT G 91
Nnl.Z2 95

102
102

N: Ala Norte, C: Zona Centro, n: nivel
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6 ALINEAMIENTOS DEL SEGUNDO MUESTREO

Se realiz6 del mismo modo una secuenciacion de los productos de PCR
obtenidos en el muestreo de control, al afio de la contaminacion con Legionella
del edificio.

No se aislaron células viables de Legionella en este muestreo, sin embargo se
obtuvieron productos de amplificacion por PCR semianidada, por lo que se
realizaron los alineamientos con las secuencias obtenidas pertenecientes al nivel
0 del ala Norte, a los circuitos de agua caliente y fria del nivel o del ala Sur y del

nivel o de la zona Centro (Fig 6.1).

Fig. 6.1 Alineamientos de productos de PCR obtenidos en el segundo muestreo del

* 20 * 40 * &0 * 80
caCCGGCTAACTCCGTECCAGCAGCCGCGETARTACGGAGEGTGCGAGCGTTARTCGGRATTACTGEGCGTRARGG

Nn(
snl.2
Sno
Cn

* 100 * 120 *
CTGCGTAGGTCGETTGATTAAGTTATCTCTGARAALECCE
NnQ = STGETTGATT ATCTG U GGGCTTAACCTGGGRACGGE @ 136
snt.2 : 5 AT C UL MIGGGCTTRAACCTGGGRACGG @ 136
Sno 4 - - » 114
Cn® - - 107

N: Ala Norte, C: Zona Centro, n: nivel

El alineamiento mostro identidad entre todas las secuencias. Al introducirlas en
el programa BLAST se obtuvo un 100% de similitud con Legionella

pneumophila serogrupo 1.
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Finalmente, se realizd6 un alineamiento de todas las secuencias obtenidas del
primer y segundo muestreo demostrando que se trataba de la misma cepa de

Legionella pneumophila, como se observa en la figura 6.2.

Fig. 6.2 Alineamientos de productos de PCR obtenidos en el estudio.

* 20 * 40 * ol * 80
gtgccagecageCGCGETAATACGCGAGGETGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGEGCGTAARAGGETGC
L s o mmim o o e o i | im0 | i i
N 2 e S Y, oo st o o o e e e i T e S D o i e e i s
EIOD (5] o o e B A e e R 2 Pt e O A S e T e
NI o S e e L L e o D B L T L L L R L T S E
0
BIE.2 520 oo s e R R D e R e R e
BTAE T T R S R T e e T e
Ccn( T B T e L D T G D i T e L G i LD L G L i LR L
* 100 *
GTAGGTGGTTGATTRAGTTATCTGTGARALECcCtgy
4 b T P R e o e o O g SO e P i g O P = Qs
0 = 85
Cn(2 T R T S R R S = 02
Nn3 e =02
NnQ o e O e O O | R P S 8 O S = A
Bn0.2 - (i ieiiaaiiiacassassamaaaaaann i kel 3
Sno T R T R S TR == =il
cn0 o R R T A R R R R T S R e o

N: Ala Norte, S: Ala Sur, C: Zona Centro, n: nivel

Se puede concluir que el ADN encontrado en el segundo muestreo es igual al
encontrado en el primero, esto se puede explicar por una posible recolonizacion
de la misma cepa de Legionella pneumophila en el sistema de distribucion de

agua del edificio un afio después.
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DISCUSION

La normativa de prevencion de la legionelosis en los edificios publicos se basa
en el buen mantenimiento de los sistemas de distribucion de agua sanitaria de
los edificios y un control regular de determinados parametros. La normativa
incluye “los sistemas de agua caliente sanitaria con acumulador y circuito de
retorno” en el primer grupo de instalaciones con mayor probabilidad de
proliferacion y dispersion de Legionella y “los sistemas de instalacion interior
de agua fria de consumo humano, tuberias, depésitos, cisternas o depositos
moviles y agua caliente sanitaria sin circuito de retorno” en el segundo grupo de
riesgo (BOE, Real Decreto 865/2003). Esto implica que en sistemas de agua
caliente y en sistemas de agua fria la revision del estado de conservacion y
limpieza se debe realizar trimestralmente en los acumuladores y mensualmente
en los puntos representativos de la red, de forma rotatoria a lo largo del afio y es

necesario controlar la presencia de Legionella como minimo una vez al ano.

La normativa establece que se debe desinfectar la instalacion por medio de una
hipercloracién con una concentraciéon de 20-30 ppm y se debe hacer llegar a los
puntos terminales de la red entre 1-2 ppm durante al menos 2 horas. En el caso
de la desinfeccion térmica, se debe elevar la temperatura a 70°C y dejar que
alcance una temperatura de 60°C en los puntos terminales de la red,
manteniendo esta temperatura durante 2 horas. En cualquier caso la normativa
determina que se debe analizar la presencia de Legionella en muestras de
puntos representativos de la instalacion de riesgo, este analisis se basa en el

cultivo de muestras concentradas por filtracion (ISO 11731-1998).

Como describen Moore et al. 20035, el riesgo de colonizacién de los edificios esta
asociado a diferentes factores, como el grado de complejidad del sistema de
agua de la instalacion, el tipo de calentador o la antigiiedad del edificio, pero
también estan otros factores como el mantenimiento y control que se haga del

sistema de agua del edificio.
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Este estudio se inici6 a raiz del mantenimiento anual que recibe un edificio de
uso publico. De acuerdo con la normativa, el sistema de distribucién del agua
sanitaria se desinfecté con hipoclorito de sodio. El problema surgié cuando a
pesar de los distintos procesos de mantenimiento, limpieza y desinfeccion,
Legionella no solo no desaparecié del sistema sino que su numero se fue
incrementando. Este hecho enmascaro otros dos muy importantes, el analisis de
las muestras se fue centrando en una tnica zona del sistema donde se detecto6
Legionella por primera vez y en segundo lugar, el proceso se estaba alargando
en el tiempo, lo que implicaba un riesgo de salud debido a que este edificio en
particular es de uso ptblico y que en un periodo corto de tiempo se preveia una
gran concentracion de personas en sus instalaciones. En el proceso de
mantenimiento de la instalacion de agua del edifico, previo al estudio en nuestro
laboratorio, el sistema se habia intentado desinfectar aplicando dos métodos: la
hipercloracion y el incremento de la temperatura en los circuitos de agua
caliente. Como minimo se realizaron dos desinfecciones con cloro, pero en
ambos casos, posiblemente por la alta complejidad del sistema de agua, la

desinfeccion del sistema no funciond.

El sistema del edificio estudiado era muy complejo, con 3 alas de distinta altura,
todas ellas con agua sanitaria fria y dos de ella, ademas, con acumuladores y
agua sanitaria caliente con retorno. Todo el sistema constaba de méas de 50

grifos, pero no todos se usaban con regularidad.

El agua procedente de la red publica mantiene la concentraciéon de cloro en los
circuitos de agua fria, pero no en los de agua caliente, debido a que se evapora
rapidamente. A pesar de la complejidad del sistema, la compania que realizaba
el mantenimiento y desinfeccion recogié inicialmente solo 6 muestras

representativas de todo el edificio.

La primera parte de este estudio se basé en el reconocimiento lo mas rapido y
exacto posible del estado de contaminacion por Legionella del edificio. Por ello
el primer paso fue conocer el disefio del sistema de distribuciéon de agua fria y

caliente. A partir de esto, se escogieron puntos representativos donde hacer el
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muestreo. Se analizaron 2 muestras del remanente de agua caliente del ala
Norte, 5 muestras de agua caliente de diferentes niveles del ala Sur y 24

muestras de agua fria de todos los niveles y alas del edificio.

En segundo lugar se realizo el analisis de las muestras aplicando dos técnicas
que proporcionan una informacion complementaria: una técnica molecular
basada en la PCR que aunque no es reconocida como un método de referencia a
nivel europeo (Morio et al. 2007), permite determinar rapidamente la presencia
de ADN de Legionella en el agua y otra técnica basada en cultivo que permite
conocer el namero de células viables y potencialmente infecciosas (ISO 11731-
1998), que es la que la legislacion reconoce. El método de cultivo es un método
estandar para la deteccidon de L. pneumophila, sin embargo existe el riesgo de

subestimar el nimero de células detectadas con este método.

Los resultados obtenidos aplicando la técnica molecular y la de cultivo fueron
distintos, se determin6 que los porcentajes de contaminaciéon estuvieron entre
un 15% por cultivo y un 72% por PCR y en todos los casos donde se aislaron

células viables de la bacteria se trataba de Legionella pneumophila serogrupo 1.

En un estudio realizado por Yanez et al. 2007, en muestras ambientales,
encontraron diferencias en los resultados obtenidos de L. pneumophila por
cultivo y por PCR. Obtuvieron 6 de 13 muestras negativas por cultivo, pero en
todos los casos eran positivas por PCR. En otros estudios Yanez et al. 2005
demostraron que los resultados de un cultivo puro de Legionella, analizado por
PCR y por cultivo, eran coincidentes, debido a que la mayoria de células se
encontraban en estado viable y cultivable; esto no siempre es asi cuando se
analizan muestras ambientales, ya que con esta técnica el fragmento de ADN
que es amplificado, incluye bacterias muertas, restos de ADN, células no viables
y las células viables pero no cultivables. Ademas la eficiencia de recuperaciéon de
células viables a partir de muestras ambientales por cultivo es normalmente
muy baja, debido al crecimiento o sobrecrecimiento de otras bacterias
acompafiantes y/o debido a los tratamientos acidos o térmicos que estan

estipulados para eliminar las bacterias acompanantes y que pueden afectar la
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viabilidad de Legionella. Por todas estas razones es esperable que el nimero de
muestras ambientales positivas por PCR sea en general mayor al obtenido por

cultivo (Steinert et al. 2002).

Los resultados por cultivo y por PCR demostraron que el circuito de agua fria
del ala Norte estaba parcialmente contaminado y el circuito del agua caliente del
ala Sur estaba totalmente contaminado, sin embargo el agua fria present6
niveles menores de contaminacién. Del mismo modo se encontr6 presencia de

Legionella en la zona Centro, donde el sistema solo es de agua fria.

Han sido descritos muchos métodos de PCR para la deteccion de Legionella en
muestras clinicas y ambientales (Ballard et al. 2000, Catalan et al. 1994,
Hayden et al. 2001, Fiume et al. 2005, Yanez et al. 2007, Jonas et al. 1994).
Segin Yanez et al. 2007, esta ampliamente demostrada la alta especificidad y
sensibilidad de esta técnica, por lo que puede ser una buena alternativa al
método estandar de aislamiento por cultivo, especialmente cuando se necesitan
resultados en un corto plazo y cuando las muestras en estudio contienen
abundante microbiota. Sin embargo, la PCR convencional es un ensayo
cualitativo que solo revela la presencia o ausencia del microorganismo en

estudio y no determina la viabilidad celular.

En el presente estudio, la aplicacion de la PCR permitié conocer en menos de 24
horas el nivel de contaminaciéon del sistema hidrico de todo el edificio. El
analisis demostré que mas del 50% de las muestras que fueron negativas por
cultivo contenian ADN de Legionella. Si se considera la deteccién por zonas, la

informacion obtenida aiin fue mas precisa.

En bibliografia hay muchos casos descritos de contaminaciéon de edificios
publicos por Legionella, detectada por el método de cultivo. Autores como
Borella et al. 2004 y Leoni et al. 2001, realizaron un estudio de diferentes
sistemas de distribucion de agua en edificios por la alta complejidad del
funcionamiento de éstos, estudiaron sistemas independientes con calentadores

de gas y calentadores eléctricos, sistemas centralizados y sistemas con
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recirculacién de agua. Encontraron que la colonizacién de Legionella en este
tipo de sistemas era muy diferente, en los sistemas eléctricos no encontraron
presencia de Legionella, en los sistemas de agua independiente con
calentadores de gas encontraron una contaminacién moderada y en los sistema
centralizados encontraron con mas frecuencia contaminacién por Legionella

pneumophila que correspondia al sg 2-14.

Estudios realizados por Maiwald et al. 1995, que analizaron 78 muestras de un
sistema de agua, obtuvieron el 73% de los resultados positivos para Legionella
por el método de cultivo y por PCR. Solo por PCR fueron positivas 9 muestras
(11,5%), otras 9 fueron positivas solo por cultivo y negativas por PCR (11,5%) y
tres fueron negativas por ambas técnicas (3,8%). Autores como Miyamoto et al.
1997 estudiaron 42 muestras de agua, de las cuales el 91,8% fueron positivas por

PCR Yy el 79,5% por cultivo.

En este estudio, los resultados encontrados de la presencia de Legionella,
aplicando la PCR semianidada, el cultivo en placa y la comparacion de
secuencias de las diferentes cepas aisladas de circuitos distintos, indican que el
origen de la contaminacién posiblemente fue el circuito del agua caliente del Ala
Norte y esta contaminacion se fue extendiendo por todo el edificio. Por tal razéon
y con el fin de solucionar el problema se separaron fisicamente el sistema de
agua caliente y fria, para lo cual se cerraron todas las valvulas de conexion de los
sistemas de agua caliente, se desconectaron todas las tuberias del agua caliente
de los grifos y duchas del sistema sanitario y se eliminaron los dos
acumuladores. Se realiz6 una hipercloracion del sistema hidrico del edificio y los
grifos se desmontaron y desinfectaron con cloro a una concentraciéon de 20ppm

durante 30 minutos.

Autores como Mouchtoury y Hadjichristodoulou 2007 y Borella et al. 2000
sugieren, segin sus estudios, que la desinfeccion térmica parece no ser eficiente
para la eliminacion de concentraciones altas de Legionella y que podria
mejorarse incrementando el tiempo de desinfeccién térmica, ademas de una

combinacion con la desinfeccion con cloro. El EWGLI, 2008 (European
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Working Group for Legionella Infections), recomienda ademas, una
temperatura constante entre 55°C y 60°C en las aguas calientes sanitarias.
Estos autores describen que en los grifos y duchas la temperatura del agua varia
a causa del estancamiento producido en las tuberias, lo que permite la
supervivencia y el crecimiento de Legionella. Asi mismo Mouchtoury y
Hadjichristodoulou 2007 explican que los puntos distales de las instalaciones de
agua pueden ser lugares donde Legionella se protege de las altas temperaturas
para luego recolonizar el sistema pocas semanas después del tratamiento de
desinfeccion y en el caso del tratamiento térmico afirman que la recomendaciéon
de las normativas de dejar correr el agua durante 5 minutos a una temperatura

de salida de 60°C podria no ser suficiente para eliminar Legionella de los grifos.

Estos autores recomiendan el desmantelamiento, limpieza y reemplazo de
duchas y grifos cuando se produce la colonizacion de Legionella en el sistema y
sugieren que la desinfeccion térmica podria mejorarse aumentando la duracion
del tratamiento de los 5 minutos recomendados hasta 10 minutos o mas, como
explican Stout et al. 1997. Esto es confirmado por autores como Chang et al,
2006 que han demostrado que se produce la eliminacion de células cultivables

de Legionella a temperaturas de mas de 60°C entre los 5 y 30 minutos.

Anteriormente esto fue comprobado por Steinert et al. 1998, que observaron
que se producia la eliminacién de Legionella a 60°C durante 10 minutos. Asi
mismo, otros autores como Stout et al. 1986, reportaron una reduccion de la
viabilidad de Legionella de 8 logaritmos entre 60°C y 80°C en 25 minutos
después de un tratamiento y Miyamoto et al. 2000, reportaron una reduccion
de Legionella entre 5y 6 logaritmos a temperaturas entre 60°C o 70°C durante

30 minutos.

En el presente estudio, tras comprobar que la temperatura del agua en los
acumuladores no alcanzaba los 60°C, se decidi6 instalar nuevos acumuladores
con capacidad para calentar el agua a 70°C que es la temperatura necesaria para
actuar como biocida frente a Legionella. La desinfeccion térmica ha sido

estudiada por autores como Mouchtoury y Hadjichristodoulou 2007, que han
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visto que la eliminacion de Legionella no es totalmente efectiva con este tipo de
tratamiento y aunque se considera mas efectiva que otras estrategias consideran
que su eficacia no es duradera. Estos autores también observaron que los
sistemas de agua caliente alcanzaron en los grifos temperaturas de 65°C, una
temperatura mas que adecuada para la destruccién de Legionella segin las
normativas, sin embargo, encontraron que Legionella no era totalmente
eliminada a estas temperaturas. Por lo que sugieren que estas células tienen
mecanismos de proteccion que facilitan la recolonizacion de los sistemas de
tuberias. Estos mecanismos pueden estar asociados al biofilm por su capacidad
de recrecer rapidamente y porque no pueden ser totalmente destruidos,
sirviendo asi de soporte a Legionella y a otros microorganismos. Por lo que el
biofilm puede limitar la efectividad de los métodos de desinfeccion y favorecer a
la colonizaciéon de Legionella en los sistemas de distribucion de agua. Por otra
parte, autores como Moore et al. 2005 encontraron asociacion entre la
colonizaciéon de Legionella con la presencia de amebas en el tratamiento de
desinfeccion con cloro. Autores como Breinnan et al. 1990 y Donlan et al. 2005
sugieren que las amebas albergan Legionella durante la desinfeccién de los
sistemas de agua con cloro y que la susceptibilidad de la bacteria a los

desinfectantes se reduce cuando se encuentra asociada a éstas en biofilms.

En este estudio se realiz6 un segundo muestreo de control un ano después de la
colonizacion por Legionella, se escogieron puntos representativos de las 3 alas 'y
sobre todo considerando las zonas conflictivas que fueron positivas para
Legionella en el primer muestreo. En estas muestras no se encontraron
resultados positivos por cultivo en ninguna de ellas, sin embargo por PCR
semianidada se obtuvieron resultados positivos en 10 puntos de muestreo de
diferentes alas del edificio, 4 pertenecian al ala Norte, 2 al Centro y 4 al ala Sur.
A pesar de que esto indicaba la presencia de Legionella en el sistema, por
normativa (BOE, Real Decreto 865/2003), al no estar reconocido el método de
la PCR para la identificacion de una contaminacién por Legionella en las
instalaciones de riesgo, no se exige realizar ninguna acciéon correctiva en el
sistema. En este segundo analisis, se observo que las concentraciones de cloro se

mantuvieron elevadas en los diferentes niveles y alas del edificio, entre 0,29 y

127



Discusion

0,71 ppm, sin embargo el que se encontrara ADN de Legionella en las distintas
muestras del sistema hidrico, indica que en algin punto del sistema existe la
presencia de células viables de Legionella y que el nivel de biocida no es
suficientemente elevado o no se mantiene con niveles altos, por lo que es muy
probable que en futuros controles se encuentren resultados positivos por
cultivo. Esto estd corroborado por autores como Chang et al. 2006, que
reportaron que con la desinfeccion por cloracién en concentraciones de 0,5 ppm
y 2 ppm se obtuvo una pérdida completa de la viabilidad de Legionella. Esta
pérdida de viabilidad fue también consistente con los resultados obtenidos por
Kuchta et al. 1993, a concentraciones de cloro de 0,5 ppm o segin autores como
Miyamoto et al. 2000 y Skaliy et al. 1980 a concentraciones de 2 ppm y 3,3
ppm, respectivamente. Asi también Chang et al. 2006, afirman que los
tratamientos de desinfeccién con cloro y la desinfeccion térmica inhiben la

viabilidad de Legionella en sistemas de agua caliente oligotroéfica.

Los sistemas de agua de grandes edificios pueden tener una alta complejidad tal
y como se refleja en este estudio y a pesar de que se trataba de un mismo edificio
se obtuvieron resultados muy distintos en los diferentes tramos de los niveles y
departamentos, ademas se encontraron diferencias segiin el tipo de agua,
caliente o fria. Segin autores como Borella et al. 2004, las diferentes especies
de Legionella y los distintos serogrupos se encuentran distribuidos en relacion
al tipo de agua, a la temperatura y al cloro libre, lo que sugiere que Legionella
tiene diferente grado de sensibilidad y resistencia a distintos factores
ambientales y nichos ecologicos. Asi mismo, la formacion de biofilms en este
tipo de sistemas esta influenciada por factores como el tipo de material del que
esta formado el sistema de tuberias de agua, la concentracion y calidad de los

nutrientes, desinfectantes y la temperatura (Zacheus y Martikainen, 1996).

Segun los resultados obtenidos en el presente estudio, para el anélisis de la
presencia de Legionella en sistemas de agua sanitaria de edificios, posiblemente
el sistema de control actual es el mas barato y es suficiente para controlar los
sistemas de agua sanitaria, especialmente si esta controlada en cuanto a lo que

se refiere a la concentracion de heterétrofos, cloro y temperatura del agua. Pero
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tendria que vigilarse con mayor atencién la temperatura maxima de los
calentadores y el tiempo de exposicion de temperatura y la concentracién de
cloro, al que se debe someter el sistema hidrico. Ademas, la técnica de la PCR
permite hacer un cribado (screening) rapido del grado de contaminacién de un
circuito de agua sanitaria en un edificio y es un analisis molecular
complementario a la técnica de cultivo, que puede proporcionar una mayor
informacion del grado de contaminacion de una instalacion de riesgo, tomar las
medidas necesarias con mayor rapidez. Ademas, consideramos que las
normativas actualmente utilizadas deberian tener una definicién méas precisa de
lo que son los puntos criticos representativos y lo que es un buen disefio del
sistema hidrico. Se deberian realizar estudios para determinar con precision el
porcentaje de muestras a analizar (muestras representativas) y el porcentaje de
resultados positivos a partir del cual se deberia de considerar que el uso del

agua lleva asociado un riesgo de infeccion por Legionella.

129



Conclusiones

CONCLUSIONES

1. Se identificaron los puntos de muestreo representativos del sistema hidrico
de un edificio puablico, considerando el diseno de las tuberias de los circuitos de

agua caliente y fria.

2. Se determind la contaminaciéon de Legionella aplicando la normativa ISO
11731-1998, que se basa en el cultivo en placa de la bacteria y por una técnica
molecular, la PCR semianidada. La aplicacion de la técnica molecular detect6 la
presencia de la bacteria en el 71% de las muestras del sistema de agua del edifico

en 24 horas.

3. Los resultados indicaron que todo el sistema hidrico estaba contaminado,
aunque no de forma homogénea, los valores de células viables cultivables méas
importantes se encontraron en el circuito de agua caliente de la zona Norte. El
alineamiento de las secuencias de las bacterias aisladas indic6 que posiblemente

todo el circuito estaba contaminado por la misma cepa.

4. El conocimiento de la extension de la contaminacion y del diseno y
funcionamiento del sistema hidrico, determinaron las medidas a aplicar para

controlar la presencia de Legionella en el sistema.

5. El analisis del sistema de agua del edificio un afo mas tarde indic6 la
presencia de ADN de Legionella y la ausencia de células viables cultivables,
posiblemente por el mantenimiento de un elevado nivel del biocida en el
sistema, que sin embargo se ve reducido por el grado de complejidad del

edificio.

130



CAPiTULO I11: ESTUDIO DE LEGIONELLA
EN AGUAS SANITARIAS CALIENTES Y
TORRES DE REFRIGERACION







Capitulo III: Legionella en ASC y torres de refrigeraciéon

RESULTADOS

Se realiz6 un estudio de aguas sanitarias calientes de dos tipos de edificios
publicos: hoteles y residencias geriatricas. Durante el mismo periodo de
tiempo se realizaron muestreos de aguas de torres de refrigeracion de un
edificio publico. Por el grado de complejidad en el disefio y funcionamiento
de estos sistemas, dividimos este estudio en dos grupos: Aguas Sanitarias

Calientes y Torres de refrigeracion.

En todas las muestras se realizaron analisis microbioldgicos con el fin de
determinar la presencia de Legionella y microorganismos acompanantes
como heterotrofos a 37°C, heterotrofos a 22°C, Pseudomonas spp.,
Aeromonas y protozoos. Todos ellos forman parte de la biota de los
circuitos de agua y pueden formar biofilms en los sistemas de tuberias o en
el fondo y las paredes de los tanques de agua. También se analizaron
parametros fisicoquimicos como temperatura, pH, turbidez, concentracion

de carbono organico, Fe, Cu, Zn y cloro como biocida.

1 AGUA SANITARIA CALIENTE (ASC)

Se analizaron 231 muestras de agua sanitaria caliente (ASC). El muestreo
de las primeras 107 muestras se realizo siguiendo el protocolo descrito por
el BOE, Real Decreto 865/2003, por el que se establecen los criterios
higiénicos sanitarios para la prevencion y el control de la legionelosis. Este
protocolo consiste en la mezcla de 100ml de agua al abrir el grifo (AGUA
PROXIMAL) y cuando el agua alcanza su maxima temperatura, hasta una
muestra final de 1L, (AGUA DISTAL). Con este tipo de muestreo se busca

obtener una muestra representativa de todo el sistema de agua.
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1.1 Muestras “Mezcla”.

1.1.1 Descripcion de parametros microbiolégicos de muestras de
agua sanitaria caliente (Mezcla)

Dado que el método de muestreo se realiz6 segin lo establecido por el Real
Decreto BOE 865/2003, a este tipo de muestra se denomin6 MEZCLA. Se
realizo el aislamiento e identificacion de Legionella spp., Heter6trofos a
22°C, Heterotrofos a 37°C, Pseudomonas, Aeromonas y protozoos, los
métodos de aislamiento en cada caso se encuentran descritos en materiales

y métodos apartados 2.1,2.2,2.3,2.4.

Los resultados obtenidos se pueden observar en la tabla 1.1.1.1 a
continuacion y estan expresados en medias geométricas, valores maximos y
minimos y porcentajes de casos positivos de cada parametro

microbiologico.

