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1. INTRODUCCION

La familia Legionellaceae incluye un género,
Legionella, que a su vez engloba 48 especies y mas
de 70 serogrupos. Mas de la mitad de las especies
han causado patologia en el hombre, pero Legionella
pneumophila origina mas del 90% de las infecciones.
L. pneumophila comprende 16 serogrupos, siendo el
serogrupo 1 el mas frecuentemente aislado en
pacientes (mas del 80 % de los casos confirmados).

Legionella es un bacilo gramnegativo
ampliamente distribuido en ambientes acuaticos
naturales y artificiales, y ademas, es un parasito
intracelular de amebas y otros protozoos de agua
dulce, en los que utliza un mecanismo de
multiplicacion intracelular similar al usado en las
células del organismo humano. La enfermedad se
produce cuando individuos susceptibles inhalan la
bacteria contenida en aerosoles procedentes de una
fuente ambiental contaminada.
2. MANIFESTACIONES CLINICAS Y
TRATAMIENTO

La legionelosis puede tener dos presentaciones
clinicas diferentes: la enfermedad del legionario y la
Fiebre de Pontiac. En la primera, la enfermedad
suele manifestarse como una neumonia, aunque el
espectro clinico puede variar desde una enfermedad
leve-moderada hasta la enfermedad grave con fallo
multiorganico. La Fiebre de Pontiac, es una
enfermedad autolimitada que da lugar a un cuadro
clinico similar al de la gripe.

La neumonia causada por Legionella es
clinicamente indistinguible de otras neumonias y se
caracteriza por un periodo de incubacién que oscila
entre 2 y 10 dias, aunque este periodo podria ser
algo mayor. El comienzo de la enfermedad suele ser
abrupto, con fiebre alta, malestar general, debilidad,
mialgias, dolor de cabeza y tos inicialmente no
productiva, y frecuentemente requiere
hospitalizacion. El patrén radioldgico también es
similar al de otras neumonias, siendo comun el
infiltrado alveolar. Por tanto, el diagndstico de la
enfermedad debe realizarse por  métodos
microbiolégicos. Las manifestaciones
extrapulmonares generalmente incluyen confusion,
diarrea y dolor pleural, a veces los primeros sintomas
son diarrea, dolor muscular y moderada cefalea. La
enfermedad puede llegar a cursar con confusion
mental e insuficiencia respiratoria y renal.

El tratamiento de los pacientes con
antimicrobianos,  generalmente  macrélidos o
quinolonas, es eficaz, y en pacientes hospitalizados
con neumonia comunitaria el tratamiento empirico
deberia incluir farmacos eficaces frente a L.
pneumophila, ya que el retraso en la aplicacion de un
tratamiento adecuado se ha asociado con un
aumento de la mortalidad de la enfermedad.

3. EPIDEMIOLOGIA

Los datos sobre la incidencia de la neumonia por
L. pneumophila son variables, suponiendo del 2 al 15
% de las neumonias comunitarias que requieren
hospitalizacion. Estas diferencias parecen depender

del lugar geografico y del grupo de pacientes
investigados, habiéndose observado también
fluctuaciones temporales. Es mas frecuente en
personas entre 40 y 70 afios, aunque cada vez se
detectan mas casos en personas mas jovenes. Es
dos a tres veces mas frecuente en varones que en
mujeres y es rara en nifios. El riesgo de contraer la
enfermedad depende del estado de salud de las
personas afectadas, aumentando el riesgo en
inmunodeprimidos,  diabéticos, pacientes con
enfermedad pulmonar obstructiva crénica, en
personas de edad avanzada, asi como en fumadores
y alcohdlicos.

La legionelosis puede adquirirse en el hospital y
en la comunidad. Dentro de la legionelosis
hospitalaria se pueden definir los casos en tres
niveles segin el grado de informacién
epidemiolégica y microbiolégica: (i) Brote cuando se
producen dos o0 mas casos relacionados
epidemiolégicamente en el mismo hospital. (ii) Casos
agrupados cuando éstos se producen sin coincidir en
el tiempo. (iii) Casos esporadicos cuando éstos se
producen de forma aislada en el tiempo. En la
comunidad, también se puede presentar la
enfermedad en forma de brotes, casos agrupados
(asociados a la misma instalacion o edificio sin
coincidir en el tiempo) y casos esporadicos, y la
adquisicién de la enfermedad puede estar asociada
a instalaciones de varios tipos de edificios,
incluyendo los hoteles.