Tabla 1.1.1.1 Parametros microbiologicos de las muestras de agua sanitaria caliente
(Mezcla), porcentaje de los datos positivos de cada caso, media geométrica, maximos y
minimos.

% Positivos % positivos eclrlnfgtl:ica Maximo Minimo
Cultivo PCR 8 ufc/tooml  ufe/100ml
ufc/100ml
. 26% 35%
L 1l o 3 b
egionella (28/107) (38/107) 3,53X10 2,05X10 ND
82%
o a 4 7 2
Het 22°C (88/107) NA: 7,94X10 8,80x10 <5,00x10
86%
o 5 7 2
Het 37°C (92/107) NA 1,50X10 8,00x10 <5,00X10
o,
Pseudomonas 44% NA 6,76x10° 2,00x104 <1,00x10°
(47/107)
Aeromonas ND NA <1,00X10° <1,00X10° <1,00X10°
0, 0,
Protozoos 25% 22% NA NA NA

(27/107) (24/107)

a NA: no analizado
b ND: no detectado
Het: Hetero6trofos
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Con el fin de detectar y cuantificar la posible presencia de Legionella en las
muestras de agua sanitaria caliente, antes de ser analizadas se concentraron
por el método de filtracion de acuerdo con la normativa ISO 11731-1998,

expuesta en el apartado 4.1 de material y métodos.

Para el aislamiento de Legionella el concentrado de cada muestra se analiz6
mediante dos técnicas: una técnica de cultivo en placa de agar BCYE y una
técnica de PCR semianidada que amplifica un fragmento de 234 pb del
ADN que codifica para el 16S ARNr comun a todas las especies del género

Legionella.

Al analizar Legionella por el método de cultivo se obtuvieron 28 muestras
positivas de un total de 107 (tabla 1.1.1.1), con una media geométrica de
3,53x10° ufc/100ml y un valor maximo de 2,95x103 ufc/100ml. Mediante la
PCR diseniada por Jonas et al. 1995 obtuvimos 30 muestras positivas para

ADN de Legionella spp. (anexo 2.1).

Sin embargo se obtuvieron algunas muestras con células cultivables y
negativas por PCR, lo que nos hizo sospechar de la presencia de
inhibidores. Con el fin de eliminarlos se realiz6 el proceso de extraccion del
ADN a partir de los concentrados de las muestras utilizando el método de
resinas AG501-X8 de Bio-Rad para la purificacion de ADN. Ademas, se
realizd una modificacion de la PCR de Jonas et al. 1995 y se disefié una PCR
semianidada. La aplicacion del proceso de purificacion a las muestras
analizadas, permiti6 detectar amplicones en todas las muestras con
crecimiento en placa, por lo que los resultados positivos para ADN de
Legionella spp. aumentaron a 38 (tabla 1.1.1.1). Finalmente, en este tipo de
muestras se detect6 la presencia de Legionella en un 26% por cultivo y un
35% por PCR (tabla 1.1.1.1). La identificacion de las colonias crecidas
aplicando el kit de Legionella Latex Test (anexo 2.1 de materiales y
métodos) indico la presencia de Legionella pneumophila serogrupo 1 en 14

de las muestras, L. pneumophila serogrupo 2-14 en 13 de las muestras y
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Legionella spp. en la muestra restante.

Cuando se realizdé el analisis de los otros parametros microbiologicos
estudiados, se obtuvieron los siguientes resultados: los heterétrofos a 22°C
fueron positivos en el 82% de las muestras de agua caliente sanitaria, con
una media geométrica de 7,94x104 ufc/100ml y un valor maximo de
8,80x107 ufc/100ml. Se detectaron resultados positivos de heterotrofos a
37°C, en el 86% de las muestras, con una media geométrica de
1,50x105ufc/100ml y con un valor maximo de 8,00x107 ufc/100ml (tabla
1.1.1.1). Cuando se analiz6 Pseudomonas mediante cultivo, se detectaron
casos positivos en el 44% de las muestras con una media geométrica de
6,76x10° ufc/10oml y un valor maximo de 2,00x104 ufc/100ml (tabla
1.1.1.1). Se realiz6 también el analisis de Aeromonas mediante la técnica de
cultivo, sin embargo, no se obtuvo en ninguna muestra resultados positivos
para esta bacteria (tabla 1.1.1.1). Se determino la presencia de protozoos en
las muestras de agua sanitaria caliente mediante observacion directa de la
muestra sedimentada y por una técnica cualitativa de cultivo (materiales y
métodos 2.4 ). Ademas se realiz6 una PCR del 18S ARNr de eucariotas para
detectar protozoos, basada en el protocolo de Thomas et al. 2006
(materiales y métodos 6.4), modificando los cebadores para evitar la
competencia entre ellos y mejorar la especificidad de la técnica. Del total de
las muestras analizadas se detect6 la presencia de protozoos por

observacion en el 25% y por PCR se detect6 un 22% de muestras positivas.

1.1.2 Descripcion de parametros fisicoquimicos de agua sanitaria
caliente (Mezcla)

En este estudio se analizaron factores fisicoquimicos como la temperatura,
el pH, el Cl y la turbidez, metales como Fe, Zn y Cu y el carbono organico
total (COT). Los resultados de las medias, maximos y minimos de las 107
muestras se pueden observar a continuacion.
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Tabla 1.1.2.1 Parametros fisicoquimicos de las muestras de agua sanitaria caliente,
medias, maximos y minimos (Mezcla).

Media D. Standard Maximo Minimo

Temp (°C) 48,34 11,35 71,70 18,00
Turbidez (NTU) 0,73 0,43 2,02 0,16
pH 7,60 0,47 8,63 6,00

Fe (ppm) 0,03 0,06 0,42 <0,01

Zn (ppm) 0,18 0,18 0,90 <0,02

Cu (ppm) 0,35 0,46 2,10 <0,01
COT (ppm) 2,73 4,70 29,60 0,42
Cl (ppm) 0,04 0,20 2,00 0,00

Temp: temperatura , Fe: Hierro, Zn: Cinc, Cu: Cobre, COT: carbono organico total (ppm),
Cl: Cloro (ppm)

Las muestras tuvieron una temperatura media de 48°C y estos valores
oscilaron entre 71°C y 18°C. En el caso de la turbidez se obtuvo un valor
medio de 0,73 NTU oscilando entre 2 NTU y 0,16 NTU. El pH de todas las
muestras tuvo una media de 7,60 con un maximo de 8,63 y un minimo de
6. En el caso de los metales analizados, obtuvimos una concentracion
media para el Fe de 0,03 ppm con un maximo de 0,42 ppm, el Zn tuvo una
concentracion media de 0,18 ppm con un maximo de 0,90 ppm y el Cu tuvo
una concentracion de 0,35 ppm con una concentracion maxima de 2,10
ppm. Al analizar el carbono organico total (COT) de las 107 muestras se
obtuvo una concentraciéon media de 2,73 ppm con un minimo de 0,42 ppm
y una concentracion maxima de 29,60 ppm (tabla 1.1.2.1). En este tipo de
aguas el biocida que se utilizaba para la desinfeccion fue el cloro, sin
embargo, en el agua caliente el cloro se evapora rapidamente, detectandose
cloro en el 12% de las 107 muestras analizadas, con un valor medio de 0,04

ppm y con un maximo de 2 ppm.
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1.1.3 Descripcion estadistica de los diferentes parametros
microbioldgicos y fisicoquimicos de muestras de agua sanitaria
caliente (Mezcla)

Con cada uno de los parametros bacteriologicos de las 107 muestras de
agua sanitaria caliente, se realizaron analisis estadisticos. En las figuras
1.1.3.1, 1.1.3.2 y 1.1.3.3, se puede observar la distribucion de los resultados
cuantitativos de las bacterias analizadas, Legionella, Pseudomonas,
Heterotrofos a 22°C y Heterotrofos a 37°C.

Fig. 1.1.3.1 Diagrama de cajas de la distribucion de datos de los parametros
microbioldgicos, provenientes del agua sanitaria caliente (Mezcla).

Parametros microbiologicos

3er cuartil

1 T .

Mediana

Media

1er cuartil

Log (ufc+1)/100 mL
N
‘ T T T ‘ T T T ‘ T T T ‘ T T T ‘

HET23 HET37 LEG PSEU

Leg: Legionella, Het 22: heter6trofos a 22°C, Het 37: heter6trofos a 37°C, PSEU: Pseudomonas. Los datos estan
expresados en log (ufc +1)/100ml.

Se puede observar en la figura 1.1.3.1 la representacion de la distribucion de
datos en diagrama de cajas de cada parametro microbiologico.

En el caso de Heterotrofos a 22°C y Heterotrofos a 37°C, se observa que
tienen una distribucion de datos, una media y una mediana muy similar
entre si y no existe ninguna diferencia significativa entre ellos, mientras
que comparando las medias de sus datos con las medias obtenidas de los
resultados de Legionella y Pseudomonas se observa que si existe una
diferencia estadisticamente significativa entre ellos.
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La prueba de multiples rangos (datos no mostrados), realizada con el
programa Statgraphics Centurion XV, aplica un procedimiento de
comparacion multiple para determinar cuales medias son
significativamente diferentes de otras, permitiendo agrupar aquellos
parametros que forman un grupo homogéneo (medias que no presentan
diferencias estadisticamente significativas entre si), y separa aquellos
grupos con medias significativamente diferentes.

Asi, al comparar las medias de los resultados obtenidos, los Heterétrofos a
22°C y a 37°C, forman un grupo homogéneo de medias por lo que no
presentan diferencias estadisticamente significativas entre sus valores.
Mientras que con Legionella y Pseudomonas no estan agrupados, y
tampoco los valores de estos dos ultimos microorganismos forman un
grupo homogéneo, por lo tanto existen diferencias estadisticas entre ellos.

Fig. 1.1.3.2 Diagrama de cajas de la distribucion de los datos de los parametros
fisicoquimicos de las muestras de agua sanitaria caliente (Mezcla).

Parametros fisicoquimicos
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40 - -
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Temp: Temperatura (°C), TURB: Turbidez (NTU), Cl: Cloro (ppm), COT: Carbono Organico Total (ppm)

En la figura 1.1.3.2 se pueden observar la distribuciéon de los datos de los
parametros fisicoquimicos, con una clara diferencia entre la dispersion de
datos de la temperatura con el resto de los pardmetros. Segun la prueba de
maultiples rangos a un nivel del 95% de confianza, existen diferencias
significativas entre todos los parametros fisicoquimicos estudiados.
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Fig. 1.1.3.3 Diagrama de cajas de la distribucion de datos de los metales, en las muestras
de agua sanitaria caliente (Mezcla).

Parametros fisicoquimicos
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Fe: Hierro, Zn: Cinc, Cu: Cobre.

En la figura 1.1.3.3 se puede observar la distribucion de datos de los metales
analizados en este tipo de muestras. El cobre presenta una mayor
dispersion de datos. Seglin la prueba de multiples rangos se encuentran
diferencias significativas a un 95% de confianza entre Cu-Fe y Cu-Zn. Sin
embargo, el Fe y el Zn pertenecen a un mismo grupo de medias, es decir
que no existen diferencias estadisticamente significativas entre sus valores.

En resumen, se puede observar que la distribucion de datos de
las variables analizadas en este tipo de muestras presentan
diferencias significativas en el caso de los parametros
microbiologicos, ast las medias de los Heterotrofos a 22°C y a
37°C presentan diferencias estadisticamente significativas al
95% de confianza con parametros como Pseudomonas Yy
Legionella, ast como entre estos parametros también se
encontraron diferencias significativas.

En el caso de los parametros fisicoquimicos se obtuvo que, los
valores de la temperatura tuvieron una distribucion mas
amplia de sus datos que el resto de los parametros
fisicoquimicos. Asi la temperatura, pH, turbidez, cloro y COT

presentaron diferencias estadisticamente significativas. En el
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caso de los metales, se obtuvieron diferencias significativas
entre los valores de Cu-Zn y entre Cu-Fe. Mientras que el Fe y el

Zn no presentaron diferencias significativas.

1.1.4. Parametros microbioldgicos y fisicoquimicos en relaciéon a
la presencia y ausencia de Legionella de muestras de agua
sanitaria caliente (Mezcla)

Se realizO6 un analisis estadistico de los diferentes parametros
microbiolégicos y fisicoquimicos en relacion a los resultados de presencia y
ausencia de Legionella obtenida mediante la técnica de cultivo (grafica A) y
obtenida por el método de la PCR semianidada (grafica B).

Fig. 1.1.4.1 Medias con intervalos al 95% de confianza, de Heter6trofos a 22°C y
Heterotrofos a 37°C en relacion a la presencia y ausencia de Legionella (Mezcla).
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Het: heterétrofos, Leg 0: Ausencia de Legionella por cultivo, Leg 1: Presencia de Legionella por cultivo,pcro:

Ausencia de Legionella por PCR,pcr1: Presencia de Legionella por PCR.

HET37_pcr1

Estos analisis estadisticos representan las medias de los parametros
analizados con intervalos de confianza al 95%, que sirven para determinar
que medias son significativamente diferentes de otras.

Se puede observar en la grafica A, que al comparar los resultados de
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heter6trofos en relacion a la presencia y ausencia de Legionella obtenida
por cultivo, los intervalos de Heter6trofos a 22°C y a 37°C en ausencia y
presencia de Legionella son significativamente diferentes. Es decir, existe
mayor probabilidad de encontrar presencia de Legionella cuando los
parametros de Heterotrofos a 22°C y a 37°C estan por encima de
5,8log(ufc+1)/100ml (grafica A). Esto se comprob6 mediante la prueba de
maultiples rangos a un 95% de confianza (datos no mostrados).

Asi, los resultados obtenidos con Legionella muestran que hay presencia,
fueron positivos cuando los valores de heterotrofos a 22°C son superiores a
8,64x107 ufc/100ml, o los valores de heterotrofos a 37°C son mayores a
2,80x107 ufc/100ml.

En la grafica B cuando se comparan los valores de los resultados de
Heterotrofos a 22°C y a 37°C en relacion a la presencia y ausencia de
Legionella obtenida por PCR, segun la prueba de multiples rangos a un
nivel del 95% de confianza, no existen diferencias significativas entre las
medias. Sin embargo, se observa que la presencia de ADN de Legionella se
asocia a valores elevados de Heter6trofos a 22°C y de Hetero6trofos a 37 °C.

Fig. 1.1.4.2 Medias con intervalos al 95% de confianza de Pseudomonas en relaciéon a la
presencia y ausencia de Legionella obtenida por cultivo y por PCR (Mezcla).

GRAFICA A GRAFICA B
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PSEU: Pseudomonas, Leg 0: Ausencia de Legionella por cultivo, Leg 1: Presencia de Legionella por cultivo, pcro:

Ausencia de Legionella por PCR, per 1: Presencia de Legionella por PCR
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Se puede observar en la figura 1.1.4.2 que no existen diferencias
significativas entre la presencia y ausencia de Legionella obtenida por
cultivo y por PCR con los valores de Pseudomonas en este tipo de agua.

Esto fue confirmado con la prueba de multiples rangos.

Fig. 1.1.4.3 Medias con intervalos al 95% de confianza de los pardmetros fisicoquimicos
en relacion a la presencia y ausencia de Legionella obtenida por cultivo y por PCR
(Mezcla).
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TURB: Turbidez (NTU), Cl: Cloro (ppm), COT: Carbono Organico Total (ppm), Leg 0: Ausencia de Legionella por
cultivo, Leg1: Presencia de Legionella por cultivo, pcro: Ausencia de Legionella por PCR, pcri: Presencia de

Legionella por PCR.
No se encuentran diferencias significativas entre los parametros

fisicoquimicos y la presencia o ausencia de Legionella obtenida mediante
cultivo (grafica A) y obtenida por PCR (grafica B).
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Fig. 1.1.4.4 Medias con intervalos al 95% de confianza, de la temperatura en relaciéon a la
presencia y ausencia de Legionella obtenida por cultivo y por PCR (Mezcla).
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Temp: Temperatura (°C), Leg 0: Ausencia de Legionella por cultivo, Leg1: Presencia de Legionella por cultivo,

pero: Ausencia de Legionella por PCR, per1: Presencia de Legionella por PCR.

En ambas graficas se observa que no existen diferencias significativas entre
la presencia y ausencia de Legionella y la temperatura. Sin embargo, se
puede ver que existe mayor tendencia a la asociacién de Legionella con
temperaturas no mayores a 50°C.
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Fig. 1.1.4.5 Medias con intervalos al 95% de confianza de los metales en relacion a la presencia

y ausencia de Legionella obtenida por cultivoy por PCR (Mezcla).
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Cu: Cobre, Fe: Hierro, Zn: Cinc, Leg 0: Ausencia de Legionella por cultivo, Leg1: Presencia de Legionella por
cultivo, pcro: Ausencia de Legionella por PCR, peri1: Presencia de Legionella por PCR.

En la figura 1.1.4.5 se relaciona la presencia y ausencia de Legionella con
los metales analizados en este tipo de agua. Se puede observar en la grafica
A que existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias
del Cu con la presencia y ausencia de Legionella obtenida por cultivo. Es

decir, que a mayor concentracién de Cu, menos probable es encontrar
Legionella en este tipo de agua.

En la grafica B, sin embargo no existen diferencias estadisticamente
significativas entre las medias, pero se observa que las concentraciones

elevadas de Cu y Zn tienen tendencia a asociarse a la ausencia de
Legionella.
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Fig. 1.1.4.6 Medias con intervalos al 95% de confianza de la presencia de Legionella
obtenida por cultivo en relacién a los resultados del cultivo de protozoos (Mezcla).
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Leg: Presencia de Legionella por cultivo, Prot o: Ausencia de protozoos por cultivo, Prot 1: Presencia de
protozoos por cultivo.

En el caso del analisis de protozoos este estudio fue cualitativo. En la figura
1.1.4.6 se ha invertido la relaciéon presencia-ausencia de Legionella en
relacion a los valores obtenidos de Protozoos. Por lo que en este caso la
grafica nos muestra unas medias de los valores de Legionella obtenida por
cultivo, en relacion a la presencia y ausencia de Protozoos.

Se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas al 95% de
confianza entre los valores estudiados. Es decir, a una mayor concentracion
de Legionella en este tipo de muestras, se encuentra mayor presencia de
protozoos.
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Fig. 1.1.4.7 Medias con intervalos al 95% de confianza de la presencia de Legionella
obtenida por cultivo en relacién a los resultados de PCR de protozoos (Mezcla).

Medias al 95% de confianza
2r ]
1,6 ; ;
1,2 ; ;
5
oaf T ]
ol ]

Leg_protpcrO Leg_protpcr1

Leg: Presencia de Legionella por cultivo, protper 0: Ausencia de protozoos por per, protper 1: Presencia de
protozoos por pcr.

Se puede observar en la figura 1.1.4.7 que existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de las células viables de
Legionella en relacion a la presencia y ausencia de Protozoos obtenidos

mediante la técnica de PCR.

Es decir, que a mayor presencia de Legionella se puede encontrar una

mayor presencia de ADN de Protozoos en este tipo de muestra.

En resumen segiun estos analisis estadisticos que representan
las medias con intervalos al 95% de confianza de los
parametros microbiolégicos y fisicoquimicos en relacion a la
presencia y ausencia de Legionella obtenida por el método de
cultivo y de PCR, se encontro que la presencia de Legionella se
ve favorecida a mayor concentracion de Heterotrofos a 22°C y
Heterotrofos a 37°C. Y se observéo una mayor presencia de
Protozoos en el agua cuando los valores de Legionella son
elevados.

Ast también la ausencia de Legionella encontrada por cultivo y

por PCR se asocié a concentraciones elevadas de Cuy de Zn.
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1.1.5 Correlaciones entre los factores microbiol6gicos y

fisicoquimicos de muestras de agua sanitaria caliente (Mezcla)

Se pueden observar en la tabla 1.1.5.1, las correlaciones de Spearman para

los parametros microbiolégicos y fisicoquimicos del agua sanitaria caliente.

Este analisis estadistico se utiliza la estimacion de correlaciones de datos

que no siguen una distribucién normal y al calcularse a partir de los rangos

de los valores de cada parametro es menos sensible a los valores atipicos.

Tabla 1.1.5.1 Matriz de correlacién entre los parametros microbiologicos y fisicoquimicos de las muestras
de agua sanitaria caliente (Mezcla). Se us) el coeficiente de correlacion de Spearman.

Leg

Het 22

Het 37

Pseud

Temp

pH

Turb

Cl

CoT

Fe

Leg Het22 Het37 Pseud Temp pH Turb Cl COoT Fe Zn Cu
0,31 0,30 0,052 -0,17 0,06 -0,21 -0,02 -0,03 -0,08 -0,21 -0,17
p-0,001 | p-0,001 | p-0,587 | p-0,065 | p-0,475 | p-0,027 | p-0,819 | p-0,734 | p-0,366 | p-0,024 | p-0,072
0,31 0,93 0,40 -0,19 -0,09 -0,22 -0,22 -0,34 -0,06 -0,25 -0,30
p-0,0016 pP-0,000 | p-0,000 | p-0,041 | p-0,343 | p-0,021 | p-0,018 | p-0,000 | p-0,512 | p-0,009 | p-0,002
0,30 0,93 0,34 -0,21 -0,09 -0,20 -0,25 -0,44 -0,044 -0,26 -0,35
p-0,0019 | p-0,000 pP-0,000 | p-0,029 | p-0,31 | p-0,034 | p-0,010 | 0,000 p-0,64 | p-0,005 | p-0,000
0,052 0,40 0,34 0,0001 -0,04 -0,09 -0,31 -0,19 -0,05 -0,08 -0,14
p-0,587 p-0,000 | p-0,000 P-0,925 p-0,63 p-0,340 | p-0,001 | p-0,041 | p-0,560 | p-0,359 P-0,143
-0,17 -0,19 -0,21 0,0091 -0,12 0,05 0,028 0,16 0,31 0,17 0,32
P-0,065 P-0,041 | p-0,029 | p-0,925 0,0191 p-0,566 | p-0,768 | p-0,083 | p-0,001 | p-0,034 | 0,000
0,06 -0,09 -0,09 -0,04 -0,12 0,15 0,09 0,07 0,002 0,14 -0,016
P-0,475 p-0,343 p-0,31 p-0,63 0,0191 0,116 p-0,337 | p-0,456 | p-0,977 | p-0,147 | p-0,98
-0,21 -0,22 -0,20 -0,09 0,05 0,15 0,012 0,12 0,34 0,24 0,13
p-0,027 p-0,021 | p-0,034 | p-0,340 p-0,566 0,116 p-0,895 | p-0,206 | p-0,000 | p-0,106 | p-0,156
-0,02 -0,22 -0,25 -0,31 0,028 0,09 0,012 0,21 0,14 0,21 0,47
p-0,819 p-0,018 | p-0,010 | p-0,001 | p-0,768 p-0,337 | p-0,895 p-0,030 | pP-0,130 0,029 | p-0,000
-0,03 -0,34 -0,44 -0,19 0,16 0,07 0,12 0,21 0,13 0,21 0,47
p-0,734 p-0,000 | 0,000 | p-0,041 | p-0,083 | p-0,456 | p-0,206 | p-0,030 p-0,173 | p-0,029 | p-0,000
-0,08 -0,06 -0,044 -0,05 0,31 0,002 0,34 0,14 0,13 0,30 0,24
p-0,366 p-0,512 p-0,64 p-0,560 | p-0,001 | p-0,977 | p-0,000 | p-0,130 p-0,173 p-0,017 | p-0,010
-0,21 -0,25 -0,26 -0,08 0,17 0,14 0,24 0,21 0,21 0,30 0,43
p-0,024 | p-0,009 | p-0,005 | p-0,359 | p-0,034 | p-0,147 | p-0,106 | 0,029 | p-0,029 | p-0,017 pP-0,000
-0,17 -0,30 -0,35 -0,14 0,32 -0,016 0,13 0,47 0,47 0,24 0,43
p-0,072 | p-0,002 | p-0,000 | p-0,143 0,000 p-0,98 | p-0,156 | p-0,000 | p-0,000 | p-0,010 | p-0,000

En cada celda, superior:
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En la tabla 1.1.5.1 el primer valor corresponde al coeficiente de Spearman,
es decir, el porcentaje de correlacion entre los valores, el segundo valor es el
p-valor que comprueba la importancia estadistica de las correlaciones
estimadas, este valor por debajo de 0,05 indica importancia estadistica para

un nivel de confianza del 95% y por debajo de 0,1 al 90% de confianza.

En la tabla 1.1.5.1 los datos en negrita son los que presentan una correlacion

significativa por debajo de un p-valor de 90% y 95%.

Se pueden destacar las correlaciones encontradas entre los Heter6trofos a
22°C y Heteroétrofos a 37°C y correlaciones débiles pero significativas con
parametros como Legionella y Pseudomonas respectivamente. También
existen correlaciones estadisticamente significativas entre Het. a 22°C y
Het. a 37°C con parametros fisicoquimicos como temperatura, turbidez,
COT, Zn, Cuy cloro.

Finalmente, se pueden destacar las correlaciones negativas aunque débiles,
entre Legionella con parametros como, temperatura, turbidez, Cu y Zn, es
decir, a valores mayores de estds parametros menor es la presencia de

Legionella.

149



Resultados

Muestreo de agua sanitaria caliente cambiando la

forma del muestreo.

Debido a la variedad de resultados obtenidos y sobre todo a la complejidad
de los sistemas de agua caliente de los edificios en estudio, se decidi6 hacer
un cambio en la forma del muestreo. Se realizd6 un muestreo por separado
de 1 litro del Agua Proximal del sistema, es decir el agua apenas es abierto
el grifo y 1 litro del Agua Distal después de dejar correr el agua
aproximadamente 2 minutos, cuando ha alcanzado su temperatura
maxima.

1.2 Muestras de “Agua proximal”

1.2.1 Descripcion de parametros microbiologicos de muestras de
agua sanitaria caliente (A. proximal)

Se realiz6 el analisis de 62 muestras del Agua Proximal, tal y como se
explico en el apartado anterior, analizandose las muestras por PCR
semianidada y mediante cultivo en placa.

Tabla 1.2.1.1 Paridmetros microbiologicos de las muestras de agua sanitaria caliente,
porcentaje de los datos positivos de cada caso, media geométrica, maximos y minimos.

% Positivos % positivos ecl)\lln(:gtl:'iica Maximo Minimo
Cultivo PCR 8 ufc/100ml ufc/100ml
ufc/100ml
: 37% 58% 0 3 b
Legionella (22/62) (36/62) 7,44X10 2,00Xx10 ND
Het 22°C 92% NA2 2,14X105 1,31x107 <5,00X102
(57/62) ’ ’ ’
Het 37°C 92% NA 2,24X105  1,20X107  <5,00X102
(57/62) ’ ’ ’
o,
Pseudomonas 60% NA 1,91x101 1,20x103 <1,00x10°
(37/62)
Aeromonas ND NA <1,00X10° <1,00X10° <1,00X10°
o, (V)
Protozoos 43% 32% NA NA NA

(27/62) (20/62)

a NA: no analizado
b ND: no detectado
Het: heteroétrofos
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Los resultados que obtuvimos, tabla 1.2.1.1, nos muestran 36 resultados
positivos de Legionella por PCR es decir un 58% de las muestras y 22 por
cultivo en placa que representan el 37% de las muestras. La identificacion
de las colonias aplicando el kit de serologia nos indic6 la presencia de L.
pneumophila serogrupo 2-14 en todos los casos a excepcidén de una muestra
que se trataba de la cepa Legionella pneumophila serogrupo 1. Las
muestras positivas por cultivo también lo fueron por PCR. En las muestras
positivas por cultivo se obtuvo una media geométrica de 7,44x10°

ufc/100ml y el nimero maximo de colonias fue 2,00x103 ufc/L.

La presencia de Hetero6trofos a 22°C se pudo determinar en el 92% de las
muestras, con una media geométrica de 2,14x105 ufc/100ml y un maximo
de 1,31x107 ufc/100ml. Los Heter6trofos a 37°C también se detectaron en
un 92% con una media geométrica de 2,24x105 ufc/100ml y un valor
méaximo de 1,20x107 ufc/100ml. Pseudomonas fue detectada en un 60% de
las muestras con una media geométrica de 1,91x10* ufc/100ml y un maximo

de 1,20x103 ufc/100ml.

La presencia de protozoos en el total de las muestras analizadas fue de 43%

por observaciéon y de un 32% por PCR.

No se detectd Aeromonas en las muestras analizadas en este estudio.
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1.2.2 Descripcion de parametros fisicoquimicos de agua
sanitaria caliente (A. proximal)

Los factores fisicoquimicos de las 62 muestras de este tipo de aguas se
pueden observar en la tabla 1.2.2.1. a continuacion.

Tabla 1.2.2.1 Pardmetros fisicoquimicos de las muestras de agua sanitaria caliente,
medias, maximos y minimos (A. proximal).

Media D. Standard Maximo Minimo

Temp (°C) 27 5,50 37 16
Turbidez (NTU) 0,75 0,70 5,00 0,12
pH 7,43 0,48 8,69 6,36
Fe (ppm) 0,03 0,05 0,20 0,00
Zn (ppm) 0,26 0,25 1,30 0,03
Cu (ppm) 0,17 0,33 1,54 0,00
COT (ppm) 2,09 1,73 9,55 0,00
Cl (ppm) 0,03 0,10 0,52 0,00

Temp: temperatura , Fe: Hierro, Zn: Cinc, Cu: Cobre, COT: Carbono Orgénico Total (ppm),
Cl: Cloro (ppm)

Las muestras tuvieron una temperatura media de 27°C y estos valores
oscilaron entre los 16°C y 37°C. Se obtuvo un promedio de 0,75 NTU, en el
caso de la turbidez, oscilando entre 5,00 NTU y 0,12 NTU. El pH tuvo un
promedio de 7,43 con un maximo de 8,69 y un minimo de 6,36. La
concentracion de cloro tuvo una media de 0,03 ppm, con un maximo de
0,52 ppm. En el caso del Fe se obtuvo una concentracion media de 0,03
ppm con un maximo de 0,20 ppm. El Zn tuvo una concentracion media de
0,26 ppm con un maximo de 1,30 ppm y un minimo de 0,03 ppm y en el
caso del Cu se encontr6 una concentracion media de 0,17 ppm con un
maximo de 1,54 ppm. En el Carbono Orgéanico Total, la media obtenida fue

de 2,09 ppm con un maximo de 9,55 ppm (tabla 1.2.2.1).
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1.2.3 Descripcion estadistica de los diferentes parametros
microbioldgicos y fisicoquimicos de muestras de agua sanitaria
caliente (A. proximal)

Con los resultados de los parametros bacteriologicos de las 62 muestras de
agua sanitaria caliente, se realizaron analisis estadisticos. Se pueden
observar a continuaciéon (figura 1.2.3.1), en diagramas de caja, la
distribucion de los resultados de Legionella, Pseudomonas, Heterbtrofos a

22°C y Hetero6trofos a 37°C .

Fig. 1.2.3.1 Diagrama de cajas de la distribucion de datos de los parametros
microbioldgicos, provenientes del agua sanitaria caliente (A. proximal).

Parametros microbioldgicos

Log (ufc+1)/100mL
N
I
|
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ol L 1 1
HET23 HET37 LEG PSEU

Het 22: heterotrofos a 22°C, Het 37: heterdtrofos a 37°C, Leg: Legionella, PSEU: Pseudomonas

La figura 1.2.3.1 muestra la distribuciéon de datos en diagramas de cajas de
cada parametro microbiolégico, de esta forma se observa la dispersion de
resultados en este tipo de agua. En el caso de Heterdtrofos a 22°C y
Hetero6trofos a 37°C, se observa que tienen una distribuciéon de datos, una
media y una mediana muy similar entre si y segin la prueba de multiples
rangos, datos no mostrados, no existen diferencias significativas al 95% de
confianza entre ellos. Comparando la media de los resultados de los
Hetero6trofos a 22°C y 37°C, con los resultados obtenidos de Legionella y
Pseudomonas, se encontré una diferencia estadisticamente significativa
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entre sus valores. Asi mismo, al comparar la distribuciéon de los datos y las
medias de Legionella y Pseudomonas se obtuvo que forman un grupo
homogéneo de medias, por lo que no presentan diferencia estadisticamente
significativa entre sus valores.

Fig. 1.2.3.2 Diagrama de cajas de la distribucién de los parametros fisicoquimicos de las
muestras de agua sanitaria caliente (A. proximal).

Parametros fisicoquimicos
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Temp pH TURB  COT cL

Temp: Temperatura (°C), TURB: Turbidez (UNF), Cl: Cloro (ppm), COT: Carbono Organico Total (ppm)

Se pueden observar en la figura 1.2.3.2, la distribucién de los resultados de
los parametros fisicoquimicos: temperatura, pH, turbidez, COT y cloro,
representados en diagramas de cajas. En el caso de la temperatura se
observa una distribucién de datos con una dispersién méas amplia que el
resto de parametros fisicoquimicos.

Segtn la prueba de multiples rangos a un nivel del 95% de confianza (datos
no mostrados), se obtuvieron diferencias significativas entre todos los
parametros a excepcion del cloro y la turbidez que forman un grupo
homogéneo de medias entre las que no existen diferencias estadisticamente
significativas.
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Fig. 1.2.3.3 Diagrama de cajas de la distribucién de datos de metales, en las muestras de
agua sanitaria caliente (A. proximal).

Parametros fisicoquimicos
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Fe: Hierro, Zn: Cinc, Cu: Cobre.

En la figura 1.2.3.3 se puede observar la distribucion de datos de los
metales analizados en estas aguas, con una mayor dispersién de datos del
Zn.

Segun la prueba de maultiples rangos a un nivel del 95% de confianza,
existen diferencias significativas entre los resultados del Fe, Zn y Cu.

En resumen, la distribucion de datos de las variables
analizadas en este tipo de muestras (Agua Proximal), en el caso
de los parametros microbiolégicos, los Heterotrofos a 22°C y a
37°C presentaron diferencias significativas al 95% de confianza

con parametros como Pseudomonas y Legionella.

En el caso de los parametros fisicoquimicos se observo que, los
valores de la temperatura tuvieron una distribucion mas
amplia de sus datos en comparacion a los otros parametros
fisicoquimicos. El pH, la turbidez, el cloro y el COT fueron

significativamente diferentes entre ellos, sin embargo el cloro y
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la turbidez no presentaron diferencias significativas entre sus
valores. En el caso de los metales se observo que en este tipo de
muestras, los valores del Cu, Zn y Fe presentan diferencias

estadisticamente significativas.

1.2.4 Parametros microbiolégicos y fisicoquimicos en relacion a
la presencia y ausencia de Legionella de muestras de agua

sanitaria caliente (Agua Proximal)

Se realizO un analisis estadistico de los diferentes parametros
microbiologicos y fisicoquimicos en relacion a los resultados obtenidos por
cultivo (grafica A) y por PCR (grafica B) para Legionella, tomando en

cuenta la presencia y ausencia de la bacteria con el resto de los parametros.

Fig. 1.2.4.1 Medias con intervalos al 95% de confianza de Heter6trofos a 22°C y
Heterétrofos a 37°C en relacién a la presencia y ausencia de Legionella (A. proximal).
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Het: heterdétrofos, lego: Ausencia de Legionella por PCR, leg1: Presencia de Legionella por PCR, pcro: Ausencia
de Legionella por PCR, pcri: Presencia de Legionella por PCR.

En la grafica A, al comparar los resultados de las medias con intervalos de
confianza al 95%, de los Heterotrofos a 22°C y a 37°C en relacion a la
presencia y ausencia de Legionella obtenida por cultivo, se obtuvo que
existen diferencias significativas entre la presencia y ausencia de Legionella
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en relacion a Heterotrofos a 37°C. Es decir que, en este tipo de agua
(Proximal), existe mayor posibilidad de encontrar presencia de Legionella
cuando los parametros de Heterotrofos a 37°C son mas elevados. En el caso
de los Heterotrofos a 22°C, aunque no existen diferencias estadisticamente
significativas, se observa mayor presencia de Legionella en relacién a
valores elevados de Heterotrofos a 22°C.

Los resultados positivos de Legionella se encontraron sobre valores reales
de Hetero6trofos a 22°C de 1,10x107 ufc/100ml y de valores de Heterotrofos
a 37°C de 9,60x100ufc/100ml.

En la grafica B encontramos que no existen diferencias estadisticamente
significativas entre la presencia y ausencia de Legionella obtenida por PCR
con los valores de Heterotrofos a 37°C y a 22°C. Pero se observa una
tendencia a la asociacion entre los valores elevados de Heter6trofos a 22°C
y 37°C con la presencia de ADN de Legionella

Fig. 1.2.4.2 Medias con intervalos al 95% de confianza de Pseudomonas en relaciéon a la
presencia y ausencia de Legionella (A. proximal).

GRAFICA A GRAFICA B
Medias al 95% de confianza Medias al 95% de confianza
- J 18F -
L b 161 T
: g 14+
i ] P
L E 12+
= - “~
2
I E; r i
L - ] 0,8
= - 0,6 =
PSEU_leg0 PSEU_leg1 PSEU_pcr0 PSEU_pcr1

PSEU: Pseudomonas, Leg 0: Ausencia de Legionella por cultivo, Leg 1: Presencia de Legionella por cultivo, pcro:
Ausencia de Legionella por PCR, peri1: Presencia de Legionella por PCR.

En la figura 1.2.4.2 segtin las medias con intervalos al 95% de confianza, no

existen diferencias significativas entre la presencia o ausencia de Legionella
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obtenida por cultivo (grafica A) y obtenida por PCR (grafica B) en relacion a

los valores de Pseudomonas.

Fig. 1.2.4.3 Medias al 95% de confianza de los parametros fisicoquimicos en relaciéon a la

presencia y ausencia de Legionella obtenida por cultivo y por PCR (A. proximal).

TURB: Turbidez (UNF), COT: Carbono Orgénico Total (ppm), Cl: Cloro (ppm), Leg 0: Ausencia de Legionella por
cultivo Leg1: Presencia de Legionella por cultivo, pcro: Ausencia de Legionella por PCR, pcri: Presencia de
Legionella por PCR.

Segun el test de medias y la prueba de rangos multiples, no existen
diferencias significativas entre los parametros fisicoquimicos y la presencia
o ausencia de Legionella obtenida mediante cultivo y por PCR, esto se
puede observar en las graficas A y B. Sin embargo, se ve una cierta
asociacion del recuento de células de Legionella con una concentracion mas
elevada de COT.
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Fig. 1.2.4.3 Medias al 95% de confianza de la temperatura en relacion a la presencia y
ausencia de Legionella obtenida por cultivoy por PCR (A. proximal).
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Temp: Temperatura (°C), Leg 0: Ausencia de Legionella por cultivo Leg1: Presencia de Legionella por cultivo,
pero: Ausencia de Legionella por PCR, per1: Presencia de Legionella por PCR.

Segun el test de medias con intervalos al 95% de confianza, no existen diferencias
significativas entre los valores obtenidos de la temperatura y la presencia o

ausencia de Legionella en este tipo de muestras.
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Fig. 1.2.4.4 Medias con intervalos al 95% de confianza de los metales, en relacién a la presencia

y ausencia de Legionella obtenida por cultivoy por PCR (A. proximal).
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Cu: Cobre (ppm), Fe: Hierro (ppm), Zn: Cinc ppm), Leg 0: Ausencia de Legionella por cultivo, Legi: Presencia de
Legionella por cultivo, pcro: Ausencia de Legionella por PCR, peri: Presencia de Legionella por PCR.

En esta agua, los metales forman grupos homogéneos de medias por lo que
no existen diferencias estadisticamente significativas entre ellos. Esto se
puede observar en la grafica A, sin embargo se podria asociar la presencia
de Legionella obtenida mediante cultivo a una mayor concentracion de Fe.
En la grafica B, también se observa una tendencia a la asociacién entre la

presencia de ADN de Legionella y concentraciones elevadas de Fe.
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Fig. 1.2.4.5 Medias con intervalos al 95% de confianza de la presencia de Legionella
obtenida por cultivo, en relacion a los resultados del cultivo de protozoos (A. proximal).

Medias al 95% de confianza

0,8

0,6

0,4

0,2

Leg_prot0 Leg_prot1

Leg: Presencia de Legionella por cultivo, prot 0: Ausencia de protozoos por cultivo, prot 1: Presencia de

protozoos por cultivo.

El test de medias y la prueba de rangos miiltiples, no mostraron diferencias
significativas al 95% de confianza entre la presencia y ausencia de
protozoos y los valores de Legionella obtenidos mediante cultivo. Sin
embargo se observa una asociacion entre la presencia de protozoos con
valores mas elevados de Legionella.
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Fig. 1.2.4.6 Medias con intervalos al 95% de confianza de la presencia de Legionella
obtenida por cultivo, en relacion a los resultados de PCR de protozoos (A. proximal).

Medias al 95% de confianza

08 -

Lo
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Lo

1

021

Lo

Leg_protpcr0 Leg_protpcr1

Leg: Presencia de Legionella por cultivo, protpcr 0: Ausencia de protozoos por per, protper 1: Presencia de
protozoos por pcr.

Se puede observar en la figura 1.2.4.6 que no existen diferencias
significativas entre la presencia y ausencia de protozoos obtenidos
mediante la técnica de PCR y los valores de células viables de Legionella.
Pero se observa una cierta asociacion entre los valores de Legionella y la
presencia de protozoos. Es decir que, a valores elevados de Legionella se
puede encontrar mayor presencia de ADN de protozoos en este tipo de

muestra.

En resumen, en el Agua Proximal segiin los analisis estadisticos
de las medias de los parametros microbiologicos y
fisicoquimicos en relacion a la presencia y ausencia de
Legionella obtenida con el método de cultivo y con PCR, se
obtuvo que la presencia de Legionella obtenida por cultivo se ve
Javorecida a mayor concentracion de Heterotrofos a 37°C y se
encontré una asociacion entre la presencia de protozoos y los
valores elevados de Legionella. Ast mismo, se encontréo que
existe una cierta asociacion entre valores altos de COT, Fe y Zn

con Legionella.
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1.2.5 Correlaciones entre los factores microbioldégicos y
fisicoquimicos de muestras de agua sanitaria caliente (A.
proximal)

Se puede observar a continuacion la tabla 1.2.5.1 de correlaciones de
Spearman para los resultados de los parametros microbiologicos y

fisicoquimicos del agua sanitaria caliente.

Tabla 1.2.5.1 Matriz de correlacién entre los parametros microbiologicos y fisicoquimicos de las muestras de agua
sanitaria caliente (Agua proximal). Se usd el coeficiente de correlacién de Spearman.

Leg Het22 Het37 Pseud Temp pH Turb Cl COT Fe Zn Cu
0,20 0,24 0,22 0,13 0,028 0,03 -0,17 0,19 0,07 0,36 0,04
Leg p-0,10 | p-0,05 | p-0,08 | p-0,28 | p-0,82 | p-0,76 p-0,16 p-0,13 p-0,54 | p-0,004 | p-0,73
0,20 0,92 0,24 0,19 0,12 0,08 -0,29 0,13 -0,013 0,41 0,19
Het 22 p-0,10 p-0,00 p-0,05 p-0,12 p-0,33 p-0,48 p-0,02 p-0,28 p-0,91 | p-0,004 | Pp-0,73
Het 0,24 0,92 0,21 0,24 0,10 0,10 -0,22 0,13 -0,001 0,39 0,21
e
37 p-0,05 | p-0,00 p-0,10 Pp-0,05 p-0,41 p-0,40 pP-0,07 p-0,28 0,98 p-0,002 | p-0,09
0,22 0,24 0,21 -0,12 0,11 -0,04 -0,35 0,06 -0,36 0,34 0,19
Pseud | p-0,08 P-0,05 p-0,10 p-0,31 p-0,82 p-0,74 | p-0,006 | p-0,59 | p-0,004 | p-0,006 | p-0,12
T 0,13 0,19 0,24 -0,12 0,08 -0,09 -0,30 0,32 0,06 -0,09 0,07
em
P p-0,28 p-0,12 p-0,05 p-0,31 p-0,51 0,45 p-0,018 | p-0,01 p-0,58 0,46 p-0,53
H 0,028 0,12 0,10 0,11 0,08 0,11 -0,25 -0,13 -0,21 0,05 0,13
P p-0,82 P-0,33 p-0,41 p-0,82 p-0,51 p-0,37 P-0,04 p-0,28 p-0,08 p-0,67 p-0,30
Tuarb 0,03 0,08 0,10 -0,04 -0,09 0,11 -0,15 -0,06 0,06 0,05 -0,04
Iy
p-0,76 p-0,48 p-0,40 p-0,74 0,45 p-0,37 p-0,23 p-0,59 p-0,62 p-0,27 p-0,73
a -0,17 -0,29 -0,22 -0,35 -0,30 -0,25 -0,15 -0,29 0,09 -0,18 -0,13
P-0,16 p-0,02 p-0,07 | p-0,006 | p-0,018 | p-0,04 p-0,23 p-0,02 P-0,43 p-0,15 0,28
COT 0,19 0,13 0,13 0,06 0,32 -0,13 -0,06 -0,29 -0,09 0,21 0,24
p-0,13 p-0,28 p-0,28 p-0,59 P-0,01 p-0,28 P-0,59 p-0,02 P-0,47 p-0,08 p-0,05
F 0,07 -0,013 -0,001 -0,36 0,06 -0,21 0,06 0,09 -0,09 0,006 -0,10
e
P-0,54 p-0,91 0,98 P-0,004 | p-0,58 p-0,08 p-0,62 P-0,43 p-0,47 p-0,96 P-0,43
7z 0,36 0,41 0,39 0,34 -0,09 0,05 0,05 -0,18 0,21 0,006 0,25
n
p-0,004 | p-0,004 | p-0,002 | p-0,006 0,46 p-0,67 p-0,27 p-0,15 p-0,08 p-0,96 P-0,04
C 0,04 0,19 0,21 0,19 0,07 0,13 -0,04 -0,13 0,24 -0,10 0,25
u
p-0,73 p-0,73 pP-0,09 p-0,12 P-0,53 p-0,30 p-0,73 po,28 pP-0,05 P-0,43 pP-0,04

En cada celda, superior: Coeficiente de Spearman; inferior: P-valor < 0,05 significativo al 95%, P-valor < 0,1
significativo al 90%
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En la tabla 1.2.5.1 se observan las correlaciones por rangos de Spearman de
las muestras de agua sanitaria caliente Proximal, los datos en negrita son
los que presentan una correlacion significativa por debajo de un p-valor del
95% o del 90%.

Se pueden destacar las correlaciones encontradas entre Heterotrofos a
22°C con Heterotrofos a 37°C y correlaciones estadisticamente

significativas de Hetero6trofos a 22°C con cloro y Zn.

En el caso de Pseudomonas sus datos tuvieron correlaciones significativas
pero débiles de Legionella con parametros fisicoquimicos como cloro, Fe 'y
Zn.

Los parametros fisicoquimicos como la temperatura tuvieron correlaciones
débiles con Legionella, cloro y COT. Metales como el Zn presentaron
correlaciones significativas con parametros microbiologicos como

Legionella, Het. 22°Cy 37°Cy Pseudomonas.
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1.3 Muestras de “Agua Distal”

1.3.1 Descripcion de parametros microbiologicos de muestras de
agua sanitaria caliente (Agua Distal)

Se realiz6 el analisis de 62 muestras de la zona distal de los sistemas de
agua sanitaria caliente de edificios. Las muestras se analizaron por PCR
semianidada y mediante cultivo en placa. Los resultados de los parametros

microbiolégicos se pueden observar en la tabla 1.3.1.1.

Tabla 1.3.1.1 Pardmetros microbiologicos de las muestras de agua caliente sanitaria,
porcentaje de los datos positivos de cada caso, media geométrica, maximos y minimos.

Media

% Positivos % positivos eométrica Maximo Minimo
Cultivo PCR 8 ufc/tooml  ufe/100ml
ufc/100ml
. 21% 48%
L 2 3 b
egionella (13/62) (30/62) 2,22X10 5,30X10 ND
Het 22°C 77% NAs 8,32x103  2,80Xx107  <5,00X102
(48/62) ’ ’ ’
%
H 0 76 o 4 7 2
et 37°C (47/62) NA 1,05X10 3,00X107  <5,00X10
31%
Pseudomonas NA 4,87x10° 1,20X103  <1,00X10°
(19/62)
Aeromonas ND NA <0,00X10° <0,00X10° <1,00X10°
24% 19%
Prot NA NA NA
rotozoos (15/62) (12/62)

a NA: no analizado
b ND: no detectado
Het: heteroétrofos

Se obtuvieron 30 (48%) resultados positivos de ADN de Legionella por
PCR y 13 (21%) resultados positivos por cultivo en placa. Las colonias
aisladas, fueron identificadas como L. pneumophila serogrupo 2-14 en
todos los casos. Las muestras positivas por cultivo también lo fueron por
PCR. La media geométrica de las colonias de Legionella obtenidas en estas
muestras fue 2,22x102 ufc/100ml y el valor maximo encontrado fue
5,30x103 ufc/100ml. Se determinoé la presencia de Heter6trofos a 22 °C en

el 76% de las muestras, con una media geométrica de 8,32x103 ufc/100ml y
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un maximo de 2,80x107 ufc/100ml, (tabla 1.3.1.1). Los heterétrofos a 37°C
se detectaron en el 77% de las muestras, con una media geométrica de
1,05x104 ufc/1oo0ml y un valor maximo de 3,00x107 ufc/100ml.
Pseudomonas se detecto en 31% de las muestras, con una media geométrica
de 4,87x10° ufc/100ml y un maximo de 1,20x103 ufc/100ml. No se aislo

Aeromonas en las muestras analizadas.

Se determiné la presencia de protozoos en las muestras por observacion
directa de la muestra sedimentada y por una técnica cualitativa de cultivo,
posteriormente se realizo una PCR para detectar protozoos. Del total de las
muestras analizadas detectamos presencia de protozoos por observaciéon en

el 24% de las muestras y por PCR detectamos un 19% de positivos.

1.3.2 Descripcion de parametros fisicoquimicos de agua
sanitaria caliente (A. Distal)

Los factores fisicoquimicos de las 62 muestras de agua caliente distal se

pueden observar en la tabla 1.3.2.1.

Tabla 1.3.2.1 Parametros fisicoquimicos de las muestras de agua caliente sanitaria,
medias, maximos y minimos (A. Distal).