En los dltimos afios se ha producido un notable
incremento del diagndstico de casos y brotes de
legionelosis, tanto en nuestro pais, como en el resto
del mundo. Sin embargo, la precocidad en el
diagnéstico, debido a la utilizacion de pruebas de
deteccion de antigeno en orina, ha determinado una
disminucién de la mortalidad de la enfermedad.

En Espafia, la legionelosis es una enfermedad de
declaracién obligatoria desde 1995 (Real Decreto
2210/1995 de 28 de diciembre). Los casos y los
brotes de legionelosis identificados en el Estado
espafiol se declaran desde los Servicios de
Vigilancia Epidemioldgica de las Comunidades
Autonomas al Centro Nacional de Epidemiologia, a
través de Ila Red Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica. La informacién sobre el nimero de
casos diagnosticados se completa con datos del
estudio epidemioldgico relacionado con su aparicion,
tanto en el &mbito comunitario como en el
nosocomial. El nUmero de casos y brotes notificado a
la mencionada Red ha sufrido una tendencia
creciente en nuestro pais. En 2000 se declararon
752 casos (tasa de 1,91 por 100.000 habitantes) y en
2004 la cifra ascendi6 a 1.074 casos (2,62 por
100.000). Los brotes declarados también
aumentaron. En el quinquenio 2000-2004 se
notificaron 184 brotes en los que resultaron
afectadas 1.825 personas, mientras que en el
guinguenio anterior (1994-1999) las cifras fueron 43
brotes y 483 casos. Estos datos proceden del Centro
Nacional de Epidemiologia.



4. ECOLOGIA Y TRANSMISION DE LA BACTERIA

Legionella es una bacteria que se encuentra
ampliamente distribuida en los ecosistemas
acuaticos de todo el mundo (como rios, lagos,
fuentes termales, tierra humeda y lodos, agua de
lluvia, etc.), donde es capaz de sobrevivir en un
amplio rango de condiciones fisico-quimicas. Sin
embargo, la mayor parte de los casos de legionelosis
se asocian a ambientes acuaticos creados o
manipulados por el hombre, en los que la
temperatura del agua se encuentra por encima de la
temperatura ambiente. Legionella es una bacteria
termotolerante, capaz de multiplicarse entre los 20 y
45°C; puede sobrevivir entre los 40 y 60°C,
inactivandose por encima de los 70°C.

La transmisién de Legionella es aérea y la via de
entrada al organismo humano es a través del
sistema respiratorio, fundamentalmente mediante la
inhalacion de aerosoles (dispersion de gotas de agua

en el aire) conteniendo la bacteria, generados por
sistemas de agua contaminados. En ocasiones se ha
considerado la microaspiracion de agua contaminada
para justificar algunos casos de legionelosis
nosocomial. No se ha demostrado la transmision de
la bacteria persona a persona, ni se ha documentado
la existencia de reservorios animales.

El conocimiento del nicho ecolégico de Legionella
proporciona una informacion de gran utilidad para
entender la transmisién de la bacteria, siendo este el
primer paso para abordar el control de su
diseminacién. Aunque Legionella es una bacteria
ampliamente distribuida en ambientes acuéticos, su
presencia en un sistema de agua no es suficiente
para implicar a una cepa como agente causal de
infeccion. La aparicién de la enfermedad depende de
una serie de requisitos encadenados que se ven
favorecidos por una serie de factores, como se
detalla en la Figura 1.

Figura 1. Requisitos y factores que intervienen en la transmision de Legionella (Adaptado de en ASHRAE 2000)
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Por otra parte, Legionella consigue nutrientes en su
habitat natural que son aportados por otros
microorganismos: bacterias (Pseudomonas,
Acinetobacter, Flavobacterium, Alcaligenes),
amebas, protozoos ciliados y otros, que en el caso
de los sistemas de agua, como cafierias,
acumuladores e interiores de las torres de
refrigeracion, se hallan dentro de biocapas (biofilms)
que recubren las superficies. Las amebas vy
protozoos se consideran hospedadores naturales y

amplificadores de Legionella spp. Hasta ahora se
conocen cinco géneros de amebas (Acanthamoeba,
Naegleria, Hartmanella, Vahlkamphia y
Echinamoeba) y un género de protozoo
(Tetrahymena) capaces de permitir el crecimiento
intracelular de L. pneumophila.