Media D. Standard Maximo Minimo
Temp (°C) 53 6,19 67 37
Turbidez (NTU) 0,66 0,41 2,00 0,12
pH 7,47 0,49 8,76 6,58
Fe (ppm) 0,04 0,08 0,45 <0,01
Zn (ppm) 0,26 0,73 4,01 0,01
Cu (ppm) 0,15 0,26 1,25 <0,01
COT (ppm) 2,53 3,05 20,25 <0,01
Cl (ppm) 0,00 0,00 0,00 0,00

Temp: temperatura , Fe: Hierro, Zn: Cinc, Cu: Cobre, COT: Carbono Organico Total (ppm),
Cl: Cloro (ppm)

La temperatura media del agua distal fue 53°C con un valor maximo de

67°C y 37°C como minimo. La turbidez tuvo valores medios de 0,66 NTU
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oscilando entre un maximo de 2 NTU y un minimo de 0,12 NTU. El pH de
todas las muestras dio un valor medio de 7,47 con un méaximo de 8,76 y un
minimo de 6,58. En el caso del Fe se obtuvo una concentracion media de
0,04 ppm con un valor maximo de 0,45 ppm, la concentracion media del
Zn fue 0,26 ppm con un maximo de 4,01 ppm y finalmente el Cu tuvo una
concentracion de 0,15 ppm con un maximo de 1,25 ppm. Se obtuvo una
concentracion media de 2,53 ppm para el Carbono Organico Total con un
valor maximo de 20,25 ppm (tabla 1.3.2.1.). El cloro en este tipo de agua se
evapora rapidamente debido a las altas temperaturas, por lo que no se

detect6 cloro en ninguna de las muestras.

1.3.3 Descripcion estadistica de los diferentes parametros
microbioldgicos y fisicoquimicos de muestras de agua sanitaria
caliente (Agua Distal)

Con cada uno de los parametros bacteriologicos de las 62 muestras de agua
sanitaria caliente distal, se realizaron analisis estadisticos de distribucion
de datos, representados en diagramas de cajas. Los resultados de
Legionella, Pseudomonas, Heterotrofos a 22°C y Heter6trofos a 37°C se
pueden observar en la figura 1.3.3.1.

Fig. 1.3.3.1 Diagrama de cajas de la distribucion de datos de los parametros
microbioldgicos del agua sanitaria caliente (Agua Distal).

Parametros microbiolégicos

T

Log (ufc+1)/100mL
N
T
N
1

T T | 5

HET22 HET37 Leg PSEU

Het 22: heter6trofos a 22°C, Het 37: heter6trofos a 37°C, Leg: Legionella, PSEU: Pseudomonas
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El diagrama de cajas de la figura 1.3.3.1. muestra que, en el caso de
Heterotrofos a 22°C y Heter6trofos a 37°C, estos parametros tienen una
distribucién de datos muy similar entre si y segin el test de medias
realizado con estos valores (datos no mostrados), no existen diferencias
significativas al 95% de confianza entre ellos, mientras que comparando las
medias de sus datos con los resultados obtenidos de Legionella y

Pseudomonas si se encontraron diferencias estadisticamente significativas.

Los resultados de Legionella y Pseudomonas segun analisis estadisticos
forman un grupo homogéneo de medias por lo que no presentan diferencias
significativas entre sus valores.

Fig 1.3.3.2 Diagrama de cajas de la distribucion de datos de los parametros fisicoquimicos
del agua sanitaria caliente (A. Distal).

Parametros fisicoquimicos

80

60

40 |

20

R | -
0k == == ‘
TEMP pH TURB COoT CL

Temp: Temperatura (°C), TURB: Turbidez (UNF), COT: Carbono Organico Total (ppm), Cl: Cloro (ppm).

En la figura 1.3.3.2 se puede observar la distribuciéon de los resultados en
diagramas de cajas de los parametros fisicoquimicos. Se puede observar
que la dispersién de datos obtenidos de la temperatura es muchos mas
amplia que el resto de parametros. La prueba de miltiples rangos a un
nivel del 95% de confianza, datos no mostrados, revel6 que existian
diferencias significativas entre estos parametros, a excepcion del cloro y la
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turbidez que forman un grupo homogéneo de medias por lo que no
presentan diferencias significativas entre sus datos.

Fig. 1.3.3.3 Diagrama de cajas de la distribucion de datos de los metales, de las muestras
de agua sanitaria caliente (A. Distal).

Parametros fisicoquimicos

49

3.9

29

1,9

0,9

ppm
[Trrr[rrrr [ rrrrprrr o rrrr]

Fe Zn Cu

Fe: Hierro, Zn: Cinc, Cu: Cobre.

En los diagramas de cajas representados en la figura 1.3.3.3, se puede
observar que las distribuciones de datos de los metales son muy similares
entre si. Sin embargo, estadisticamente segin la prueba de multiples
rangos, se obtuvo que solo existen diferencias estadisticamente
significativas entre las medias de los valores de Fe-Zn, con un nivel de
confianza del 95%.

En resumen, la distribucion de datos de las variables
analizadas en este tipo de muestras (A. Distal), presentan
diferencias significativas al 95% de confianza en el caso de los
Heterotrofos a 22°C y a 37°C con parametros como
Pseudomonas y Legionella. Mientras que entre Pseudomonas y
Legionella no existen diferencias estadisticamente

significativas.

En el caso de los parametros fisicoquimicos, los valores de la
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temperatura tuvieron una distribucion mas amplia que el resto
de los parametros fisicoquimicos y existen diferencias
estadisticamente significativas entre ellos, sin embargo el cloro

Y la turbidez no presentaron diferencias.

En el caso de los metales se observé que en este tipo de
muestras, solo los valores de Fe y Zn presentan diferencias

significativas entre si.

1.3.4. Parametros microbioldgicos y fisicoquimicos en relacion a
la presencia y ausencia de Legionella de muestras de agua
sanitaria caliente (Agua Distal)

En el figura 1.3.4.1., se observan los analisis estadisticos de los resultados
de presencia y ausencia de Legionella, obtenidos por cultivo (grafica A) y
por PCR (grafica B), en relaciéon a los valores de los parametros

microbiolégicos y fisicoquimicos encontrados en este tipo de muestras.

Fig. 1.3.4.1 Medias con intervalos al 95% de confianza, de Heterdtrofos a 22°C y
Heterdtrofos a 37°C en relacién a la presencia y ausencia de Legionella (A. Distal).

GRAFICA A GRAFICA B

q 0,
Medias al 95% de confianza Medias al 95% de confianza

56 F

51F

41

0

&,

36F

310

log (ufc+1)/100mL
>
[e>]
T T
HET22_pcr0| ——e—]
HET37_per0 | ————

HET22 _pcr1
HET37_pcr1

HET22_leg0 | ————
HET37_leg0| ———

HET22_leg1
HET37_leg1

Het: heter6trofos, leg 0: Ausencia de Legionella por cultivo, legi: Presencia de Legionella por cultivo, pcro:
Ausencia de Legionella por PCR, peri1: Presencia de Legionella por PCR
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Se puede observar en la grafica A las medias con intervalos de confianza al
95% de los parametros analizados. Al comparar los resultados de
Heterotrofos a 22°C y a 37°C con los valores de ausencia y presencia de
Legionella se obtuvo que existen diferencias significativas entre sus medias.
Lo que significa que cuando los valores de Heterbétrofos a 22°C y
Heterotrofos a 37°C son mas elevados, existe mayor probabilidad de
encontrar la presencia de Legionella. Los resultados positivos de Legionella
se obtuvieron sobre valores reales de Heterotrofos a 22°C de 2,80x107
ufc/100ml y de valores de Heterotrofos a 37°C de 3,00x107 ufc/100ml.

En la grafica B se puede observar una tendencia a la presencia de ADN de
Legionella cuando los parametros de Heter6trofos a 22°C y Hetero6trofos a
37°C son elevados.

Fig 1.3.4.2 Medias con intervalos al 95% de confianza de Pseudomonas en relacién a la
presencia y ausencia de Legionella obtenida por cultivo y por PCR (A. Distal).

GRAFICA A GRAFICA B

Medias al 95% de confianza Medias al 95% de confianza

111
07}

03}

1,5F

0,9+

|
log (ufc+1)/100mL

03[

A ] oL

PSEU_leg0 PSEU_leg1 PSEU_pcr0 PSEU_pcr1

PSEU: Pseudomonas, Leg 0: Ausencia de Legionella por cultivo, Leg 1: Presencia de Legionella por cultivo

PCRoO: Ausencia de Legionella por PCR, PCR1: Presencia de Legionella por PCR

En las graficas A y B se obtuvo que no existen diferencias significativas
entre la presencia y ausencia de Legionella obtenida por cultivo y por PCR
en relacion a los resultados de Pseudomonas en las muestras de Agua
Distal.
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Fig. 1.3.4.3 Medias con intervalos al 95% de confianza de los parametros fisicoquimicos
en relacion a los resultados de presencia y ausencia de Legionella obtenida por cultivo y
por PCR (A. Distal).

Temp: Temperatura (°C), TURB: Turbidez (UNF), Cl: Cloro (ppm), COT: Carbono Organico Total (ppm), Leg o:
Ausencia de Legionella por cultivo, Leg 1: Presencia de Legionella por cultivo, pcro: Ausencia de Legionella por
PCR, per1: Presencia de Legionella por PCR

Segtin el andlisis estadistico no existen diferencias significativas entre los
parametros fisicoquimicos y la presencia o ausencia de Legionella obtenida
mediante cultivo (grafica A) y obtenida por PCR (grafica B). En este tipo de
muestras sin embargo podemos observar en la grafica A, una cierta
asociacion entre la presencia de células viables de Legionella a
concentraciones elevadas de COT.
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Fig. 1.3.4.4 Medias con intervalos al 95% de confianza de la temperatura en relacion a los
resultados de presencia y ausencia de Legionella obtenida por cultivo y por PCR (A. distal).

GRAFICA A GRAFICA B
Medias al 95% de confianza Medias al 95% de confianza
= - 57 = -
- - 55 - ;
- - ‘()_) 53 . ;
L i 511 ]
- - 49 . - -
Temp_leg0 Temp_leg1 Temp_pcr0 Temp_pcr1

Temp: Temperatura (°C), Lego: Ausencia de Legionella por cultivo, Leg 1: Presencia de Legionella por cultivo,
pero: Ausencia de Legionella por PCR, per1: Presencia de Legionella por PCR

Se puede observar en estas graficas (A y B) que no existen diferencias
significativas entre la presencia y ausencia de Legionella obtenida por
cultivo y por PCR en relaciéon a los resultados de la temperatura en las

muestras de Agua Distal.

Sin embargo, podemos observar en la grafica A una cierta asociacion entre

la presencia de células viables de Legionella y temperaturas méas bajas.
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Fig. 1.3.4.5 Medias con intervalos al 95% de confianza de los metales en relacion a los
resultados de presencia y ausencia de Legionella obtenida por cultivo y por PCR (A.

Distal).
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Cu: Cobre (ppm), Fe: Hierro (ppm), Zn: Cinc (ppm), Lego: Ausencia de Legionella por cultivo, Leg1: Presencia de
Legionella por cultivo, pcro: Ausencia de Legionella por PCR, pcr1: Presencia de Legionella por PCR

Se puede observar en la figura 1.3.4.5 que no existe relacion
estadisticamente significativa al 95% de confianza, entre las medias de las
concentraciones de metales con la presencia y ausencia de Legionella

obtenida mediante cultivo (grafica A) y obtenida por PCR (grafica B).
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Fig. 1.3.4.6 Medias con intervalos al 95% de confianza de la presencia de Legionella
obtenida por cultivo, en relacion a los resultados del cultivo de protozoos (A. Distal).

Medias al 95% de confianza

06F m— 7

0,5 _

0,2 _

01F -

Leg_prot0 Leg_prot1

Prot: Presencia de protozoos por observacion, Lego: Ausencia de Legionella por cultivo, Legi: Presencia de
Legionella por cultivo

En la figura 1.3.4.6 se observa que no existen diferencias significativas al
95% de confianza, entre los valores de Legionella obtenida mediante
cultivo, en relacién a la presencia o ausencia de protozoos, en este tipo de
agua.
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Fig. 1.3.4.7 Medias con intervalos al 95% de confianza de la presencia de Legionella
obtenida por cultivo, en relacion a los resultados de PCR de protozoos (A. distal).

Medias al 95% confianza

0,56

0,46

0,36

0,26

0,16

0,06

-0,04 — =
Leg_pcrprot0 Leg_pcrprot1

Lego: Ausencia de Legionella por cultivo, Leg1: Presencia de Legionella por cultivo, pcrprot 0: Ausencia de

protozoos por PCR, perprot 1: Presencia de protozoos por PCR.

No existe diferencia significativa al 95% de confianza, entre las medias de
los valores de Legionella obtenidos por cultivo, en relacién a la presencia o
ausencia de protozoos obtenidos por PCR.

En resumen, en las 62 muestras de agua distal analizadas, los
analisis estadisticos que comparan las medias con intervalos de
confianza al 95% de confianza, de los parametros
microbiologicos y fisicoquimicos en relacion a la presencia y
ausencia de Legionella, obtenida con el método de cultivo y por
PCR, se obtuvo que la presencia de Legionella se ve favorecida a
mayor concentracion de Heterotrofos a 22°C y a 37°C y se
observé una tendencia a la asociacion entre la presencia de

células viables de Legionella y temperaturas mas bajas.
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1.3.5 Correlaciones entre los factores microbiolégicos y

fisicoquimicos de muestras de agua sanitaria caliente (Agua

Distal)

Se puede observar a continuacion la tabla 1.3.5.1 de correlaciones de

Spearman, para los resultados de los parametros microbiologicos y

fisicoquimicos para el agua distal.

Tabla 1.3.5.1 Matriz de correlacion entre los parametros microbiologicos y fisicoquimicos de las
muestras de agua sanitaria caliente (A. Distal). Se usd el coeficiente de correlacién de Spearman.

Leg Het22 Het37 Pseud Temp pH Turb Cl COT Fe Zn Cu
0,32 0,36 0,04 -0,18 -0,017 0,04 0,20 0,13 0,23 0,10 0,090
Leg p-0,01 p-0,01 p-0,72 p-0,15 p-0,92 p-0,73 p-0,10 Pp-0,30 p-0,06 P-0,39 p-0,47
0,32 0,97 0,30 -0,50 0,19 0,014 0,06 0,04 0,13 0,26 0,27
Het 22 | p-0,01 p-0,00 p-0,01 pP-0,00 p-0,12 p-0,90 p-0,59 p-0,72 p-0,28 p-0,03 | p-0,029
Het 0,36 0,97 0,31 -0,51 0,18 -0,02 0,09 0,04 0,13 0,26 0,29
e
37 p-0,01 p-0,00 p-0,01 p-0,00 p-0,15 p-0,85 p-0,44 p-0,72 p-0,28 | p-0,037 | p-0,02
0,04 0,30 0,31 -0,44 0,11 -0,16 -0,08 0,05 -0,17 0,06 0,16
Pseud | p-0,72 p-0,01 | p-0,01 p-0,00 | p-0,38 p-0,20 p-0,51 p-0,68 p-0,18 p-0,58 p-0,20
T -0,18 -0,50 -0,51 -0,44 -0,04 -0,07 -0,10 -0,11 0,01 -0,15 -0,34
em]
P p-0,15 p-0,00 | p-0,00 | p-0,00 p-0,74 P-0,54 p-0,41 p-0,38 p-0,92 p-0,22 | p-0,007
H -0,017 0,19 0,18 0,11 -0,04 0,018 -0,14 0,02 -0,23 0,13 0,26
P p-0,92 p-0,12 p-0,15 p-0,38 p-0,74 p-0,88 p-0,26 p-0,87 | p-0,07 | p-0,29 | Pp-0,03
Tuarb 0,04 0,014 -0,02 -0,16 -0,07 0,018 -0,04 0,06 0,03 -0,008 -0,10
Iy
p-0,73 p-0,90 p-0,85 p-0,20 p-0,54 p-0,88 p-0,73 p-0,62 p-0,78 p-0,94 p-0,41
a 0,20 0,06 0,09 -0,08 -0,10 -0,14 -0,04 -0,20 -0,13 0,21 0,16
p-0,10 p-0,59 P-0,44 p-0,51 P-0,41 p-0,26 p-0,73 p-o,11 P-0,29 p-0,08 p-0,19
COT 0,13 0,04 0,04 0,05 -0,11 0,02 0,06 -0,20 -0,007 -0,02 -0,05
p-0,30 p-0,72 p-0,72 p-0,68 p-0,38 p-0,87 p-0,62 p-0,11 P-0,95 p-0,85 p-0,69
F 0,23 0,13 0,13 -0,17 0,01 -0,23 0,03 -0,13 -0,007 0,15 0,04
e
p-0,06 p-0,28 p-0,28 p-0,18 p-0,92 pP-0,07 p-0,78 p-0,29 P-0,95 p-0,22 p-0,73
7z 0,10 0,26 0,26 0,06 -0,15 0,13 -0,008 0,21 -0,02 0,15 0,35
n
P-0,39 p-0,03 | p-0,037 | p-0,58 p-0,22 p-0,29 P-0,94 p-0,08 p-0,85 p-0,22 pP-0,005
C 0,090 0,27 0,29 0,16 -0,34 0,26 -0,10 0,16 -0,05 0,04 0,35
u
p-0,47 | p-0,029 | Pp-0,02 p-0,20 | p-0,007 | p-0,03 p-0,41 p-0,19 p-0,69 p-0,73 | P-0,005

En cada celda, superior: Coeficiente de Spearman; inferior: P-valor < 0,05 significativo al 95%, P-valor < 0,1
significativo al 90%

La tabla 1.2.5.1 muestra las correlaciones por rangos de Spearman de las

muestras de agua sanitaria caliente Distal, los datos en negrita son los que

presentan una correlacion significativa de 90% y 95%.
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Se pueden destacar las correlaciones encontradas entre Heterotrofos a
22°C con Heterotrofos a 37°C y correlaciones débiles pero significativas de
estos dos parametros con Pseudomonas. En el caso de los parametros
fisicoquimicos se encontraron correlaciones estadisticamente significativas
de Heterotrofos con la temperatura, el Zn y el Cu. Los resultados de Cu

tuvieron correlaciones con la temperatura, el pH y el Zn.

Finalmente se encontraron correlaciones significativas entre Legionella y

Fe.
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1.4 Parametros microbiologicos y fisicoquimicos en
relacidon a los resultados positivos obtenidos por cultivo

de Legionella, en agua sanitaria caliente

A fin de comparar las caracteristicas bioticas y abioticas de los sistemas de
agua caliente se realiz6 una comparacion de los diferentes parametros en
relacion a los resultados positivos de Legionella. A continuacion en la tabla
1.4.1 y 1.4.2 se observan los resultados obtenidos de los distintos tipos de

muestreo (Mezcla, A. Proximal y A. Distal).

Tabla 1.4.1 Datos de parametros microbioldgicos en relacion los resultados positivos de Legionella
por cultivo.

Legionella Het 22°C Het 37°C Pseudomonas Protozoos
ufc/rooml  ufc/i1ooml ufc/100 ml ufc/100 ml
M. 1,26x102 1,62x10° 1,95x10% 8,59x10° /
geom. i ’ i ’
Mezcla Min. 2,00X10°  4,00x103 2,00x103 <1,00x10° /
(31%) )
ax. 2,95x103 8,64x107 2,80x107 1,84x103 /
% 100% 100% 46% 46%
M. 2,24x102 8,13x105 1,17x10% 3,31 x10! /
geom.
A Min. 1,80x10'  8,00x103 1,10X104 <1,00x10° /
Proximal
0,
(37%) Max. 2,00x103  1,10Xx107  9,60X106 1,20x103 /
% 100% 100% 65% 61%
M. 4,47x101 2,82x105 4,90 X105 1,45 X101 /
geom.
A- Min. 3,00x10° 1,10x103 5,00Xx103 <1,00x10° /
Distal
(21%) 4 3 3
Max. 5,30Xx10 2,80x107 3,00x107 1,00X10 /
% 100% 100% 38% 31%

Los resultados indicaron dos ecosistemas, diferenciados principalmente
por la temperatura del agua. La tabla 1.4.1 muestra los valores de las

medias geométricas, maximos y minimos de las muestras positivas de
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Legionella de los tres tipos de muestras. La bacteria se aislo6 inicialmente en
el 31% de las muestras Mezcla, en el 37% de las muestras del Agua Proximal

y en el 21% del Agua Distal.

La comparacion de estos tipos de muestra demostré que el agua proximal
tiene una mayor carga microbiana de Legionella, Pseudomonas y

protozoos.

Los valores maximos y minimos de los otros parametros microbiologicos, en

los tres tipos de agua son muy similares.

Se puede observar en la tabla 1.4.2, la media y los valores maximos y
minimos de los parametros fisicoquimicos en relacion a los valores

positivos de Legionella.

Tabla 1.4.2 Datos de parametros fisicoquimicos en relacién a los resultados positivos de
Legionella por cultivo.

Temp. Turbidez COT Fe Zn Cu

°C pH NTU Ppm  ppm ppm ppm

M. geom. 44,58 7,68 0,60 1,72 0,03 0,13 0,19

Mezcla Min. 25 7,00 0,18 0,55 0,00 0,00 0,00
Max. 65 8,31 1,50 2,79 0,25 0,52 0,75

M. geom. 27,88 7,43 0,73 2,64 0,04 0,31 0,15

A. proximal Min. 16 6,88 0,12 1,00 0,00 0,07 0,01
Max. 36 8,07 2,50 9,50 0,20 1,09 1,25

M. geom. 51 7,42 0,77 2,87 0,05 0,54 0,1

A. distal Min. 45 6,93 0,20 1,00 0,00 0,03 0,01
Max. 60 8,04 2,00 9,75 0,20 1,79 0,69

En el caso de los parametros fisicoquimicos no se pueden distinguir
claramente diferencias entre los resultados de los tres tipos de agua. A

excepcion de la temperatura, donde se aisl6 Legionella, en la muestra
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mezcla, a temperaturas minimas de 25°C y méaximas de 65°C, en el A.
proximal se encontraron células viables en temperaturas minimas de 16 °C
y maximas de 37 © C en el caso del agua distal, a temperaturas minimas de

37 °Cy a un maximo de 60 °C.

1.5 Analisis discriminantes de los diferentes tipos de

muestras de agua sanitaria caliente

Se utiliz6 el andlisis estadistico de las funciones discriminantes para
clasificar los resultados obtenidos. Este analisis se realiza para predecir la
aparicion de uno de los parametros en estudio, en el caso de este trabajo se
buscéd predecir la posible presencia de Legionella, en el agua sanitaria
caliente.

En los diferentes tipos de muestra (Mezcla, A. Proximal, A. Distal), el
analisis discriminante que se realiz6 con todos los paradmetros analizados y
se consideraron aquellos con lo que se obtenian mejores resultados, en la
funcion resultante intervinieron simultadneamente:

PCR de Legionella, heterotrofos a 37°C, Fe, Zn y Cu, y en agua
distal también se considero la temperatura, en relacion a la presencia y
ausencia de Legionella obtenida por cultivo.

La siguiente ecuacion de la funcién discriminante, muestra como el
programa utilizé las variables independientes para discriminar entre los

distintos grupos.

0,906281*PCRLeg + 0,273676*Fe - 0,238966*Zn + 0,0136291*Cu +
0,393782*LogHET37

A continuacion en la tabla 1.5.1 se pueden observar los resultados del
analisis discriminante para la muestra mezcla:
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Tabla 1.5.1 Clasificacion de la Mezcla

Presencia/ausencia Tamano Prediccion
Legionella de Grupo o 1
0 79 68 11
(86,08%) (13,92%)
1 28 7 21
(25,00%) (75,00%)

Porcentaje de casos correctamente clasificados: 83,18%

Este modelo indic6 que en el agua mezcla, tomando en cuenta estos
parametros, se puede predecir la presencia de Legionella con un porcentaje
de aciertos de un 83%.

La tabla 1.5.2 muestra los resultados del anélisis discriminante para la
muestra del Agua Proximal:

Tabla 1.5.2 Clasificacion del A. Proximal

Presencia/ausencia Tamaino Prediccion
Legionella de Grupo o) 1
0 39 27 12
(69,23%) (30,77%)
1 18 0 18
(0,00%) (100,00%)

Porcentaje de casos de entrenamiento correctamente clasificados: 78,95%

Con este analisis discriminante fueron clasificados correctamente el 78% de
los casos, por lo que se puede predecir la presencia de Legionella en este
porcentaje de los casos, si se analiza simultdneamente los parametros antes
explicados.

La funcion discriminante estandarizada que mejor funciona en este caso

esta dada por la ecuacion siguiente:

0,927821*PCRLeg + 0,274648*LogHET37 + 0,151024*Fe + 0,0587712*Zn
+ 0,189482*Cu
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Se puede observar en la tabla 1.5.3 los resultados del analisis discriminante
para el Agua Distal.

Tabla 1.5.3. Clasificacion del A. Distal

Presencia/ausencia Tamano Prediccion
Legionella de Grupo [0) 1
0 49 47 2
(95,92%) (4,08%)
1 9 6 3
(66,67%) (33,33%)

Porcentaje de casos de entrenamiento correctamente clasificados: 86,21%

Este anélisis discriminante indic6 que en el Agua Distal se puede predecir
la presencia de Legionella con un porcentaje de aciertos de un 86%.

La funcion discriminante esta dada por la ecuacion siguiente:

0,858531*PCRLeg + 0,345906*LogHET37 - 0,340992*Temp - 0,0158277*Fe +
0,408556*Zn - 0,209284*Cu

183



Resultados

2 TORRES DE REFRIGERACION

Se estudio la presencia de Legionella en muestras de torres de refrigeracion
de un edifico publico, mensualmente durante 3 afios y paralelamente se
determinaron parametros microbiologicos, fisicoquimicos y el biocida

utilizado regularmente.

2.1 Descripcion de parametros microbioldgicos de
muestras de agua de torres de refrigeracion

Se analiz6 la presencia y se cuantifico Legionella, Heter6trofos a 22°C y a
37°C, Aeromonas spp., Pseudomonas spp., protozoos y se analizaron
parametros fisicoquimicos como temperatura, pH, turbidez, concentracion

de carbono organico, Fe, Cu, Zn, concentracion y tipo de biocida.