Ademas, las biocapas integran  algas
(cianobacterias) que se adhieren a las paredes de
las conducciones y depésitos de agua. La formacién
de biocapas se ve favorecida por el estancamiento
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del agua, por la existencia de ramales o tramos
ciegos de uso infrecuente, por la disminucién del
flujo de agua, por los materiales usados en la
construccion de las cafierias o de las bombas, y por
la temperatura del agua. Las biocapas facilitan el
crecimiento de Legionella, y paralelamente la
protegen frente a la accién de los biocidas y las
técnicas de prevencion aplicadas contra ella, como
son el hipercalentamiento o la hipercloracion.

En la literatura cientifica aparecen recogidas una
variedad de instalaciones relacionadas con
casos/brotes de legionelosis, como son la red de
distribucion de agua sanitaria (caliente o fria), de
edificios como hospitales y hoteles, torres de
refrigeraciéon o condensadores evaporativos, equipos
de terapia respiratoria, piscinas climatizadas con
movimiento de agua, aguas termales en centros de
rehabilitacion y recreo, cruceros, barcos, fuentes
ornamentales, viviendas particulares,
humidificadores, maquinas productoras de hielo,
unidades de transplantes y unidades de odontologia.

5. DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO DE LAS

INFECCIONES CAUSADAS POR Legionella

5.1. DEFINICION DE CASO

Segun el protocolo recogido en la Red Nacional de

Vigilancia Epidemioldgica, los casos de legionelosis

se clasifican en:

1) Caso confirmado: caso con clinica compatible y
confirmado con alguna de las siguientes pruebas
de laboratorio:

- Aislamiento de cualquier especie o serogrupo
de Legionella a partir de secreciones
respiratorias, tejido pulmonar o sangre.

- Seroconversién: aumento del titulo de
anticuerpos en 4 veces 0 MAas, en Sueros
tomados en la fase aguda y convaleciente de la
enfermedad, siempre que el titulo de la segunda
muestra sea = 128, frente a L. pneumophila
serogrupo 1, por inmunofluorescencia indirecta.

- Demostracién de antigeno de L. pneumophila
serogrupo 1 en orina.

2) Caso sospechoso o probable: caso con clinica
compatible y/o resultado positivo en alguna de las
siguientes pruebas de laboratorio consideradas
presuntivas:

- Titulo alto de anticuerpos (>256) frente a L.
pneumophila serogrupo 1 en suero tomado en
fase convaleciente.

- Seroconversién: aumento del titulo de
anticuerpos en 4 veces 0 mMA&s, en sueros
tomados en la fase aguda y convaleciente,
siempre que el titulo de la segunda muestra sea
=128, frente a cualquier especie o serogrupo de
Legionella, por inmunofluorescencia indirecta.
Observacion microscépica de cualquier especie
0 serogrupo de Legionella en extensiones de
secreciones respiratorias o tejido pulmonar por
inmunofluorescencia directa, utilizando
anticuerpos  policlonales o monoclonales
marcados con fluoresceina.

La definicién clinica de caso es la siguiente:

- Enfermedad del legionario: enfermedad respiratoria
aguda con diarrea y vémitos. La mitad de los casos
pueden presentar signos focales de neumonia,
fiebre alta, cefalea y mialgias y una tercera parte
confusiéon mental o delirio.

- Fiebre de Pontiac: sindrome febril agudo vy
autolimitado.

5.2. CULTIVO E IDENTIFICACION DE Legionella

El aislamiento de la bacteria en cultivo es el
método de referencia y proporciona un diagnostico
de confirmacion de la infeccion causada por
Legionella. Es el Gnico método disponible que
permite detectar infecciones causadas por cualquiera
de las especies y serogrupos de Legionella
(aproximadamente 15-20 % de las infecciones se
deben a especies o serogrupos diferentes de L.
pneumophila  serogrupo 1). Tiene como
inconveniente el tiempo que tarda en crecer el
microorganismo, de 3 a 10-12 dias.