En la tabla 2.1.1 se presentan los resultados de los parametros
microbiologicos obtenidos en cada una de las muestras, estdn expresados
en medias geométricas, valores maximos y minimos y porcentajes de casos

positivos de cada parametro microbiologico.
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Tabla 2.1.1 Parametros microbioldgicos de las muestras de torres de refrigeracion, porcentaje de
los datos positivos de cada caso, media geométrica, maximos y minimos (Torres).

% Positivos % positivos eclrlnfgtl:ica Maximo Minimo
Cultivo PCR gu fe/100ml fe/10oml  ufe/100ml
. % %
Legionella 470 4 1,16X10°  1,00X102 NDb
g (2/54) (2/54) ’ ’
8%
Het 22°C 4 NAa 8,51x10! 1,90x107 <5,00X102
(26/54) S 9 5
o 48% 1 7 2
Het 37°C (26/54) NA 8,13x10 1,07X10 <5,00X10
1)
Pseudomonas 22% NA 3,05X10° 1,00x103  <1,00x10°
(12/54)
Aeromonas ND NA <0,00X10° <0,00X10° <1,00X10°
1) 1)
Protozoos 39% 31% NA NA NA
(21/54) (16/54)

aNA: no analizado

b ND: no detectado
Het: heterotrofos
Las muestras de torres se concentraron por el método de filtracion de
acuerdo con la normativa ISO 11731-1998, expuesta en el apartado 4.1 de
materiales y métodos, para aislar y cuantificar Legionella. Obtuvimos 2
muestras positivas del analisis de 54 muestras de agua de torres (tabla
2.1.1), con un valor de 3,20x10!* ufc/100ml y 1,00x102 ufc/100ml,
respectivamente. Mediante la PCR disenada por Jonas et al. 1995, y
modificada para una PCR semianidada, obtuvimos que todas las muestras
positivas para Legionella por cultivo también lo fueron por PCR (tabla

2.1.1).

La identificacion de las colonias crecidas aplicando el kit de Legionella
Latex Test nos indico la presencia de L. pneumophila serogrupo 2-14 en
una de las muestras y Legionella serogrupo 1 en la otra muestra positiva

por cultivo.

Cuando realizamos el anélisis de los otros parametros microbiol6gicos

estudiados, obtuvimos que los Hetero6trofos a 22°C fueron positivos en el
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48% de las muestras de agua sanitaria caliente, con una media geométrica
de 8,51 x10! ufc/100ml y un valor maximo de 1,90x107 ufc/100ml. En el
caso de los heterétrofos a 37°C también fueron positivos en el 48% de las
muestras, con una media geométrica de 8,13x10'ufc/100ml y con un valor

maximo de 1,07x107 ufc/100ml (tabla 2.1.1).

Cuando analizamos Pseudomonas mediante cultivo en placa, se detectaron
casos positivos en el 22% de las muestras con una media geométrica de
3,05x10° ufc/100ml y un valor maximo de 1,00x103 ufc/100ml. Realizamos
también el analisis de Aeromonas, sin embargo no obtuvimos en ninguna

muestra resultados positivos para esta bacteria.

Se determin6 la presencia de protozoos en las muestras de torres,
obtuvimos un 39% de protozoos por observacion y por PCR detectamos un

31% de muestras positivas (tabla 2.1.1).

2.2 Descripcion de parametros fisicoquimicos de agua
de torres de refrigeracion

Los resultados del analisis de factores fisicoquimicos de las 54 muestras
estudiadas se pueden observar en la tabla 2.2.1.

Tabla 2.2.1 Parametros fisicoquimicos de las muestras de torres de refrigeracion,
medias, maximos y minimos. (Torres)

Media D. Standard Maximo Minimo

Temp (°C) 24 3,94 31 10,00
Turbidez (NTU) 1,47 1,51 8,60 0,30
pH 7,94 0,82 8,84 6,00

Fe (ppm) 0,03 0,09 0,57 <0,01

Zn (ppm) 0,16 0,26 1,43 <0,02
Cu (ppm) 0,12 0,46 3,40 <0,01
COT (ppm) 9,63 15,48 39 0,47
Cl (ppm) 5,15 3,68 8,00 0,00

Temp: temperatura , Fe: Hierro, Zn: Cinc, Cu: Cobre, COT: Carbono Organico Total (ppm),
Cl: Cloro (ppm)
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Las muestras de torres de este estudio, tuvieron una temperatura media de
24°C y estos valores oscilaron entre los 31°C como maximo y 10°C como
minimo. En el caso de la turbidez se obtuvo una media de 1,47 NTU
oscilando entre 8,60 NTU y 0,30 NTU. El pH de todas las muestras tuvo un
valor medio de 7,94 con un maximo de 8,84 y un minimo de 6. En el caso
de los metales analizados, obtuvimos una concentracién media para el Fe
de 0,03 ppm con un maximo de 0,57 ppm, el Zn tuvo una concentracién
media de 0,16 ppm con un maximo de 1,43 ppm y el Cu una concentracion
de 0,12 ppm con una concentracion maxima de 3,40 ppm. Al analizar el
Carbono Organico Total (COT) de las 54 muestras, obtuvimos una
concentracion media de 9,63 ppm con un minimo de 0,47 ppm y una

concentracion maxima de 39 ppm (tabla 2.2.1).

El biocida utilizado en estas torres fue el hipoclorito de sodio, mediante un
dispensador de cloro que afiadia periédicamente una concentracion elevada
de cloro, por lo que este tipo de muestras tuvieron una concentracion

media de 5,15 ppm y un maximo de 8 ppm.

2.3 Descripcion estadistica de los diferentes
parametros microbioldgicos y fisicoquimicos de las
muestras de agua de torres de refrigeracion.

Se realizaron diagramas de cajas de los parametros bacteriologicos y
fisicoquimicos de las 54 muestras de agua de torres. El analisis de medias
de los parametros microbiologicos y fisicoquimicos en relaciéon a la
presencia y ausencia de Legionella no se pudo realizar, debido a que solo se
aislaron cepas de Legionella en 2 muestras, por lo que un estudio

estadistico no es considerado significativo con tan pocos datos.
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Fig. 2.3.1 Diagrama de cajas de la distribucién de los datos de los pardmetros
microbiologicos de las muestras de torres de refrigeracion.
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HET22 HET37 Leg PSEU

Leg: Legionella, Het22: heterétrofos a 22°C, Het37: heterotrofos a 37°C, PSEU:
Pseudomonas

Se puede observar en la figura 2.3.1 la representacion de la distribucion de
datos de cada parametro microbiolégico en diagramas de cajas. En el caso
de los Heter6trofos a 22°C y Hetero6trofos a 37°C, se observa que tienen
una distribucion de datos muy similar entre si, segiin la prueba de rangos
maultiples forman un grupo homogéneo de medias por lo que no existen
diferencias significativa al 95% de confianza entre ellos, mientras que
comparando la distribucién de sus datos con los resultados de Legionella y
Pseudomonas se observa que si existen diferencias significativas entre
ellos. Al comparar la distribucién de los datos entre Legionella y
Pseudomonas se encontro que sus datos forman un grupo homogéneo y no
existen diferencias estadisticamente significativas entre sus valores.
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Fig. 2.3.2 Diagrama de cajas de la distribucion de los datos de los parametros
fisicoquimicos de las muestras de torres de refrigeracion.

Parametros fisicoquimicos
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Temp: Temperatura (°C), TURB: Turbidez (UNF), Cl: Cloro (ppm), COT: Carbono Organico Total
(ppm)

En la figura 2.3.2 se pueden observar diferencias significativas a un 95% de
confianza entre los parametros fisicoquimicos como temperatura, pH,
turbidez, COT y cloro. Segun el test de medias el pH y COT forman un
grupo homogéneo de medias, al igual que el pH y el cloro, por lo que no
existen diferencias significativas entre estos valores.
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Fig. 2.3.3 Diagrama de cajas de la distribucion de los datos de metales, en las muestras de
torres de refrigeracion.
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ppm
N w

TT T T T T T T T T T T
| R S N R

L1

N
T
|

o
T T T
L

Cu Fe Zn

Fe: Hierro, Zn: Cinc, Cu: Cobre.

En la figura 2.3.3 se puede observar la distribuciéon de datos del Cu, Fe y Zn.
En este tipo de agua todos los metales analizados forman grupos
homogéneos de medias, entre los que no existen diferencias
estadisticamente significativas.

En resumen, se puede observar que la distribucion de datos de
las variables analizadas en las torres de refrigeracion
presentan diferencias estadisticamente significativas entre los
Heterotrofos a 22°C y a 37°C con parametros como
Pseudomonas y Legionella, mientras que éstos no presentan

diferencias estadisticamente significativas entre si.

En el caso de los parametros fisicoquimicos los valores
mostraron una distribucion y dispersion de datos muy
diferentes y segun la prueba de rangos miiltiples, el pH no
presento diferencias significativas con el COT. En el caso de los
metales (Cu, Fe y Zn), se obtuvo que en este tipo de muestras, no
existien diferencias estadisticamente significativas entre sus

valores.
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2.4 Correlaciones entre los factores microbiolégicos y

fisicoquimicos de muestras de agua de torres de
refrigeracion.

Se puede observar a continuacion la tabla 2.4.1 las correlaciones de
Spearman para los resultados de los parametros microbiologicos y

fisicoquimicos para el agua sanitaria caliente.

Tabla 2.4.1 Matriz de correlacién entre los parametros microbiologicos y fisicoquimicos de las muestras de
torres de refrigeracion. Se usd el coeficiente de correlacion de Spearman.

Leg Het22 Het37 Pseud Temp pH Turb Cl COT Fe Zn Cu

0,31 0,32 0,40 -0,011 -0,17 0,12 -0,29 -0,05 0,03 -0,16 0,11

Leg p-0,02 | p-0,01 | p-0,003 | p-0,93 p-0,19 p-0,35 p-0,03 p-0,71 p-0,80 p-0,22 p-0,41
0,31 0,90 0,71 0,08 -0,18 0,018 -0,49 -0,14 0,12 -0,07 0,29

Het 22 | p-0,02 p-0,000 | p-0,000 | p-0,53 p-0,18 p-0,89 p-0,00 p-0,27 P-0,35 0,58 0,03
Het 37 0,32 0,90 0,70 0,04 -0,16 0,04 -0,47 -0,24 0,03 -0,02 0,29
p-0,01 | p-0,000 p-0,00 p-0,74 p-0,23 p-0,73 p-0,00 | p-0,07 p-0,79 0,84 p-0,03

0,40 0,71 0,70 -0,12 -0,17 0,06 -0,64 -0,11 -0,03 -0,21 0,20

Pseud | p-0,003 | p-0,000 | p-0,00 p-0,37 p-0,19 p-0,65 | p-0,000 | p-0,38 p-0,82 p-0,11 p-0,13
T -0,011 0,08 0,04 -0,12 0,33 -0,33 0,23 0,16 -0,08 -0,012 -0,20

emp

p-0,93 P-0,53 P-0,74 p-0,37 p-0,01 p-0,01 p-0,08 p-0,23 p-0,52 p-0,92 p-0,12

H -0,17 -0,18 -0,16 -0,17 0,33 -0,16 0,38 0,21 0,14 0,18 -0,15

P p-0,19 p-0,18 p-0,23 p-0,19 p-0,01 p-0,23 | p-0,005 | Pp-0,12 p-0,28 p-0,16 p-0,25
Tuarb 0,12 0,018 0,04 0,06 -0,33 -0,16 -0,16 -0,25 0,22 -0,27 0,22

Iy

p-0,35 p-0,89 p-0,73 p-0,65 p-0,01 p-0,23 p-0,23 p-0,06 | p-0,09 | p-0,04 p-0,10

a -0,29 -0,49 -0,47 -0,64 0,23 0,38 -0,16 0,04 -0,006 0,27 -0,20
p-0,03 | p-0,00 | p-0,00 | p-0,000 | p-0,08 | p-0,005 | p-0,23 P-0,75 p-0,96 pP-0,04 p-0,14

COT -0,05 -0,14 -0,24 -0,11 0,16 0,21 -0,25 0,04 0,22 0,20 -0,012
p-0,71 p-0,27 p-0,07 p-0,38 p-0,23 p-0,12 p-0,06 p-0,75 P-0,09 p-0,13 p-0,92

Fe 0,03 0,12 0,03 -0,03 -0,08 0,14 0,22 -0,006 0,22 0,33 0,27
p-0,80 p-0,35 p-0,79 p-0,82 p-0,52 p-0,28 | p-0,09 | p-0,96 | p-0,09 p-0,014 | p-0,04

Zn -0,16 -0,07 -0,02 -0,21 -0,012 0,18 -0,27 0,27 0,20 0,33 0,34
p-0,22 0,58 0,84 p-0,11 p-0,92 p-0,16 p-0,04 | p-0,04 p-0,13 P-0,014 p-0,01
Cu 0,11 0,29 0,29 0,20 -0,20 -0,15 0,22 -0,20 -0,012 0,27 0,34
P-0,41 0,03 pP-0,03 p-0,13 p-0,12 p-0,25 p-0,10 p-0,14 p-0,92 Pp-0,04 p-0,01

En cada celda, superior: Coeficiente de Spearman; inferior: P-valor < 0,05 significativo al 95%, P-valor < 0,1
significativo al 90%

La tabla 2.4.1 muestra las correlaciones por rangos de Spearman de las
muestras de torres de refrigeracion, los datos en negrita son los que

presentan correlaciones significativas del 90% y 95%.
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Las correlaciones que se pueden destacar, son las encontradas entre
heterotrofos a 22°C con heterdtrofos a 37°C y correlaciones significativas
de estos dos parametros con Pseudomonas y con parametros fisicoquimicos

como Cu y cloro.

También se encontraron correlaciones débiles pero significativas entre
Legionella con heterotrofos a 22°C y a 37°C, Pseudomonas y cloro. Sin
embargo se debe tomar en cuenta que estas correlaciones fueron realizadas
con 2 datos positivos para Legionella, con lo cual el analisis no es

estadisticamente correcto.
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3 IDENTIFICACION DE PROTOZOOS EN AGUA SANITARIA
CALIENTE Y TORRES DE REFRIGERACION

Se realizo la identificacion de protozoos de las muestras de ASC, por
observacion directa y por cultivo, en el departamento de Biologia Animal de
la Facultad de Biologia, esta identificacion es parte del trabajo realizado por
Oriol Canals con la tutoria del Dr. Humbert Salvad6, para el master en
Biologia experimental titulado “Metodologies per I’estudi dels protozous en
sistemes hidrics artificials”.

Los resultados obtenidos en este trabajo, se dividieron en los diferentes
tipos de muestra que utilizamos en este trabajo (Mezcla, Agua Proximal,
Agua Distal).

< En el A. sanitaria Mezcla, se realiz6 el cultivo de la muestra directa con

medio de trigo (anexos de materiales y métodos apartado 1.7).

En 16 muestras de las 63 analizadas en este trabajo crecieron protozoos
de vida libre (amebas, flagelados y ciliados). La identificacion

morfologica indico que se trataba de :

« Amebas (75%): Vahlkamphia enterica, otras
especies de la familia Vahlkamphidae, Vanella spp.,
morfologias parecidas a Hartmannella spp. y amebas
de la clase Lobosea (imag. 3.1a).

« Flagelados (56%): Bodobnidos y otras especies.
(imag. 3.1b)

« Ciliados (6%): Glaucoma scintillans y Colpoda

steinii (imag. 3.2).
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Imag.3.1 (40x, contraste de fases) Imag. 3.2 (40%, contraste de fases)
a) Vanella spp. Glaucoma scintillans
b) Flagelado bodénido

% En el A. proximal en 14 de 40 muestras analizadas se observaron:

« Amebas (100%): Acanthamoeba spp., morfologia
parecida a Korotnella spp. (familia Paramoebidae),
individuos de la familia Vahlkamphidae y amebas
pertenecientes a la clase Lobosea (imag. 3.3, 3.4)

« Flagelados (21%): Bodonidos y otras espécies

(imag. 3.1 b).
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Imag.3.3 (40x, contraste de fases) Imag.3.4 (40x contraste de fases)

Acanthamoeba spp Valhkamphidae

Imag.3.5 (40x contraste de fases) Imag.3.6(40x contraste de fases)
Ameba no identificada Paromoebidae

con estructura uropodial
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D3

» En el A. distal se obtuvieron 7 muestras positivas por cultivo de 40

analizadas, los resultados se muestran a continuacion:

« Amebas (100%): Individuos de la clase Lobosea e
individuos con morfologia parecida a Hartmannella
spp. (imag. 3.8).

« Flagelados (12%): No Identificados.

Imag.3.7 (40x contraste de fases) Imag.3.8 (10x contraste de fases)

Ameba con morfologia monopodial Ameba con morfologia parecida

parecida a Hartmannella a Hartmannella
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RO

% En las torres de refrigeracion se analizaron 32 muestras por cultivo
de las cuales 7 fueron positivas para protozoos, en las que se

obtuvieron:

« Amebas (100% de les muestras): Morfologias
parecidas al género Acanthamoeba y a la familia

Paramoebidae (imag. 3.9)

« Flagelados (42%): Boddnidos y otras espécies.

« Ciliados (28%): Colpoda steinii.

Imag.3.9 (40x) Imag.3.10 (40x contraste de fases)
Ciste posiblemente de Trofozoito en forma de flotacion

Acanthamoeba spp.

197



Resultados

3.1 Observacion de amebas mediante microscopio

electronico de transmision.

Se realizaron observaciones del concentrado de una muestra de ASC (Cod.
29), las preparaciones se realizaron en los Servicios Cientifico Técnicos del
Parc Cientific de Barcelona.

Los cortes pertenecian a amebas con posibles fagosomas con bacterias ARB
no digeridas (imag. 3.11, 3.14 ), sin embargo no se lograron identificar las

bacterias en cuestion.

Imag. 3.11 Acanthamoeba spp con Imag. 3.12 Acanthamoeba spp

fagosomas de bacterias no digeridas encistada con vacuolas lipidicas
(80KYV) (80KV)

Imag. 3.13 Posible ARB Imag. 3.14 Acanthamoeba spp
(100Kv) con posibles ARB (80Kv)
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DISCUSION

Legionella en el medio ambiente se aisla de un rango muy amplio de
ambientes acuéaticos con factores bidticos y fisicoquimicos muy diversos
(Kuiper M.W. et al. 2004, Paszco-Kolva et al. 1991, Wadowsky y Yee, 1983).
En este trabajo buscamos la presencia de Legionella y los factores bidticos y
abi6ticos que la acompanan en instalaciones de riesgo: aguas calientes
sanitarias y torres de refrigeracion. Citadas asi porque la mayoria de los
casos esporadicos y brotes comunitarios de legionelosis se han asociado al
agua de estos sistemas hidricos artificiales (Eur. J. Epidemiology, 1996).
Sin embargo existen pocos trabajos publicados sobre la ecologia de esta

bacteria en estos habitats (Leoni et al. 2004).

A pesar de que muchos trabajos afirman que Legionella es un organismo de
dificil crecimiento en el laboratorio (Kuiper M.W. et al. 2004, Rogers J. et
al. 1994, Wadowsky y Yee, 1983), en este estudio se logro aislar Legionella
por cultivo en placa siguiendo el protocolo establecido por la ISO 11731-

1998 y se detect6 por medio de la técnica de PCR semianidada.

Legionella se aisla principalmente de biofilms y se asocia a la presencia de
otros microorganismos como bacterias aerobias, Pseudomonas,
Aeromonas y especialmente se la asocia a protozoos (Chen et al., 2004,
Drozanski, 1956). Por esta razon, decidimos estudiar también la presencia y
la relacién de estos microorganismos con Legionella. Algunos autores que
realizaron estudios in vitro en biofilms, afirman que la presencia de
protozoos es necesaria para la multiplicacion de L. pneumophila y que los
biofilms contienen altas concentraciones de bacterias heterotrofas (Kuiper
et al. 2004 y Wadowsky et al.1988). Otros autores cuestionan el hecho de
que los protozoos sean necesarios como hospedadores de Legionella. Asi
por ejemplo Surman et al. 2002, detectaron crecimiento extracelular de
Legionella en un medio con un inhibidor de crecimiento de protozoos y
Rogers et al.1994 sugieren que el conjunto bacteriano de un biofilm provee

los nutrientes necesarios para el crecimiento extracelular de Legionella.
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Autores como Mouchtoury y Hadjichristodoulou 2007, describen que los
grifos y difusores de los sistemas de agua se ven altamente colonizados por
Legionella y Joseph et al. 1996, afirman que muchos casos de epidemias
comunitarias de legionelosis se han producido por la exposiciéon a los
aerosoles de sistemas de agua de hoteles, donde el riesgo aumenta debido
su uso intermitente y el consiguiente estancamiento, produciendo la
formacion de biofilms en las tuberias ( Joseph et al. 1996, Benin et al.

2002, Fields et al. 2002).

Este trabajo se enfoc6 en un estudio ambiental para detectar Legionella en
aguas sanitarias calientes, donde pueden encontrarse restos de biofilm que
se forman en las tuberias de sistemas de distribucion de agua, estos
sistemas en su mayoria eran sistemas recirculantes con calentadores de

agua o depositos.

Los resultados obtenidos de las muestras de ASC para el aislamiento de
Legionella, en el caso las muestras mezcla (n= 107) fue un 26% y su
deteccion por PCR semianidada fue un 35%, en las muestras de Agua
Proximal (n= 62) se obtuvo un 37% y un 58% respectivamente y en el Agua
Distal (n= 62) se logro aislar un 21% por cultivo y se detectdé un 48% por
PCR semianidada.

Borella et al. 2004 y Leoni et al. 2001, realizaron un estudio de diferentes
sistemas de distribucion de agua en edificios, estudiando sistemas
independientes con calentadores de gas y calentadores eléctricos, sistemas
centralizados y sistemas con recirculacion de agua. Encontraron que la
colonizacion de Legionella en este tipo de sistemas era muy diferente entre
si, en los sistemas de distribucion eléctricos no encontraron presencia de
Legionella, en los sistemas de agua independientes con calentadores de gas
encontraron una contaminacién moderada entre un 10% a un 16% y en los
sistema centralizados encontraron contaminaciéon entre un 53% y un 67%
debida a Legionella pneumophila serogrupo 2-14. Estos resultados

positivos, fueron encontrados en muestras tomadas a diferentes distancias
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del calentador y las concentraciones de Legionella fueron variables hasta en
1 log en diferentes puntos del sistema. Sin embargo estadisticamente no
encontraron correlaciones significativas entre los diferentes niveles y
distancias desde el calentador. Los altos recuentos de Legionella en
sistemas centralizados pueden ser explicados por el estancamiento del agua
acumulada en las tuberias, lo que favorece la formacion de biofilms y la
recirculaciéon de agua que en este tipo de sistemas promueve una
contaminacion que puede extenderse por todo el edificio. El estancamiento
del agua en estos sistemas, se produce por su uso intermitente y sobre todo
por la alta complejidad de estos sistemas, en los que muchas veces se

producen cierres de tuberias y la formaciéon de puntos muertos.

Autores como Leoni et al. 2001, al analizar muestras de duchas de agua
caliente, encontraron porcentajes positivos de recuento de L. pneumophila
en un 63,6%. Devos et al. 2005, analizaron un total de 46 muestras de
agua (duchas, agua de grifo) de 17 localidades de Bélgica, donde estudiaron
la presencia de Legionella spp. y L. pneumophila. La técnica convencional
de cultivo en placa puso de manifiesto que el 41% de estas muestras fueron
positivas para Legionella spp., ésto se correspondia con el 53% de las 17
localidades. Las colonias que obtuvieron, confirmadas con una prueba de
aglutinacion de latex, revelé que las colonias positivas pertenecian a L.
pneumophila en un 58%. Obtuvieron concentraciones de células de L.

pneumophila entre 5,0 x10x104 ufc/Ly 8,00x104 ufc/L.

Otros autores como Levi et al. 2003 estudiaron 32 muestras de agua
potable, obtuvieron 20 muestras positivas por cultivo de las cuales el 70%
fueron positivas por PCR, las muestras negativas por PCR (30%), contenian
un nimero mas bajo de células viables que el limite de detecciéon de la PCR
que utilizaron. En contraste 60% de las muestras positivas por PCR con un
nimero menor al del limite de deteccion, indicaron la presencia de

numeros significativos de células no viables de Legionella.
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Morio et al. 2008 en un estudio de sistemas de agua de edificios en Francia,
encontraron que solo un 3% de las muestras que estudiaron dieron
resultados positivos por cultivo y negativos por PCR cuantitativa. Asi
Morio et al. 2008 y Maiwald et al. 1995 afirman que la sensibilidad, la
simplicidad y la reproducibilidad de una PCR, hace de éste un método
imprescindible para detectar y cuantificar Legionella en muestras
ambientales, especialmente en el caso de epidemias donde es un método
rapido para identificar el foco de contaminaciéon y evaluar los puntos
criticos en los sistemas de distribucion de aguas. Ademas, se requiere
menos tiempo para obtener resultados comparado con el necesario para el
cultivo en placa, sin embargo los cultivos son necesarios para una
comparacion epidemiolégica entre cepas clinicas o ambientales y para

confirmar la cepa causante de la epidemia con un genotipado.

Al observar los diferentes resultados obtenidos por diversos autores, se
debe considerar que la PCR no distingue entre organismos viables y no
viables. En el caso de la técnica de cultivo los problemas se pueden
presentar en el caso de que en la muestra existan células viables pero no
cultivables de Legionella, o en el caso de los diferentes procesos para la
identificacion de la bacteria que describe la ISO 11731-1998, por ejemplo la

recuperacion de las células en el proceso de filtracion no es del 100%.