La sensibilidad del cultivo en muestras
respiratorias oscila entre un 20 y un 80% y varia en
funcién del tipo de muestra, siendo la especificidad
del 100%. Esta baja sensibilidad se debe, entre
otros, a los siguientes factores: la naturaleza de la
bacteria que crece con dificultad ain en medios
selectivos, la limitada supervivencia de la bacteria en
las muestras clinicas, la aplicacién de una terapia
antibiética previa a la toma de muestra y la
experiencia microbioldgica requerida para su
aislamiento.

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

Las muestras recomendadas para realizar el cultivo
de la bacteria incluyen secreciones respiratorias, tejido
pulmonar y sangre y, en funcion del tipo y nivel de
contaminacion, pueden ser agrupadas en:

A) Secreciones respiratorias contaminadas: esputo
expectorado y muestras del tracto respiratorio inferior
contaminadas con microbiota del tracto respiratorio
superior, como aspirados, lavados o cepillados
bronquiales.

B) Secreciones respiratorias no contaminadas:
muestras del tracto respiratorio inferior no
contaminadas, como las obtenidas con cepillo
telescopado y por aspiracion pulmonar trasparietal.
C) Tejidos: tejido pulmonar obtenido por biopsia o
necropsia, o tejido de otros o6rganos. D) Otras
muestras menos frecuentes, como liquido pleural,
liquido cefalorraquideo (LCR) o sangre.

Para el cultivo de Legionella se utiliza un medio
especifico, BCYEa (buffered charcoal yeast extract
suplementado con a-cetoglutarato), que contiene los
elementos requeridos por la bacteria, como hierro y
cisteina, y un medio selectivo suplementado con
antibiéticos, BMPA (BCYEa suplementado con
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polimixina, cefamandol y anisomicina). Para el primer
aislamiento las placas deben incubarse a 35-37°C, en
condiciones de aerobiosis y humedad, y aunque el
crecimiento de la bacteria generalmente empieza a
ser visible a partir del 3* dia de incubacién, los
cultivos se deben mantener en estas condiciones 10-
12 dias antes de considerarlos negativos. Pequefias
cantidades de CO, (2,5-5%) pueden favorecer el
crecimiento de algunas especies. Cuando se procesan
muestras contaminadas (esputo) se recomiendan
tratamientos de descontaminacién, ya que ayudan a
eliminar la microbiota acompafiante y favorecen el
reconocimiento de las colonias de Legionella. Los
tratamientos utilizados son de 2 tipos, calor (50°C 30
min) y tratamiento acido (pH de 2,2 durante 5 min).

Como la mayoria de las cepas de Legionella
empleadas en el control de los medios de cultivo se
adaptan rapidamente a los medios tras sucesivos
subcultivos, se recomienda la utilizacion de un tejido
infectado con la bacteria para comprobar el
crecimiento.

Aunque el género Legionella comprende 48
especies y mas de 70 serogrupos, la mayoria de los
cultivos recuperados de muestras de pacientes
pertenecen a la especie L. pneumophila, siendo L.
pneumophila serogrupo 1 el que se identifica con
mayor frecuencia. Se debe tener en cuenta que
mientras L. pneumophila crece bien en los medios de
cultivo utilizados, no ocurre lo mismo con otras
especies, que crecen con mas dificultad, requieren
mas tiempo y, en ocasiones pueden llegar a perderse
en subcultivos sucesivos.

Las especies de Legionella pueden identificarse
por una variedad de métodos. Estos incluyen la
inmunofluorescencia (IF) con anticuerpos poli o
monoclonales, aglutinacién en porta o con particulas
de latex, ensayos con anticuerpos género-
especificos mediante dot-blot en colonias vy
amplificacion especifica del ADN mediante técnicas
de PCR. También se pueden utilizar algunas
pruebas bioquimicas, aunque no suelen ser muy
Gtiles debido a que aportan resultados variables.

También recientemente se han desarrollado
métodos de secuenciacion de fragmentos de genes,
utilizando como dianas el gen 16S ribosomal o el gen
mip  (macrophage infectivity potentiator). La
identificaciébn se realiza por comparacion de la
secuencia obtenida con las secuencias conocidas e
incluidas en las bases de datos de secuencias
existentes. En el caso del fragmento 16S ribosomal
se utiliza la base de datos “Gene Bank Database”
(www.ncbi.nlm.nih.gov) y en el caso del gen mip la
base de datos del EWGLI (www.ewqli.org).