En este estudio también se cuantificaron la presencia de otros
microorganismos como los Heter6trofos a 22°C y Heter6trofos a 37°C
aislados de las muestras de agua sanitaria caliente. Las concentraciones
medias de Heterotrofos a 22°C y a 37°C en los diferentes tipos de ASC,
estuvieron entre 10°y 107 ufc/100ml. Se realizaron analisis estadisticos y se
obtuvieron que las correlaciones entre Heterotrofos a 22°C y Legionella
fueron del 30% en la Mezcla, 20% en el A. Proximal y 32% en el A. Distal y
con Heterotrofos a 37°C fueron un 30%, 24% y 36% respectivamente.
Cuando se realizo el analisis estadistico de medias, entre los valores
obtenidos de los Heterotrofos a 22°C y a 37°C en relacion a la presencia y

ausencia de Legionella en las muestras de agua con distintos tipos de
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muestreo, se encontr6 que existia una relacion estadisticamente
significativa con Heter6trofos a 22°C y a 37°C en el caso de las muestras
mezcla, agua distal, y agua proximal aunque esta dltima tiene mayor
relacion entre la presencia de Legionella y heterétrofos a 37°C. Al
contrario, autores como Leoni et al. 2004 al igual que Alary y Joly, 1991 no
encontraron correlaciones significativas entre Heterétrofos a 22°C y

Hetero6trofos a 36°C con Legionella.

Otros parametros bidticos analizados fueron Pseudomonas y Aeromonas,
la importancia de estos microorganismos es su papel ambiental, se
consideran indicadores de recrecimiento microbiolégico en aguas de
distribucién de algunos paises (Araujo et al. 1989, Ribas et al. 1999). Otros
autores aseguran que Pseudomonas y Aeromonas pertenece al grupo que
junto con heteroétrofos y Flavobacterium pueden servir de soporte para el
crecimiento de Legionella en sistemas de distribuciéon de agua (Wadowsky
et al. 1988). Pseudomonas se puede encontrar en biofilms, suelos y
diferentes habitats acuaticos como lagos, rios y sistemas de agua potable y
no potable (Pazko-Kolva et al. 1991). En este trabajo se aisl6 Pseudomonas
en las aguas sanitarias calientes (Mezcla, Agua Proximal y Agua Distal) en
el 44%, 60% y 31% de las muestras respectivamente. Sin embargo, no
conseguimos una relaciéon estadisticamente significativa entre la presencia
de Legionella y Pseudomonas en ninguno de los tipos de muestreo. Esto
también fue observado por Leoni et al. 2004, que analizaron muestras de
sistemas de aguas calientes de hoteles y no encontraron correlacion
significativa entre Legionella y Pseudomonas, ademas aseguran en su
estudio que las temperaturas bajas favorecieron el crecimiento de

Pseudomonas.

La correlacion encontrada en este estudio entre Pseudomonas y la
temperatura en el Agua Distal (sobre 37°C) fue negativa (-0,45), lo que
confirmaria la capacidad de Pseudomonas de crecer a temperaturas mas

bajas.
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También se encontr6 una correlaciéon positiva de los distintos tipos de
muestreo entre Pseudomonas y Heter6trofos a 22°C entre 30% y 40%
(coeficiente de Spearman con un 95% de confianza) y de Pseudomonas con
Heterotrofos a 37°C entre un 31% y 34%. Leoni et al. 2004 obtuvieron al
igual que en este trabajo, una correlacion positiva y significativa entre
Heterotrofos a 22°C y Heter6trofos a 36°C con Pseudomonas y aislaron
Pseudomonas en el 57,1% de las muestras de sistemas de agua
independientes y del 45,2% de sistemas centralizados. Otros autores como
Zietz et al. 2006, también encontraron una correlacion significativa del
95% entre Pseudomonas y Heter6trofos a 22°C y con Hetero6trofos a 37°C
del 99%.

Otro parametro bidtico que se estudio en el ASC, fue la presencia de
protozoos y la relacion con Legionella. En este estudio se encontraron
protozoos en el 25% de las 107 de las muestras Mezcla, en el 43% del Agua
Proximal y en el 24% del Agua Distal. Segin el anélisis estadistico de
medias con intervalos al 95% de confianza se demostr6 que existia una
relacion entre los resultados obtenidos de Legionella y la presencia de
protozoos en las aguas que correspondian a las muestras mezcla. En estas
muestras los protozoos observados fueron amebas, flagelados y ciliados.
Las amebas fueron observadas con mayor frecuencia en un 52% de las

muestras positivas.

Rodriguez et al. 1994, afirman que las amebas son los mayores predadores
de las bacterias en el ambiente, controlando asi su poblacion en el suelo, en
sedimentos y particulas suspendidas en columnas de agua. Algunas
publicaciones (Herrera et al. 2002, Newsome et al. 1998) consideran que
Legionella es un colonizador intracelular y es considerada una bacteria
resistente a amebas (ARB) debido a que resiste su efecto microbicida.
Segin estos autores, cuando Legionella se multiplica en protozoos
desarrolla mecanismos para resistir su destruccion por los macréfagos lo
que la hace atin més virulenta cuando infecta los alveolos pulmonares de
pacientes susceptibles a la enfermedad. Hay quienes afirman que

Legionella puede protegerse de condiciones adversas del medio dentro de
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las amebas, particularmente de agentes usados para la desinfeccién de

aguas.

Existen muy pocos estudios que han conseguido aislar Legionella dentro de
hospederos en el ambiente, pero por ejemplo Harf et al. 1997, identificaron
L. pneumophila en cultivos de amebas lisadas que originalmente provenian
de aguas de rios y Newsome et al. 1998, realizaron un estudio para describir
el aislamiento y la identificacién de Legionella que se encontraban dentro

de amebas en muestras de suelo.

En este trabajo también se estudiaron factores fisicoquimicos entre los que
estan el Fe, el Cu, el Zn y el carbono organico total (COT). Segun
bibliografia Legionella necesita una fuente de carbono, L-Cisteina y hierro

para su multiplicaciéon (McDade 2002, Fields et al. 2002).

En este estudio encontramos valores maximos de hierro entre 0,03 ppm y
0,04 ppm en los distintos tipos de muestreo (Mezcla, A. Proximal, A.
Distal), el cobre tuvo concentraciones de 0,35 ppm, 0,26 ppm y 0,15 ppm
respectivamente, se encontraron concentraciones de zinc entre 0,18 ppm y
0,26 ppm y el carbono orgéanico total tuvo concentraciones de 2,73 ppm,
2,25 ppm y 2,53 ppm. En un estudio realizado por Leoni et al. 2004
encontraron que el Cu tenia un papel inhibitorio en el crecimiento de
Legionella mientras que el COT tendia a favorecer el crecimiento de la
bacteria, en el caso de zinc, hierro y manganeso no encontraron correlacion

significativa con Legionella.

Parrilla Valero et al. 2007 y Tiiretgen et al. 2007, afirman que metales
como el Fe y el Zn pueden corroer el material del que estan hechos muchos
sistemas hidricos y pueden formar una capa fina de oxido, sin embargo en
pruebas in vitro que realizaron Tiiretgen et al. 2007, no encontraron
diferencias entre los resultados obtenidos del crecimiento de Legionella en
superficies de cobre, en superficies con microbiota acompafante y en

superficies limpias. Esto autores relacionan la eficacia del efecto inhibitorio
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del Cu con los valores de pH, esto es reafirmado por Leoni et al. 2004,
Rogers et al. 1994, Stout et al.1998, Kusnetsov et al. 2003, que aseguran
que el pH tiene un papel directamente proporcional al crecimiento de

Legionella, debido a que acttia en la solubilizacién del Cu.

Segun los anélisis estadisticos realizados en este estudio, al comparar los
resultados de las medias de los metales pesados en relacion a la presencia y
ausencia de Legionella, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre la presencia y ausencia de Legionella y los valores de
Cu, en las muestras Mezcla, es decir que a concentraciones elevadas de Cu

la presencia de Legionella fue menor en este tipo de agua.

También se estudiaron otros parametros como la temperatura, el pH y la
turbidez. Autores como Rogers et al. 1994 y Mauchline et al, 1992 reportan
que la temperatura 6ptima de crecimiento de Legionella es 35°C y también
podria crecer entre 20-45°C y aseguran que puede sobrevivir a
temperaturas mas extremas, Wadowsky et al. 1985 explican que este rango
de temperaturas, en el que es posible encontrar la bacteria, depende de la
cepa de Legionella y del namero y diversidad de microorganismos
acompanantes presentes en los diferentes sistemas de aguas. Leoni et al.
2004 afirman que la temperatura es uno de los factores asociados a la
presencia de Legionella en sistemas de agua y que se han encontrado
células viables a temperaturas altas llegando hasta los 60°C, pero no
encontraron correlaciones significativas entre Legionella y temperatura. En
este estudio obtuvimos células viables de Legionella en muestras de ASC en
temperaturas de 16°C como minimo y 65°C como maximo, no encontramos
correlaciones significativas, pero observamos una tendencia a la presencia

de Legionella a temperaturas mas bajas.

En el caso de uno de los biocidas (cloro), encontrado en las muestras de
ASC, se obtuvieron concentraciones entre 0,5 y 2 ppm como maximo, la
turbidez tuvo valores maximos de 2,08 y 5,00 NTU y el pH no super6

valores de 8,76. Los analisis estadisticos realizados mostraron correlacion
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negativa entre Legionella y turbidez (-0,21) en el caso de la muestra mezcla.

Parrilla Valero et al. 2007, Ordonez et al. 2006, encontraron una
asociacion estadisticamente significativa entre los valores de turbidez y
cloro con la presencia de Legionella. Leoni et al. 2004, también
encontraron una correlaciéon inversa entre Legionella con el pH y el COT.
Estos autores afirman que variables como la temperatura, conductividad,
turbidez y cloro se comportan como factores de riesgo de crecimiento de

Legionella.

El hecho de no encontrar relaciones altamente significativas entre los
factores abidticos y Legionella nos indica que el crecimiento de esta
bacteria no depende exclusivamente de los compuestos solubilizados en el
agua sanitaria, sino que posiblemente Legionella obtiene los nutrientes de
otros microorganismos o de la asociacion de éstos en biofilms que le

otorgan el medio 6ptimo para su crecimiento.

En este trabajo también se realiz6 el estudio de torres de refrigeraciéon y la
relacion de pardmetros microbiolégicos y fisicoquimicos con el crecimiento
de Legionella en este tipo de instalaciones. Se han realizado muchos
estudios sobre la colonizacion de Legionella en este tipo de sistemas,
debido a que producen gran cantidad de aerosoles y son consideradas como
las instalaciones que provocan mayores brotes comunitarios de legionelosis

(Barrufet-Barquet et al. 2006).

En este trabajo se analizaron 54 muestras pero solo obtuvimos dos
resultados positivos para Legionella. Las razones para dichos resultados en
comparacion a los datos encontrados de ASC, son que analizamos muchas
méas muestras de agua sanitaria caliente que de agua de torres y que el ASC
procedia de edificios muy diversos y en un estado de mantenimiento en
muchas ocasiones deficiente, mientras que las torres de refrigeracion
pertenecian a un solo edificio con un mantenimiento 6ptimo de las

instalaciones.
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Autores como Miyamoto et al. 1997, obtuvieron un 78% de resultados
positivos por cultivo en 49 muestras de torres de refrigeracion y 92% por
PCR semianidada. Otros autores también han encontrado resultados
positivos de Legionella en torres de refrigeracion, por ejemplo Romeu et al.
2003, en un estudio de un total de 1512 muestras, 27 resultaron positivas
para Legionella por cultivo. Mientras que otros como Yaradou et al. 2007,
compararon los resultados obtenidos por cultivo y por PCR, analizaron 46
muestras de las cuales 28 (60,9%) fueron positivas por PCR y 20 (43,5%)
por cultivo. Joly et al. 2006, detectaron Legionella en un 94% por PCR y

en un 87% por cultivo.

En las muestras de este trabajo también se estudiaron Heter6trofos a 22°C
y a 37°C, se encontr6 una media geométrica de 1,46x10° ufc/10oml y
1,43x10% ufc/100ml respectivamente. Valero et al. 2007, encontraron que
en torres de refrigeracion los numeros elevados de hetero6trofos
(>10%ufc/100ml), favorecian las condiciones de vida para Legionella. En
este trabajo se encontraron correlaciones significativas entre Heterotrofos a
22°C y a 37°C con las muestras positivas de Legionella y de Pseudomonas 'y
se encontr6 una correlacion negativa con el cloro de -0,47 y -0,49,
respectivamente. Al contrario de autores como Devos et al. 2005, que no
encontraron relacion entre el nimero de heter6trofos con la presencia o
ausencia de Legionella en muestras de torres de refrigeracion. En contraste
Kusnetsov et al. 1993, obtuvieron valores mas bajos de heterétrofos cuando

existia presencia de Legionella en las torres.

Se analiz6 la presencia de Pseudomonas en este tipo de instalaciones y
obtuvimos un 22% de resultados positivos, los cuales tuvieron una

correlacion estadisticamente significativa con Hetero6trofos a 22°C y a 37°C.
Se encontraron protozoos en el 39% de las muestras por observacién

directa del cultivo y un 31% correspondia a la deteccion por PCR. Romeu et

al. 2003, estudiaron 1512 muestras de las que obtuvieron 341 positivos para
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la presencia de protozoos y 27 muestras positivas de Legionella. La
coincidencia de ambos microorganismos en una misma torre fue inferior al
50%, ya que de los 27 aislamientos de Legionella solo 12 lo fueron también

para protozoos (44%).

Parrilla Valero et al. 2007 y Tiiretgen et al. 2007 estudiaron parametros
fisicoquimicos en torres de refrigeracion y aseguran que el calor, la
evaporacion del agua a temperaturas relativamente altas y el pH evitan la

adhesi6én microbiana.

Los parametros fisicoquimicos analizados en este estudio dieron valores
medios de 24°C en el caso de la temperatura, la turbidez tuvo una media
de 1,47NTU y el pH de 7,04. Se encontraron correlaciones entre la

temperatura, el pH y la turbidez.

Wadowsky et al. 1985, afirman que la temperatura oOptima para el
crecimiento de Legionella esta entre 20°C y 50°C, el pH 6ptimo entre 5,5 a
9,2 y que en el ambiente se han aislado Legionella en pH desde 5,4 a 8,1.
Otros autores como Parrilla Valero et al. 2007, encontraron que en torres
de refrigeracion las condiciones que hacen favorables la multiplicacion de
Legionella, estan en el caso del pH entre 8,2 y 8,5 y la turbidez entre 11,3
NTUy 20 NTU.

En este trabajo obtuvimos valores de hierro de 0,03 ppm, de cobre 0,12
ppm, de zinc 0,16 ppm y carbono organico total de 9,63 ppm, en las torres

de refrigeracion.

Parrilla Valero et al. 2007, encontraron casos positivos de Legionella en
torres que se caracterizaban por tener niveles elevados de conductividad,
aerobios totales, dureza calcica, solidos totales en disolucion, temperatura y
turbidez, ademas de concentraciones deficientes de cloro (<2ppm), que
incumplian el programa de revision y limpieza de los elementos internos de

las torres, y no realizaban las desinfecciones periodicas y la limpieza de
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depositos.

En este estudio el conjunto de las de torres de refrigeracion se mantuvieron
controladas y sometidas a tratamientos de mantenimiento especificados
por la normativa espanola BOE. Los niveles de concentracion de cloro, se
mantuvieron elevados como parte del programa de vigilancia y control para

una desinfeccion periddica y efectiva.

Romeu et al. 2003, también mantuvieron las torres de refrigeracion de su
estudio sometidas a tratamientos preventivos y por tanto afirman que la
reincidencia de Legionella que encontraron en las torres se debi6é a una
revitalizaciéon y multiplicaciéon de las existentes en nichos ecologicos
protegidos, debido a condiciones ambientales favorables o a una nueva

contaminacion externa.
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CONCLUSIONES

1. Se determinoé la presencia de Legionella y se cuantificaron parametros
microbiolégicos y fisicoquimicos en 285 muestras procedentes de dos
sistemas de riesgo de transmision de legionelosis: sistemas de agua
sanitaria caliente con acumulador y con circuito de retorno, y torres de
refrigeracion. Las caracteristicas fisicoquimicas y microbiologicas

mostraron dos ecosistemas distintos.

2. Se determino la presencia de Legionella mediante PCR en el 46% de las
muestras y por cultivo en el 23%. La deteccidon aplicando la PCR fue mas
rapida y mas sensible especialmente en las muestras con caracteristicas
maéas extremas. Sin embargo, con el cultivo se obtuvieron células viables y
cultivables, que se cuantificaron e identificaron en el 99,6% de las muestras
como L. pneumophila, de éstas un 56% correspondieron a L. pneumophila

serogrupo 1.

3. En el ASC se aislé Legionella en el 27% de las muestras. Su presencia se
relaciond estadisticamente con los pardmetros microbiol6gicos obtenidos
en los tres tipos de muestras estudiadas: Mezcla, Agua Distal y Agua
Proximal. La concentracion de Legionella se correlaciond
significativamente con la de Heterétrofos aislados tanto a 22°C como a
37°C y solo se aislo la bacteria cuando la concentracion de éstos fue
superior a 3 log por 100 ml. La presencia de Pseudomonas no mostro
relacion estadistica con Legionella. En el caso de los protozoos su presencia

fue mayor cuando los valores de Legionella fueron elevados.

4. El cloro y la temperatura actian como biocidas en el ASC. Sin embargo,
en el 44% de las muestras no se detect6 cloro y en el 71% la temperatura
estuvo por debajo de los 60°C, lo que favorecio la colonizacion de los

sistemas.
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5. Los valores fisicoquimicos encontrados en el ASC como pH, turbidez,
COT, Fe y Zn no fueron determinantes para aislar Legionella. A excepcion
de la temperatura, fueron muy semejantes en los tres tipos de muestra. Sin

embargo, concentraciones elevadas de Cu tendieron a reducir su presencia.

6. En las torres de refrigeraciéon analizadas, el recuento de los
microorganismos encontrados fue menor al de las ASC, debido a que la
concentracion de cloro se mantuvo elevada en estas instalaciones. Sin
embargo, la concentracion de protozoos fue mayor que en las ASC. El bajo
nimero de muestras positivas de Legionella (2/54), impidi6 hacer un

analisis estadistico comparativo con el resto de parametros analizados.

7. Se desarrollaron modelos predictivos en relacion a la presencia y
ausencia de células cultivables de Legionella, con un analisis de las
funciones discriminantes en las que intervinieron: PCR de Legionella,
Heterotrofos a 37°C, Fe, Zn y Cu. En las muestras Mezcla se pudo
predecir la presencia de Legionella con un porcentaje de aciertos de un
83%, en el Agua Proximal en un 78% de los casos y en el Agua Distal
anadiendo a la funcién la temperatura, se encontré un porcentaje mas alto
de un 86%.
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CONCLUSIONES GENERALES

1. Se realizO una estandarizacion de métodos, para el analisis y
cuantificacion de Legionella, como son la eficiencia de recuperacion del
método de filtracion, control de calidad por medio de cartas control del
medio de cultivo, la determinacion del limite de deteccion de la PCR
semianidada para L. pneumophila sg 1 ATCC33152, L. pneumophila sg 2-14
y L. longbeachea. Se realizo la comparacion de métodos para la eliminacion
de inhibidores de PCR y el disefi6 de un control de inhibiciéon de PCR.

2. Se analizaron muestras de un edificio publico con contaminacion por
Legionella, identificando los puntos de muestreo representativos y
aplicando el método de cultivo y la técnica de PCR semianidada, que
demostré6 en menos de 24 horas que todo el sistema hidrico estaba
contaminado, aunque no de forma homogénea. El andlisis del sistema de
agua un ano mas tarde, revelo la presencia de ADN de Legionella y la
ausencia de células viables cultivables. El alineamiento de las bacterias

aisladas indico que el circuito estaba contaminado por la misma cepa.

3. Se realizaron muestreos de agua sanitaria caliente y torres de
refrigeracion para determinar la presencia de Legionella y su relacién con
heter6trofos a 22°C, heterotrofos a 37°C, Pseudomonas, Aeromonas y
protozoos. El ASC procedia de hoteles de la costa mediterranea y de
residencias geriatricas, las cuales tenian un alto grado de complejidad en el
diseno y funcionamiento del sistema de agua, por lo que se cambio el tipo

de muestreo a Mezcla, Agua proximal y Agua distal.

4. Se determino la presencia de Legionella aplicando la técnica de cultivo y
la PCR semianidada. Por cultivo se obtuvo Legionella en un 26% de las
muestras mezcla, un 37% en el A. proximal y 21% en el A. distal. Por PCR

se detectd ADN de Legionella en un 35%, 58% y 48% respectivamente.
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5. El anélisis estadistico de las muestras Mezcla, A. distal y A. préximal
revelaron diferencias significativas entre heter6trofos a 22°C y hetero6trofos
a 37°C y de éstos con Pseudomonasy Legionella.

Las medias con intervalos al 95% de confianza de los parametros
microbiolégicos y fisicoquimicos en relacién a la presencia y ausencia de
Legionella, mostraron que la presencia de Legionella se veia favorecida en
estos 3 tipos de agua, a una mayor concentracién de heterétrofos a 22°C y
de heterotrofos a 37°C y se encontré mayor presencia de protozoos en el
agua cuando los valores de Legionella son elevados. La ausencia de
Legionella por cultivo y por PCR se asoci6 a concentraciones elevadas de
Cu. Finalmente se observo una tendencia a la asociacion entre la presencia

de células viables de Legionella y temperaturas méas bajas.

6. Las torres presentaron diferencias estadisticamente significativas entre
los heterotrofos a 22°C y a 37°C con Pseudomonas y Legionella. El test de
medias dio como resultado que todos los parametro fisicoquimicos
presentaban diferencias significativas entre si, mientras que en el caso de
los metales no se observaron diferencias estadisticamente significativas

entre sus valores.

7. El analisis estadistico en el que se utilizo una funcion donde
intervinieron simultaneamente la PCR de Legionella, heterotrofos a
37°C, Fe, Zn y Cu, en relacién a la presencia y ausencia de Legionella, se
obtuvo en la Mezcla una prediccion de un 83% de aciertos para la presencia

de Legionella, en el A. proximal un 78% y en el A. distal un 86%.

8. Se detectaron e identificaron protozoos de vida libre en las muestras de
ASC y torres de refrigeracion. Se encontr6 mayor abundancia en las
muestras del Agua proximal, donde la temperatura era mas baja y existia

una alta carga microbiana acompanante.
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Anexos

ANEXOS

1. COMPARACION DE RESULTADOS DE LOS PARAMETROS
BACTERIOLOGICOS DE LOS DISTINTOS TIPOS DE AGUA.

Tabla 1.1 Resultados Bacteriologicos de las muestras de agua.

TIPO DE Media Maximo Minimo
MUESTRA ufc/100ml ufc/100ml ufc/100ml
MEZCLA 1,38x102 2,05X103 0,00x10°
Legionella AGUAI 2,65x102 2,00x103 0,00X10°
AGUAII 2,20X102 5,30x103 0,00x10°
Media Maximo Minimo
ufc/100ml ufc/100ml ufc/100ml
MEZCLA 7,47X10% 8,80x107 0,00x10°
Het 22°C AGUAI 2,50X100 1,31X107 0,00X10°
AGUAII 2,30x10° 2,80x107 0,00Xx10°
Media Maximo Minimo
ufc/100ml ufc/100ml ufc/100ml
MEZCLA 6,70x10° 8,00x107 0,00Xx10°
Het 37°C AGUAI 2,49X10° 1,20X107 0,00X10°
AGUAII 2,22x10° 3,00x107 0,00x10°
Media Maximo Minimo
ufc/100ml ufc/100ml ufc/100ml
MEZCLA 3,26X102 2,00X104 0,00Xx10°
Pseudomonas AGUAI 2,52X102 1,20X103 0,00X10°
AGUAII 1,08x102 1,20x103 0,00Xx10°
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2. TABLAS CON LOS DATOS ORIGINALES DEL AGUA
SANITARIA CALIENTE

Tabla 2.1. Resultados de Legionella en el agua sanitaria caliente

(MEZCLA).

Muestra LEGIONELLA ufc/100ml Serogrupo PCR
1 ND 0]
2 ND 0]
3 8 2-14 1
4 7 2-14 1
5 23 2-14 1
6 ND 0
7 50 2-14 1
8 51 2-14 1
9 ND o

10 ND 0]
11 2 2-14 1
12 ND 0]
13 ND 0]
14 ND (o}
15 ND o
16 ND 0
17 ND 0]
18 220 2-14 1
19 76 2-14 1
20 ND 0]
21 ND 0]
22 ND 0]
23 ND o
24 ND (o}
25 ND 0]
26 ND 0
27 ND 0]
28 ND 0
29 1000 2-14 1
30 ND (o}
31 ND o
32 ND (o}
33 7 spp 1
34 422 2-14 1
35 ND 0
36 ND 0
37 ND 0
38 ND 0
39 ND 0
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Muestra LEGIONELLA ufc/100ml Serogrupo

=
o
=

40 9 1 1
41 ND 0]
42 ND (o}
43 ND 0]
44 ND 0]
45 ND 0]
46 ND 0
47 174 2-14 1
48 ND 0
49 ND 0]
50 604 2-14 1
51 ND o
52 13 2-14 1
53 ND o
54 ND 0]
55 ND o
56 83 1 1
57 ND o
58 ND 0
59 ND o
60 ND 0
61 892 1 1
62 ND 1 1
63 ND 1 1
64 ND 1 1
65 ND 1 1
66 ND 1 1
67 ND 0]
68 ND 0
69 ND o
70 402 1 1
71 2948 1 1
72 1856 1 1
73 1292 1 1
74 2360 1 1
75 2 1 1
76 ND 1
77 ND 1
78 ND 0
79 ND 0]
8o ND 0
81 ND 1
82 800 2-14 1
83 ND 0
84 ND 0
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Muestra LEGIONELLA ufc/100oml Serogrupo PCR
85 450 2-14 1
86 ND 0]
87 ND 0
88 ND 0]
89 ND 0
90 ND o
91 ND (o}
92 ND o
93 ND (o}
94 ND 0]
95 ND (o}
96 ND o
97 ND (o}
98 ND 0
99 ND 1
100 ND 1
101 ND 0]
102 ND 0]
103 ND (o}
104 ND 0]
105 188 1 1
106 811 1 1
107 53 1 1
MEDIA 1,38E+02
DESV. STAN. 4,50E+02
% positivos 26% 35%
MAX 2,05E+03
MIN ND

ND: No Detectado 1: PCR positiva, 0: PCR negativa, serogrupos: 1, 2-14, Spp.
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Tabla 2.2.Resultados de los parametros microbioldgicos del agua sanitaria caliente (Mezcla).

Muestra HET22°C HET37°C Pseud. Proto.zoos protozoos
ufc /tooml wufc/r0o0ml ufe/100ml Cultivo PCR

1 3,96E+06 7,30E+07 ND o} o
2 5,50E+05 6,25E+05 ND 0
3 3,10E+06 2,36 E+07 ND o} (o}
4 1,00E+04 7,75E+06 ND 0 0
5 8,44E+06 3,96E+06 1,84E+03 o} 1
6 4,96E+05 2,90E+05 5,00E+01 0 0
7 8,00E+07 2,80E+07 1,65E+03 0 1
8 8,00E+06 1,55E+07 5,50E+02 0 1
9 6,30E+05 6,40E+05 ND o o
10 2,70E+06 2,88E+06 3,83E+02 o 0
11 1,60E+05 1,90E+04 2,50E+01 o o
12 3,40E+05 1,20E+06 ND 0 0
13 6,80E+06 1,67E+06 ND 0 0
14 2,80E+06 2,50E+06 ND o 1
15 4,00E+07 5,40E+07 1,20E+02 o 0o
16 2,00E+07 2,20E+07 1,00E+03 1 1
17 ND 1,00E+03 2,00E+01 o o
18 1,00E+07 1,10E+07 1,15E+02 6} 0o
19 6,00E+03 2,00E+03 2,40E+01 1 0
20 2,26E+06 1,84E+06 2,00E+00 o 0o
21 3,00E+06 3,40E+06 7,00E+01 o} o
22 1,50E+07 1,60E+07 3,50E+01 o 0
23 2,80E+06 2,06E+06 3,00E+00 o} o
24 2,84E+07 2,60E+07 1,70E+01 1 1
25 2.55E+07 1,82E+07 3,00E+03 (o} (o}
26 7,20E+06 5,20E+07 ND 0 0
27 3,90E+05 4,00E+04 ND 1 (o}
28 2,80E+07 7,60E+06 6,00E+01 (6} 0o
29 5,88E+07 1,00E+07 ND 0 1
30 ND ND ND o 0o
31 4,00E+03 3,90E+04 ND o o
32 1,94E+05 1,76 E+05 ND 0 0
33 1,10E+05 1,38E+05 1,00E+00 o 1
34 7,84E+07 4,00E+06 ND 0 0
35 4,40E+05 3,00E+05 9,10E+01 (o} o
36 7,00E+04 9,00E+04 1,00E+00 o 0o
37 ND ND ND o (o}
38 1,50E+06 3,10E+06 5,00E+01 0 o}
39 1,20E+05 2,40E+05 2,10E+01 o o
40 9,40E+05 2,50E+07 ND 1 1
41 7,00E+05 9,00E+05 ND 0 1
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Muestra HET22°C HET37°C Pseud. Proto.zoos protozoos
ufec /tooml wufc/r0o0ml ufe/100ml Cultivo PCR
42 5,00E+05 2,00E+05 2,00E+04 o 0
43 3,50E+07 1,39E+07 6,00E+02 1
44 ND ND ND o 0o
45 6,34E+06 2,04E+07 ND 0 0
46 3,10E+06 9,60E+06 ND 0 0
47 8,64E+07 1,54E+07 ND 0 1
48 9,88E+06 9,20E+06 2,00E+01 o} 0o
49 1,23E+05 1,42E+05 1,80E+02 o o
50 1,50E+07 2,20E+07 1,00E+02 (o} 1
51 1,16E+06 1,27E+06 2,900E+01 0 o
52 6,00E+06 1,31E+07 ND 0 0
53 2,80E+07 2,03E+07 6,00E+00 (o} o
54 4,20E+06 3,90E+06 ND o) (o]
55 1,58E+06 1,08 E+06 1,00E+02 0 0
56 4,00E+06 8,44E+06 1,50E+02 1 0
57 7,20E+06 7,20E+06 1,00E+01 o 0
58 6,40E+06 3,72E+06 ND 0 0
59 ND ND ND 1 (o}
60 6,00E+03 9,00E+03 ND 0 0
61 1,38E+05 9,40E+04 ND 1 1)
62 ND 1,50E+04 ND 1 1
63 5,00E+03 8,00E+03 5,60E+01 6} o
64 7,60E+06 4,60E+06 ND 0 0
65 1,88E+06 7,84E+06 1,00E+02 1 0
66 2,80E+06 5,20E+06 1,00E+03 o 0o
67 8,80E+07 8,00E+07 1,00E+03 0 0
68 ND ND 1,00E+00 o} 0
69 3,30E+05 5,20E+05 ND o} (o}
70 1,70E+05 3,70E+05 ND 1 1
71 4,00E+03 2,00E+04 ND 1 1
72 1,00E+07 1,00E+07 ND 1 1
73 1,00E+07 6,80E+06 7,00E+00 1 1
74 1,00E+07 7,68E+06 7,00E+01 1 1
75 3,00E+05 2,00E+05 ND 1 1
76 4,00E+04 2,02E+05 ND 0 0
77 1,40E+04 1,70E+04 ND o o
-8 2,00E+04 1,00E+03 ND 0 0
79 ND 1,90E+04 ND o 0o
8o ND ND ND 0 0
81 6,00E+03 9,00E+03 6,00E+01 1 o
82 5,00E+06 5,40E+06 1,00E+03 1 0
83 8,40E+05 1,20E+06 ND 0 0
84 6,00E+04 4,70E+04 1,00E+03 1 0
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Muestra HET22°C HET37°C Pseud. Proto.zoos protozoos
ufc /tooml wufc/ro00ml ufe/100ml Cultivo PCR
85 2,50E+06 2,03E+06 6,40E+01 1 0
86 2,00E+03 2,00E+03 ND 6} 0o
87 ND ND ND 0] 0]
88 ND ND ND 0] 0
89 ND ND ND 0 0
90 8,80E+04 1,26 E+05 1,64E+02 0 0
91 ND ND ND 0] 0
92 ND ND ND 1 0o
93 1,61E+05 2,50E+05 ND 1 1
94 7,00E+03 3,00E+03 2,80E+01 1 1
95 ND ND ND 0] 0
96 4,00E+04 5,40E+04 ND 1 0
97 1,80E+04 2,80E+04 ND 0 1
98 1,81E+05 3,87E+05 ND 0] 0
99 3,60E+05 2,26E+06 ND o} 0o
100 ND ND ND 0] 0
101 7,20E+04 3,30E+04 ND o o
102 ND ND ND 1 0
103 ND ND ND o (o}
104 ND ND 1,00E+01 1 0
105 3,04E+05 3,87E+05 ND 1 1
106 4,20E+05 5,00E+05 ND 0 0
107 6,80E+05 7,00E+05 ND 0 0
MEDIA 7,47E+06 6,70E+06 3,26E+02
IS)"IE‘EI‘\IZ 1,77E+07 1,37E+07 1,97E+03
pos;f’ivos 82% 86% 44% 25% 22%
MAX 8,80E+07 8,00E+07 2,00E+04
MIN ND ND ND

ND: No Detectado, 1: protozoos positiva, 0: protozoos negativa
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Tabla 2.3. Resultados de los parametros fisicoquimicos del agua sanitaria caliente
(Mezcla).

Muestra Temp pH TURB CL CcoT Fe Zn Cu

1 50 7,65 0,3 o} 1,50 0,02 0,16 0,02

2 18 7,81 0,7 0,3 1,20 0,03 0,14 0,19
3 49 7,76 0,4 0 1,90 0,02 0,03 0,01
4 49 8,01 0,6 0 0,55 0,25 0,15 0,12

5 53 7,53 0,5 0] 2,71 0,01 0,05 0,38

6 64 7,69 1,3 0 2,51 0,01 0,05 0,39

7 65 8,31 0,8 0 1,90 0,01 0,52 0,67
8 43 8,11 1,5 (o} 1,64 0,01 0,10 0,04
9 66 7,9 0,9 (o} 1,54 0,01 0,25 0,71
10 54 7,89 1,6 0 1,60 0,04 0,90 0,07
11 53 7,87 1,2 0 1,50 0,05 0,14 0,12
12 61,3 7,51 0,8 o 1,52 0,04 0,10 0,00
13 20,8 7,81 0,5 2 1,90 0,00 0,11 0,02
14 51 7,8 1,45 0,01 1,20 0,02 0,03 0,12
15 48 7,8 0,45 0 0,82 0,03 0,03 0,11
16 58 7,9 0,49 0 0,71 0,03 0,03 0,14
17 60,1 7,8 0,5 o} 2.65 0,02 0,05 0,44
18 41 7,79 0,6 0 2,54 0,01 0,04 0,24
19 59,5 7,7 1,47 0 1,17 0,22 0,11 0,15
20 52 7 0,62 o) 1,30 0,29 0,14 0,16
21 51 7 0,54 0] 0,73 0,18 0,13 0,15
22 51,2 7 0,5 0] 0,65 0,01 0,02 0,10
23 50,3 6 1,3 0] 1,07 0,02 0,04 0,10
24 54 7 0,4 0] 0,42 0,01 0,06 0,10
25 60,1 7 0,3 o} 1,66 0,01 0,03 0,10
26 59,8 6 0,34 o 0,97 0,02 0,02 0,10
27 55 7,79 0,5 0] 2,60 0,02 0,12 0,58
28 53,1 7,48 0,58 0 29,60 0,03 0,03 0,43
29 54 7 0,9 o 2,79 0,03 0,03 0,44
30 61,4 7,01 1,45 0 2,03 0,42 0,53 2,10
31 46 7,78 1,3 o} 23,96 0,02 0,33 1,55
32 60,5 8 0,9 0 7,45 0,04 0,22 0,76
33 59 7,64 1 0 2,14 0,00 0,03 0,45
34 58,2 8 0,18 o} 1,97 0,00 0,25 0,26
35 43,8 7,51 0,3 o 1,75 0,00 0,03 0,43
36 52,1 7,64 0,69 0 1,57 0,00 0,04 0,02
37 56 7,76 1,5 o} 3,66 0,15 0,15 0,17
38 51,6 7,59 0,8 o} 1,27 0,04 0,33 0,02
39 50 7,61 0,9 0] 1,07 0,00 0,14 0,01
40 52,3 7,64 0,6 0 1,10 0,02 0,39 0,08
41 37 7,51 0,6 0] 1,05 0,00 0,10 0,02
42 34,8 7,55 1,1 0 1,60 0,07 0,49 0,09
43 31 8,17 1,4 0 26,54 0,03 0,12 0,07
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Muestra Temp pH TURB CL coTt Fe Zn Cu

44 30 8,63 0,7 o 8,26 0,02 0,11 0,06
45 30 8,01 2,02 0] 1,39 0,00 0,02 0,20
46 30 7,75 1,02 0 1,42 0,00 0,07 0,23
47 30 8,04 0,46 0 1,80 0,03 0,08 0,12
48 53 8 0,16 0 1,72 0,00 0,46 0,62
49 54 8 0,18 0] 1,73 0,00 0,03 0,13
50 57,1 7,67 0,31 0 0,86 0,03 0,13 0,03
51 55 7,08 0,5 0 1,01 0,08 0,39 0,02
52 50 7,62 0,34 0] 1,05 0,00 0,02 0,11
53 52,9 7,01 0,18 0 1,04 0,00 0,10 0,03
54 38 7,68 0,35 0 1,60 0,01 0,37 0,15
55 41,9 7,54 0,41 0] 1,65 0,00 0,38 0,12
56 40,8 7,97 0,9 0 1,70 0,00 0,30 0,10
57 42,3 7,84 0,55 0] 1,02 0,00 0,12 0,10
58 37,3 7,72 1,21 o} 1,58 0,01 0,21 0,06
59 66 8,12 0,65 0,2 1,70 0,02 0,23 0,05
60 41,4 7,86 0,58 o 1,84 0,02 0,27 0,02
61 51,1 7,67 1 0 2,18 0,01 0,29 0,08
62 50,6 7,44 0,55 o 2,16 0,00 0,07 0,01
63 49,4 7,44 0,71 0 2,14 0,00 0,08 0,02
64 47,6 6,48 1,67 0 1,98 0,01 0,21 0,04
65 51,1 7,05 1,56 0 1,82 0,01 0,06 0,03
66 48,7 7,15 0,87 o) 1,05 0,01 0,06 0,03
67 50 7,57 0,34 0] 1,00 0,00 0,24 0,02
68 53 7,69 0,26 0 1,22 0,00 0,07 0,01
69 50 8,14 1,08 0 1,50 0,00 0,00 0,03
70 25 8,31 0,59 0] 1,55 0,00 0,00 0,00
71 25 8,25 0,42 0] 1,40 0,00 0,00 0,00
72 25 7,8 0,5 0] 1,33 0,00 0,00 0,00
73 25 7,9 0,3 0 1,28 0,00 0,00 0,00
74 25 7,5 0,22 0] 1,33 0,00 0,00 0,00
75 25 7,1 0,48 0] 1,40 0,00 0,00 0,00
76 46 7 0,3 0 1,55 0,00 0,02 0,11
77 53 7 0,5 0 1,69 0,01 0,01 0,01
-8 55,1 7,64 0,2 0 4,56 0,00 0,34 0,43
79 47 7,8 0,5 0,2 2,21 0,00 0,15 0,13
80 62 7,86 0,6 0,2 2,40 0,00 0,12 0,04
81 58 7,06 0,5 0 1,50 0,00 0,16 0,16
82 30 7,14 0,2 o} 1,55 0,00 0,17 0,16
83 57 7,37 0,3 0 1,62 0,00 0,10 0,16
84 49 7,46 0,6 0 1,20 0,00 0,19 0,29
85 42 7,69 0,5 0 1,10 0,00 0,17 0,18
86 55,6 7,8 1 0,2 1,40 0,06 0,18 0,46
87 50 7,82 0,9 0,2 2,97 0,04 0,18 1,13
88 65,2 7,93 1,9 0,2 3,04 0,12 0,26 0,69
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Muestra Temp pH TURB CL COoT Fe Zn Cu
89 48,5 8,12 0,35 o 1,81 0,01 0,22 1,53
90 47 7,94 0,55 22,81 0,04 0,30 0,97
91 59,1 8,19 0,55 0 2,19 0,02 0,24 0,62
92 225 8,21 0,59 0,2 2,51 0,01 0,20 1,08
93 39 8,4 1,9 0 1,00 0,01 0,67 0,21
94 41,5 8,3 0,51 0 2,00 0,01 0,21 1,31
95 71,7 8,2 1,44 o 1,50 0,00 0,28 1,08
96 41 7,2 1,08 (o} 1,58 0,01 0,67 0,21
97 42,5 7,1 0,95 0] 2,01 0,01 0,21 1,31
98 45 7 0,6 0 1,76 0,00 0,28 1,08
99 59,2 7 1,12 o) 2,37 0,10 0,87 148

100 54 7,11 1 0 1,55 0,04 0,30 1,07
101 58,7 7,2 1,05 (o} 1,66 0,09 0,64 1,00
102 56 7 0,5 0 2,21 0,01 0,17 1,53
103 53 7 0,4 0] 2,50 0,01 0,13 1,49
104 55 7 0,6 0 2,23 0,00 0,13 1,18
105 53,2 7 0,2 0,2 2,60 0,02 0,20 0,48
106 52,7 7 0,41 0,2 2,57 0,02 0,13 0,24
107 54,2 7 0,23 0,2 2,42 0,06 0,19 0,75
MEDIA 48,34 7,60 0,73 0,04 2,73 0,03 0,18 0,35
IS)"IE‘EI‘\IZ 11,35 0,47 0,43 0,20 4,70 0,06 0,18 0,46
MAX 71,70 8,63 2,02 2,00 29,60 0,42 0,90 2,10
MIN 18,00 6,00 0,16 0,00 0,42 0,00 0,00 0,00

Temperatura: °C, Turbidez NTU, Cloro: ppm, Fe, Cu, Zn:ppm
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Tabla 2.4. Resultados de Legionella en el agua sanitaria caliente (Agua Proximal).

Muestra LEGIONELLA ufc/1o0oml Serogrupo PCR
1 ND 1
2 116 2-14 1
3 520 2-14 1
4 ND 1
5 ND 1
6 ND 1
7 237 2-14 1
8 ND 1
9 ND 1

10 1000 2-14 1
11 ND o
12 ND o
13 ND (o}
14 ND 1
15 1435 2-14 1
16 240 2-14 1
17 77 2-14 1
18 ND 1
19 ND 1
20 ND o
21 28 2-14 1
22 ND o
23 ND (o}
24 27 2-14 1
25 ND o
26 ND 0]
27 ND o
28 ND 0]
29 50 2-14 1
30 ND o
31 ND 0o
32 ND 0
33 ND 0
34 ND 0
35 ND o
36 ND 0
37 1420 2-14 1
38 135 2-14 1
39 ND 1
40 ND 1
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Muestra LEGIONELLA ufc/100ml Serogrupo PCR

41 ND 1

42 488 2-14 1

43 ND 0

44 ND 0

45 1740 2-14 1

46 956 2-14 1

47 196 2-14 1

48 39 2-14 1

49 ND 0

50 20 2-14 1

51 ND 0o

52 ND o

53 2000 2-14 1

54 2000 2-14 1

55 728 2-14 1

56 48 2-14 1

57 ND o

58 18 1 1

59 ND o

60 ND 0

61 ND o

62 ND 1
MEDIA 2,18E+02
DESV. STAN. 5,01E+02

% Positivos 37% 58%
MAX 2,00E+03
MIN ND

ND: No Detectado 1: PCR positiva, 0: PCR negativa, serogrupos: 1, 2-14
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Tabla 2.5. Resultados de los parametros microbioldgicos del agua sanitaria caliente
(Agua proximal)

Muestra HET23°C Het37°C Pseud Proto.zoos protozoos
ufc /tooml ufc/100ml ufc/100ml Cultivo PCR

1 ND ND 1,20E+01 0 o
2 8,00E+04 8,80E+05 1,20E+03 0o 1
3 4,80E+06 4,40E+06 1,50E+02 1 1
4 5,20E+06 3,20E+06 9,70E+01 1 o}
5 6,40E+06 1,00E+06 2,70E+01 o o
6 7,20E+06 9,20E+06 ND 0 0
7 1,60E+06 4,20E+06 8,80E+01 0 0
8 6,24E+06 5,00E+06 5,00E+02 0o o
9 9,20E+06 8,00E+06 7,70E+01 0 0
10 4,48E+05 2,40E+05 1,00E+03 0 o
11 3,68E+05 6,80E+05 2,88E+02 0 o
12 2,50E+04 1,40E+04 5,20E+02 o o
13 1,10E+05 1,50E+05 2,20E+01 1 1
14 4,00E+06 4,90E+06 1,00E+03 o} 0
15 2,20E+05 6,80E+05 9,00E+01 1 (o}
16 6,00E+06 9,00E+06 6,00E+01 1 o
17 1,10E+07 9,60E+06 2,00E+01 0 0
18 3,40E+04 3,40E+04 3,00E+01 0o o
19 1,10E+04 5,00E+03 ND 0o (o}
20 6,30E+04 1,00E+03 5,40E+01 0 o
21 2,40E+04 1,50E+04 ND o o
22 5,80E+04 5,50E+04 ND 0 0
23 2,80E+04 1,80E+04 ND 0 o]
24 4,80E+06 4,90E+06 ND 0 0
25 ND ND 2,80E+01 0 0
26 5,40E+05 4,60E+05 1,90E+02 1 1
27 1,60E+06 1,31E+06 1,00E+03 o} 1
28 1,00E+05 1,00E+05 1,50E+02 1 1
29 8,00E+06 8,60E+06 1,00E+03 1 1
30 2,28E+06 1,42E+06 ND 1 1
31 4,64E+06 4,56E+06 5,00E+01 1 o}
32 ND ND ND (o} (o}
33 1,00E+06 1,00E+06 1,00E+03 0o 0
34 1,12E+05 1,00E+05 2,00E+00 1 o
35 1,05E+07 9,06E+06 4,80E+01 0 0
36 1,31E+07 9,60E+06 3,00E+00 0 0]
37 4,60E+06 5,60E+06 3,50E+01 1 1
38 8,00E+03 1,10E+04 2,40E+01 1 1
39 1,70E+06 2,00E+06 ND 1 1
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Muestra HET23°C Het37°C Pseud Proto.zoos protozoos
ufc /tooml ufc/100ml ufc/100ml Cultivo PCR
40 ND ND ND 0 0]
41 5,92E+06 7,80E+06 ND 1 1
42 6,36E+06 1,00E+06 ND 1 1
43 5,00E+04 1,20E+05 1,00E+03 0 o
44 7,36 E+06 7,20E+06 ND 1 1
45 1,52E+06 2,16E+06 1,10E+03 o (0]
46 1,15E+06 2,00E+06 ND 1 1
47 8,50E+04 3,04E+05 3,70E+01 1 1
48 3,70E+05 4,24E+05 ND 1 0
49 5,30E+05 5,32E+05 ND 0o o
50 4,80E+05 7,20E+05 1,00E+03 1 1
51 3,03E+06 2,63E+06 1,00E+03 1 1
52 5,60E+05 6,20E+05 ND 1 0
53 8,80E+06 6,40E+06 1,00E+03 1 1
54 8,80E+06 1,70E+06 1,00E+03 (1) 0
55 2,00E+05 5,00E+05 ND 0 0]
56 1,00E+05 4,80E+06 ND 1 1
57 4,60E+06 1,20E+07 ND 1 0]
58 2,80E+05 2,80E+05 ND 1 0
59 1,00E+04 1,00E+04 ND 0 o
60 ND ND ND 0] o]
61 1,00E+04 4,00E+04 ND 0 (0]
62 1,00E+04 1,00E+04 ND 0 (o}
MEDIA 2,68E+06 2,62E+06 2,40E+02
IS)"IE‘EI‘\I] 3,48E+06 3,33E+06 4,01E+02
Pos;/:ivos 92% 92% 60% 43% 32%
MAX 1,31E+07 1,20E+07 1,20E+03
MIN ND ND ND

ND: No Detectado 1: protozoos positivo, 0: protozoos negativo.
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Tabla 2.6 Resultados de los parametros fisicoquimicos del agua sanitaria caliente (Agua

proximal).

Muestra Temp. pH TURB CL CoT Fe Zn Cu
1 26,6 7,46 1,2 0o 1,50 0,01 0,11 0,00
2 21,4 7,38 0,8 o 2,78 0,00 0,15 0,13
3 17,6 7,84 2,5 0 1,49 0,00 0,10 0,03
4 17 7,52 5 0 1,33 0,20 1,00 0,12
5 17 7,87 1,5 0 0,90 0,00 0,38 0,12
6 27 8,16 1 0o 0,84 0,01 0,13 0,07
7 27,6 7 0,12 0 1,00 0,20 0,33 0,08
8 30 6,36 0,3 o} 1,10 0,01 0,32 0,08
9 30 6,92 0,3 0 4,12 0,00 0,18 0,03

10 30 7,07 0,25 0 9,55 0,00 0,21 0,10
11 31 7,98 0,4 0 1,02 0,00 0,03 0,21
12 29 7,56 0,4 0o 1,10 0,01 0,08 0,44
13 29 7,49 0,5 0 0,67 0,00 0,06 0,65
14 37 8 0,9 0 0,92 0,00 0,06 0,13
15 28 7,74 0,8 0 1,82 0,00 0,46 0,11
16 26 8,06 0,8 0o 1,59 0,01 0,40 0,31
17 34 7,99 0,7 0 3,34 0,01 0,12 0,12
18 25 6,63 1,5 o 0,25 0,02 0,07 0,01
19 23,2 7,23 0,9 0o 1,89 0,01 0,06 0,00
20 32 7,25 0,9 0 2,59 0,00 0,32 0,37
21 16,3 7,45 0,4 o] 1,93 0,00 0,07 0,76
22 24 6,42 0,6 0o 1,36 0,01 0,05 0,01
23 26,1 6,68 0,5 0 1,43 0,02 0,05 0,01
24 22 6,88 1,9 o 1,61 0,07 1,09 0,05
25 20 8,46 0,5 0o 2,19 0,01 0,13 0,05
26 20 7,41 0,3 0 2,39 0,00 0,26 0,04
27 33,3 7,65 0,35 0 1,69 0,00 0,16 0,02
28 20 7,62 0,66 0 2,09 0,01 1,30 0,01
29 25,7 7,84 0,35 0 1,32 0,00 0,28 0,01
30 20,1 7,87 0,24 0 2,27 0,02 0,30 0,05
31 20 8,69 0,32 0o 0,96 0,00 0,29 0,11
32 35,8 7,96 0,33 0] 1,98 0,03 0,04 0,16
33 26 7,73 0,4 0] 2,29 0,00 0,70 1,46
34 34 7,77 0,28 0 1,75 0,01 0,19 0,02
35 32,1 7,85 1,5 0] 2,24 0,09 0,05 0,01
36 32 7 0,66 0] 2,46 0,00 0,12 0,03
37 33,4 7,94 0,58 0] 1,25 0,00 0,62 0,01
38 28,7 8,07 0,65 0] 2,01 0,00 0,19 0,02
39 31 8,32 1,02 0] 2,22 0,00 0,43 0,02
40 32 7,53 0,54 0 2,44 0,08 0,10 0,05
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Muestra Temp. pH TURB CL CcoT Fe Zn Cu
41 30 7,53 0,7 0 1,50 0,03 0,14 0,05
42 35 7,56 0,68 0 1,78 0,13 0,25 0,07
43 23 7 1,1 ) 2,16 0,00 0,21 0,62
44 33 7,1 1 0] 7,10 0,00 0,23 0,30
45 33 7,2 0,7 0 8,87 0,00 0,42 0,05
46 36 7,55 0,8 0 1,09 0,01 0,36 0,03
47 32,5 7 0,5 0 1,85 0,01 0,11 0,01
48 32 7,3 0,5 0 2,71 0,01 0,16 0,02
49 32 7 0,4 0 2,24 0,05 0,09 0,04
50 22 7,2 1,5 0 1,34 0,07 0,33 0,03
51 27 7 0,5 0 3,48 0,00 0,26 0,11
52 32 7,2 0,4 0 2,44 0,00 0,18 0,04
53 25 7,2 0,23 0 3,18 0,01 0,45 0,07
54 25 7,4 0,5 0 1,15 0,11 0,34 0,04
55 34 7 0,51 0o 2,56 0,16 0,24 0,10
56 33 7,2 0,52 0 4,10 0,05 0,18 0,07
57 30 7 0,4 0,2 2,16 0,06 0,37 1,54
58 23 7,11 0,6 0,2 2,49 0,04 0,30 1,25
59 19,8 7 0,7 0,32 0,00 0,01 0,07 0,01
60 20,3 7,2 0,4 0,35 0,00 0,00 0,06 0,00
61 20,2 7,2 0,5 0,52 0,00 0,01 0,05 0,01
62 20,4 7,1 0,22 0,31 0,00 0,01 0,07 0,01

MEDIA 27,39 7,43 0,75 0,03 2,09 0,03 0,26 0,17

DESV.

STAN. 5,56 0,48 0,70 0,10 1,73 0,05 0,25 0,33
MAX 37,00 8,69 5,00 0,52 9,55 0,20 1,30 1,54
MIN 16,30 6,36 0,12 0,00 0,00 0,00 0,03 0,00

Temperatura: °C, Turbidez NTU, Cloro: ppm, Fe, Cu, Zn: ppm
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Tabla 2.7 Resultados de Legionella del agua sanitaria caliente (Agua
distal).

Muestra LEGIONELLA ufc/i0oml Serogrupo PCR
1 ND 1
2 ND 1
3 ND 1
4 ND 1
5 ND 1
6 3 2-14 1
7 ND 1
8 ND 1
9 ND 1

10 ND o
11 ND o
12 ND o
13 ND 1
14 1470 2-14 1
15 52 2-14 1
16 48 2-14 1
17 ND 0
18 ND 1
19 ND (o}
20 ND o
21 ND o
22 ND o
23 4 2-14 1
24 ND o
25 ND 0
26 ND 0]
27 ND 0o
28 ND 1
29 ND o
30 ND o
31 ND (o}
32 ND (o}
33 ND o
34 ND o
35 ND 0o
36 ND 0
37 ND 1
38 ND 0
39 ND 1
40 ND 1
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Muestra LEGIONELLA ufc/100ml Serogrupo PCR
41 68 2-14 1
42 ND o
43 ND 0
44 5296 2-14 1
45 4 2-14 1
46 49 2-14 1
47 10 2-14 1
48 ND 0
49 ND 0
50 ND o
51 ND o
52 ND (o}
53 388 2-14 1
54 ND o
55 20 2-14 1
56 ND 0
57 ND 0
58 ND 1
59 ND 1
60 ND 0]
61 ND 1
62 4 1 1

MEDIA 1,20E+02
SD'II:Z:I‘\T] 6,95E+02
pos:fivos 21% 48%
MAX 5,30E+03
MIN ND

ND: No Detectado, 1: PCR positiva, 0: PCR negativa, serogrupos: 1, 2-14.
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Tabla 2.8 Resultados de los parametros microbiologicos del agua sanitaria caliente (Agua
distal)

Muestra HET23°C HET37°C Pseud. Proto.zoos protozoos
ufc/100 ml ufc/rooml  ufc/1ooml Cultivo PCR

1 ND ND ND o 0]
2 7,00E+03 1,90E+04 ND (o} o
3 5,20E+06 5,60E+06 1,00E+02 0 1
4 4,60E+06 3,60E+06 ND 1 1
5 1,00E+04 1,00E+04 ND 0 (o}
6 1,40E+06 3,10E+06 ND 0o o

7 1,73E+05 2,62E+05 ND (o} o
8 2,10E+04 7,60E+04 ND 0 0
9 1,00E+02 2,00E+02 1,00E+03 0o (o}
10 1,30E+04 3,00E+04 1,60E+02 o o
11 2,00E+03 1,00E+02 ND (o} o
12 1,00E+04 3,00E+04 4,00E+00 1 (o}
13 1,00E+06 1,00E+06 1,20E+03 0o (o}
14 3,92E+06 5,20E+06 9,00E+00 1 6}
15 9,04E+06 8,00E+06 ND o o}
16 2,20E+04 1,30E+04 ND 0o (o}
17 2,00E+03 ND ND (o} o
18 ND ND ND 0 0
19 ND ND ND o o
20 ND ND ND 0 0]
21 ND ND ND 0 (0]
22 8,00E+03 1,50E+04 ND 0 (0]
23 3,00E+03 5,00E+03 ND o o
24 ND ND 1,00E+01 0o (o}
25 ND ND ND 0o (o}
26 ND ND ND 0] 1
27 3,70E+04 7,70E+04 1,00E+02 0 o
28 ND ND ND 0] 0]
29 5,00E+05 3,80E+05 ND 0 1
30 2,04E+06 2,906E+06 1,80E+01 1 1
31 ND ND ND 1 0]
32 5,00E+05 3,10E+05 3,36E+02 1 o}
33 ND ND ND 1 (o}
34 7,20E+06 2,80E+06 ND 0 0
35 4,00E+04 2,00E+05 ND 0 o
36 1,00E+06 1,00E+06 1,00E+03 0o o
37 2,60E+04 4,20E+04 4,00E+00 0 o
38 4,60E+06 6,80E+06 ND 1 1
39 ND ND ND o o
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Muestra HET23°C HET37°C Pseud. Proto.zoos protozoos
ufc/100 ml ufc/rooml  ufc/iooml  Cultivo PCR
40 4,00E+04 3,00E+04 ND 0o o
41 2,80E+07 3,00E+07 ND 0 o]
42 1,00E+03 2,00E+03 1,00E+03 0o o
43 1,00E+04 1,50E+04 ND 0o o
44 8,80E+05 2,20E+06 1,00E+03 1 1
45 1,10E+03 2,50E+04 ND 1 1
46 3,30E+05 5,15E+05 1,34E+02 0o o
47 1,01E+05 1,36E+05 ND 0 0
48 1,48E+05 6,80E+05 ND 1 1
49 4,80E+05 5,68E+05 1,00E+03 1 o}
50 1,35E+06 1,03E+06 ND o} 0
51 4,63E+05 6,34E+05 1,00E+03 0 o)
52 3,68E+06 1,50E+06 1,00E+03 0o o
53 6,80E+06 6,28E+06 1,00E+03 0 0
54 1,00E+02 3,00E+04 ND 0 o
55 9,00E+03 4,00E+04 ND 0o o
56 2,68E+07 2,00E+07 ND 1 1
57 1,10E+06 1,00E+06 ND 1 1
58 1,00E+04 1,00E+04 ND o} 0
59 ND ND ND 0o o
60 ND ND ND 0] 0]
61 1,00E+04 4,00E+04 ND 0 (0]
62 3,80E+05 9,10E+05 ND 1 1
MEDIA 1,81E+06 1,73E+06 1,63E+02
SD'll:::l‘\T] 5,11E+06 4,75E+06 3,62E+02
positivos 77% 76% 31% 24% 19%
MAX 2,80E+07 3,00E+07 1,20E+03
MIN ND ND ND

ND: No Detectado 1: protozoos positivos, 0: protozoos 0s
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Tabla 2.9 Resultados de los parametros fisicoquimicos en el agua sanitaria caliente

(Agua distal).

Muestra Temp. pH TURB Cl COoT Fe Zn Cu
1 57,2 7,47 0,5 0 1,55 0,01 0,12 0,00
2 60 7,5 0,7 o} 2,78 0,01 0,11 0,09
3 50 7,52 1,7 Y 0,79 0,24 0,70 0,79
4 50 7,87 1,5 0 0,90 0,23 0,01 0,75
5 61 7 0,2 o) 1,20 0,21 0,36 0,09
6 52 8 1,67 0 1,10 0,20 0,35 0,09
7 54 6,78 0,7 0 1,38 0,00 0,03 0,01
8 54 7,01 0,45 0 1,79 0,00 0,18 0,03
9 56 7,08 0,25 o} 1,51 0,00 0,02 0,10

10 50 7,9 0,18 o} 0,93 0,01 0,06 0,16
11 54 7,54 0,45 0 20,25 0,01 0,07 0,45
12 47 7,46 0,3 0 1,14 0,00 0,01 0,64
13 49 8,03 0,95 0 1,08 0,00 0,01 0,10
14 45 8,04 0,55 0 1,17 0,00 0,03 0,09
15 51 8,02 0,6 o} 2,25 0,01 0,06 0,08
16 50 7,89 1,2 o} 3,16 0,00 1,79 0,69
17 64,4 6,89 1,05 o] 1,85 0,01 0,06 0,00
18 56,9 7,4 0,67 o} 1,95 0,00 0,05 0,00
19 53,1 7,63 0,75 0 1,71 0,00 0,05 0,14
20 53,2 7,47 0,81 0 6,47 0,00 0,07 0,80
21 51 6,58 0,74 0o 1,26 0,01 0,02 0,00
22 42 6,77 0,68 0 1,02 0,02 0,03 0,00
23 55 6,93 2 0 1,49 0,07 0,13 0,01
24 50 8,09 0,4 o] 1,45 0,00 0,13 0,06
25 60 7,27 1,22 o} 2,84 0,00 0,08 0,03
26 66,6 7,92 0,3 0o 1,54 0,00 0,06 0,01
27 66 7,72 0,34 o} 1,68 0,00 0,15 0,01
28 56 7,91 0,25 0 1,43 0,00 0,09 0,01
29 53 8,27 0,34 0 2,44 0,01 0,12 0,02
30 50 8,45 0,35 o} 0,96 0,00 0,24 0,16
31 57 7,08 0,34 0 1,39 0,04 0,02 0,18
32 52 7,93 0,34 0 2,03 0,01 0,10 0,11
33 50 7,73 0,45 0 1,89 0,01 0,07 0,02
34 55,4 8,15 0,94 o} 2,16 0,00 0,02 0,00
35 60,2 8,21 0,56 0 2,30 0,00 0,07 0,03
36 48 8,76 0,65 0 1,25 0,00 0,05 0,29
37 58,8 7,77 0,75 0 1,59 0,00 0,02 0,28
38 44,7 7,98 1 0 2,03 0,00 0,07 0,01
39 52 7,55 0,88 o} 2,31 0,12 0,08 0,04
40 51,4 8,13 0,72 0 1,42 0,05 0,07 0,04
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Muestra Temp. pH TURB Cl CoT Fe Zn Cu
41 50,5 7,63 0,85 0 2,01 0,08 0,09 0,04
42 44 7 1 0 2,10 0,01 0,04 0,60
43 52 7 1 0 8,71 0,01 0,02 0,00
44 46 7,3 0,6 o} 7,84 0,01 0,15 0,03
45 60 7,2 0,6 0 1,00 0,01 0,16 0,03
46 50,4 7 0,2 0 1,75 0,03 0,06 0,01
47 50,6 7,2 0,7 o} 2,12 0,05 0,06 0,02
48 51,2 7 0,5 o} 2,08 0,05 0,06 0,03
49 37 7 1,5 (o} 6,03 0,01 0,12 0,01
50 43 7,2 0,52 0 3,82 0,00 0,18 0,04
51 43 7 0,51 0] 3,43 0,00 0,06 0,03
52 50 7,2 0,23 0 6,03 0,01 0,09 0,02
53 51 7,1 0,29 0 9,75 0,07 0,16 0,02
54 52 7,22 0,4 0 5,15 0,04 0,07 0,04
55 53 7,1 0,22 o} 3,69 0,06 0,04 0,07
56 50 0,12 0 1,70 0,45 0,73 1,25
57 50 0,25 0 0,00 0,00 4,00 0,28
58 61,1 0,5 o) 0,00 0,04 0,05 0,02
59 63,2 0,6 o} 0,00 0,00 0,05 0,00
60 62,4 7,1 1 0o 0,00 0,02 0,04 0,01
61 65,7 7,1 0,3 o) 0,00 0,02 0,06 0,02
62 50 7 0,5 8 0,00 0,00 4,01 0,28

MEDIA 52,95 7,47 0,66 2,53 0,04 0,26 0,15
IS)"IE‘EI‘\IZ 6,19 0,49 0,41 3,05 0,08 0,73 0,26
MAX 66,60 8,76 2,00 20,25 0,45 4,01 1,25
MIN 37,00 6,58 0,12 0,00 0,00 0,01 0,00

Temperatura: °C, Turbides NTU, Cloro: ppm, Fe, Cu, Zn:ppm
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Tabla 2.10 Resultados de Legionella de las muestras de torres de
refrigeracion.

Muestra LEGIONELLA ufc/i00o0ml Serogrupo PCR

1 ND o

2 ND o
3 ND 0o
4 ND o

5 ND o

6 ND 0]

7 ND 0o
8 ND 0
9 ND o
10 ND o
11 ND o
12 ND o
13 ND 0
14 ND 0o
15 ND 0o
16 ND o
17 ND o
18 ND 0]
19 ND 0o
20 ND o
21 ND o
22 ND o
23 ND (o}
24 ND o
25 ND o
26 ND 0]
27 ND (o}
28 ND 0]
29 ND (o}
30 ND 0o
31 32 2-14 1
32 ND o
33 ND 0
34 ND 0
35 ND o
36 ND o
37 ND 0
38 ND 0
39 ND 0o
40 ND 0
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Muestra LEGIONELLA ufc/100ml Serogrupo PCR

41 ND o
42 100 1 1
43 ND 0
44 ND 0
45 ND o
46 ND 0
47 ND 0
48 ND 0
49 ND o
50 ND 0
51 ND (o}
52 ND (o}
53 ND o
54 ND 0

MEDIA 2,44E+00

DESV.

STAN. 14,20957247

% positivos 4% 4%
MAX 1,00E+02
MIN ND

ND: No Detectado 1: PCR positiva, 0: PCR negativa , Serogrupos: 1, 2-14
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Tabla 2.11 Resultados de los parametros microbiolégicos de las aguas de torres de
refrigeracion.

Muestra HET23°C HET37°C Pseud Proto.zoos protozoos
ufc /10o0ml ufc/ 10o0ml ufc/100ml Cultivo PCR

1 ND ND ND 1 1
2 ND ND ND 1 1
3 2,00E+03 1,00E+03 ND 1 1
4 ND ND ND 1 1
5 ND ND ND 0] 0]
6 ND ND ND 0] 0]
7 2,00E+04 ND ND o o
8 1,00E+05 2,44E+06 ND 0 0
9 2,10E+04 4,10E+04 ND o 0o
10 1,90E+07 1,07E+07 7,70E+01 1 0o
11 ND ND ND 0] o
12 ND ND ND 0] o
13 3,00E+03 1,00E+04 ND o 0
14 ND ND ND 1 (o}
15 3,10E+04 3,90E+04 7,10E+01 1 1
16 3,00E+03 1,00E+04 1,60E+01 1 1
17 1,00E+03 6,00E+03 ND 0 o}
18 ND 7,00E+03 ND 0 0
19 2,00E+03 1,00E+03 ND o o
20 ND ND ND 0] 0
21 ND ND ND 1 1
22 ND ND ND 1 0
23 ND ND ND 1 0
24 ND ND ND 0] 0
25 ND ND ND o 0o
26 ND ND ND 0] 0]
27 3,60E+06 1,00E+06 4,00E+00 1 1
28 4,00E+03 ND ND 1 0
29 ND ND ND 0] 0
30 ND ND ND o 0o
31 6,16E+06 7,68 E+06 1,00E+03 0 0
32 ND ND ND 0] 0
33 ND ND ND 1 0
34 ND ND ND (o} 0o
35 1,00E+05 1,00E+05 1,00E+03 1 0o
36 ND ND ND 0] 0
37 6,00E+05 1,00E+06 3,60E+02 1 1
38 2,00E+03 3,00E+03 ND 0 (o}
39 ND ND ND (o} 0o
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Muestra HET23°C HET37°C Pseud Proto.zoos protozoos
ufc /10o0ml ufc/100ml ufc/100ml Cultivo PCR

40 ND ND ND o

41 1,00E+03 3,00E+03 ND 0 o
42 4,72E+05 3,52E+05 3,60E+02 1 1
43 5,00E+06 5,84E+06 1,00E+03 1 0
44 ND ND 5,10E+01 (o} 0o
45 ND ND ND 0 0
46 4,80E+06 1,18E+06 1,00E+03 1 1
47 1,00E+03 3,00E+04 ND 1 1
48 ND ND ND 0 1
49 1,20E+06 1,00E+05 4,40E+01 0 1
50 ND ND ND 0] 1
51 ND ND ND o 1
52 ND ND ND o 1
53 ND ND ND 0] 0
54 ND ND ND 1 0

MEDIA 7,62E+05 5,66 E+05 9,23E+01

DESV.
STAN. 2850599,233 1941584,894 268,298582

%

V) (V) (V) (V) (V)
positivos 48% 48% 22% 39% 31%

MAX 1,90E+07 1,07E+07 1,00E+03

MIN ND ND ND

ND: No Detectado, 1: protozoos positivos, 0: protozoos 0s
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Tabla 2.12 Resultados de los parametros fisicoquimicos de las muestras de torres de

refrigeracion.

Muestra Temp. pH TURB Cl COoT Fe Zn Cu
1 28,7 8,84 1,25 8 3,15 0,01 0,02 0,07
2 27,4 8,69 8,6 8 3,2 0,00 0,01 0,02
3 19,4 8,77 7,5 8 2,32 0,01 0,02 0,06
4 31,4 8,67 0,9 6 14,85 0,00 0,03 0,02
5 25,9 8,84 2,5 8 19,42 0,16 0,58 0,08
6 23 8,76 2,4 8 7,88 0,00 0,12 0,03
7 26,3 7 1,01 3 4,5 0,02 0,08 0,00
8 23,7 8 1,02 8 5,18 0,25 1,13 0,08
9 25,7 7 3,16 0 5 0,15 0,62 3,40

10 27,4 8,55 1,89 0,2 3,3 0,02 0,03 0,07
11 22.4 8,64 0,39 8 4,18 0,00 0,19 0,00
12 23,4 8,67 0,59 8 3,32 0,00 0,18 0,20
13 28 8,68 0,65 8 3,45 0,03 0,16 0,05
14 26,1 8,66 1,49 8 3,32 0,02 0,20 0,02
15 21,4 7,06 1,58 0,2 3,38 0,05 0,07 0,07
16 25,8 8,66 0,82 8 3,3 0,00 0,03 0,03
17 23,8 8,15 1,08 8 3,2 0,00 0,17 0,03
18 26,5 8,36 0,8 8 3 0,00 0,34 0,43
19 26,5 7 0,3 8 0,47 0,00 0,40 0,02
20 21,7 8,58 0,72 8 3 0,00 0,17 0,04
21 25,7 8 1,28 8 2,9 0,06 0,11 0,05
22 20 7,9 1,03 0 15,2 0,00 0,00 0,00
23 28,3 8,1 0,7 8 18,6 0,00 0,00 0,00
24 26,1 7,94 0,75 8 3,98 0,01 0,14 0,06
25 25,1 8,78 0,55 8 17,76 0,00 0,16 0,03
26 30,5 8,79 0,45 8 21,01 0,01 0,07 0,03
27 30,3 8,2 0,53 0 14,17 0,00 0,01 0,21
28 28 8,65 0,63 8 18,01 0,04 0,07 0,03
29 23 8,47 0,77 8 5,24 0,01 0,15 0,02
30 22 8,72 2,7 8 39,41 0,04 0,15 0,09
31 30 7,5 1 0 5,75 0,02 0,01 0,03
32 23 8,27 0,52 8 6,31 0,06 0,08 0,02
33 27 8,41 0,68 8 10,81 0,06 0,08 0,02
34 22 8,32 1,12 5 6,42 0,57 1,43 0,13
35 21,6 8,33 0,56 0 31,37 0,02 0,37 0,31
36 22 8,35 0,67 5 4,43 0,00 0,15 0,03
37 23,9 7,83 0,51 0 3,33 0,00 0,18 0,04
38 23 8,3 1,24 8 3,5 0,01 0,03 0,02
39 14,1 6 1,7 8 3 0,01 0,02 0,02
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Muestra Temp. pH TURB Cl CcoT Fe Zn Cu
40 10 7 1,2 0,2 3 0,01 0,03 0,02
41 221 7 1,1 8 3 0,01 0,03 0,02
42 16,8 7 3,3 0 3 0,01 0,03 0,02
43 21,3 7 3,65 0 2,6 0,02 0,02 0,01
44 19 7 2,5 0 2,74 0,01 0,06 0,33
45 18,3 7 2,03 0 10 0,02 0,14 0,02
46 21,5 8,54 0,9 0 3,61 0,01 0,03 0,02
47 25 8,19 1,15 (o} 2.49 0,01 0,07 0,02
48 25 8,7 1 2,5 3 0,01 0,01 0,01
49 26 7 1,12 0 3,2 0,01 0,02 0,03
50 23,3 6 1,1 0,1 3,3 0,01 0,02 0,02
51 23,4 7 0,9 8 3 0,01 0,01 0,01
52 24,2 7 1,2 8 3,58 0 0,02 0o
53 23,6 6 1,23 8 8,28 0,01 0,08 0,03
54 21,7 7 1,1 8 43,44 0,01 0,08 0,02

MEDIA 23,91 7,94 1,47 5,15 9,63 0,03 0,16 0,12
]S)’II:::l‘\TI 3,94 0,82 1,51 3,68 1548 0,09 0,26 0,46
MAX 31,40 8,84 8,60 8,00 39,00 0,57 1,43 3,40
MIN 10,00 6,00 0,30 0,00 0,47 0,00 0,00 0,00

Temperatura: °C, Turbides NTU, Cloro: ppm, Fe, Cu, Zn:ppm
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Abreviaturas

ABREVIATURAS

ADN Acido desoxiribonucleico

AP-PCR Arbitrary Primer-PCR

ARB Amoeba-Resistant Bacteria

ARNr Acido ribonucléico ribosémico

ASC Aguas Sanitarias Calientes

ASHRAE American Society of Heating, Refrigerating and Air Conditioning
Engineers

AS/NZS Australian-New Zealand Standard

ATCC American Type Culture Collection

BCYE Buffer Charcoal Yeast Extract

BOE Boletin Oficial del Estado

BOP Boletin Oficial de la Provincia

CDC Centers for Disease Control

CEN European Committee for Standardization

CI Control de Inhibicion

COT Carbono Orgéanico Total

CYE Charcoal Yeast Extract

dNTP desoxiribonucledtidos

DO Densidad Optica

DOGC Diari Oficial de la Generalitat de Catalunya

Dot/Icm Defective for organelle trafficking/intracellular multiplication

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganism und Zellkulturen

EIA Enzymatic Immunoassay (Ensayo Inmunoenzimatico)

EWGLI European Working Group for Legionella Infection

FISH Fluorescence In Situ Hibridization (Hibridacién Fluorescente In Situ)

Fwd. Forward
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Abreviaturas

GSP
GVPC
HTCO
IFA
ISO
LB
LLAP
NTU
pb
PBS
PCA
PCR
PFGE
ppm
Rev.
RFLP
RITE
SG
SN-PCR
TBE
TE
ufc
UK
uma
UNE
USA/EUA

WHO/OMS
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Glutamate Starch Pseudomonas

Gentamicina, Vancomicina, Polimixina, Cicloheximida
High Temperature Catalytic Oxidation

Indirect Fluorescent Antiboody

International Organization for Standardization
Lysogeny Broth

Legionella-like amoeba pathogen

Nephelometric Turbidity Unit

Par de bases

Phosphate Buffered Saline

Plate Count Modified Agar

Polymerase Chain Reaction (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)
Pulse Field Gel Electrophoresis (Electroforésis en Campo Pulsante)
Partes por millén

Reverse

Restriction Fragment Length Polymorfisms
Reglamento de Instalaciones Térmicas en los Edificios
Serogrupo

Semi Nested PCR (PCR semianidada)

Tris Borate EDTA

Tris-EDTA

Unidades formadoras de colonia

United Kingdom (Reino Unido)

Unidad de masa atomica

Una Norma Espaiiola

United States of America

World Health Organization (Organizacion Mundial de la Salud)