5.3. DETECCION DE  Legionella  POR
INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA

La microscopia directa con anticuerpos
fluorescentes es un método rapido y fue el primer
método diagnostico usado para detectar Legionella
en tejido pulmonar y secreciones respiratorias. La
inmunofluorescencia directa es un procedimiento de
tincion que permite detectar con rapidez la presencia
de cualquier serogrupo de L. pneumophila en

muestras clinicas. Se realiza con reactivos
polivalentes, algunos de los cuales estan disponibles
comercialmente. Estos reactivos contienen un
anticuerpo monoclonal capaz de reconocer todos los
serogrupos de L. pneumophila. Los anticuerpos,
marcados con fluoresceina, se unen a los antigenos
de la pared de L. pneumophila, un posterior lavado
elimina los anticuerpos no fijados y al examinar la
extension con un microscopio de fluorescencia se
puede observar la fluorescencia en la pared de estas
bacterias.

Su realizacion estd indicada cuando interese
alcanzar un diagnostico etiolégico rapido en una
neumonia o en otra infeccién sospechosa de estar
causada por Legionella. La sensibilidad del método
oscila entre el 25 y el 75% siendo la especificidad del
95%. Sin embargo, es un método que tiene muchas
limitaciones por lo que debe interpretarse con
cautela. Un resultado negativo no excluye la
posibilidad de que el paciente esté infectado por
Legionella y un resultado positivo debe interpretarse
como un diagnostico presuntivo. Por ello,
actualmente no se recomienda su utilizacion como
Unico método diagndstico.

5.4. DIAGNOSTICO SEROLOGICO

Se han desarrollado una variedad de pruebas
para detectar anticuerpos especificos en muestras
de suero, incluyendo inmunofluorescencia indirecta
(IF1), microaglutinacién y métodos de enzimo-
inmunoensayo (ELISA), asi como ensayos de
hemaglutinacion indirecta y contrainmunoelectro-
foresis. La IFl ha sido el método diagnostico mas
utilizado durante afios y por ello, el mas evaluado,
principalmente para L. pneumophila serogrupo 1. Las
pruebas de microaglutinacion presentan la ventaja
de que por su facilidad de realizacibn permiten
ensayar un gran numero de muestras a la vez,
presentando una sensibilidad del 80% y una
especificidad que oscila entre el 97 y 99%. También
existen disponibles ensayos de ELISA para la
deteccién de anticuerpos frente a Legionella, aunque
éstos no han sido suficientemente evaluados.

La IFI se realiza utilizando un sustrato antigénico
de L. pneumophila serogrupo 1 inactivado con calor, o
un pool conteniendo antigenos de varios serogrupos.
Estos antigenos estan comercializados,
estandarizados y prefijados en los portaobjetos sobre
los que se afiaden diluciones seriadas del suero del
paciente. La deteccion de anticuerpos en el suero del
paciente se realiza mediante una reaccion antigeno—
anticuerpo que se revela con una antiglobulina
humana marcada con fluoresceina, que permite la
visualizacion de los microorganismos con un
microscopio de fluorescencia. La sensibilidad de la IFI
oscila entre 78-91%, siendo la especificidad del 99%.

Para la determinacion del titulo de anticuerpos en
el suero de un paciente es preferible realizar un
ensayo de IFl en una pareja de sueros, tomados en
la fase aguda y convaleciente de la enfermedad,
para demostrar una seroconversién (aumento del
titulo al menos al cuadruple). Se considera positiva
una seroconversion en la que el segundo suero
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presente un titulo = 1/128. La seroconversion se
produce en alrededor del 70-80% de los casos
confirmados con cultivo, se puede producir en la
primera semana tras el inicio de los sintomas,
aunque también puede requerir de 6 semanas a 2
meses en aparecer, e incluso no producirse.

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

Para aumentar la sensibilidad es importante
utilizar reactivos que detecten inmunoglobulinas
totales (IgG, IgM e IgA).

Aunque la IFI ha sido wuna herramienta
diagnéstica de gran utilidad, las limitaciones que
presenta y el tiempo requerido en tener un resultado
hacen que en los Ultimos afios haya disminuido su
uso, sin embargo es de gran utilidad para realizar
diagnésticos retrospectivos y en investigaciones
epidemiolégicas.

55. DETECCION DE ANTIGENO DE L.
pneumophila EN MUESTRAS DE ORINA

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

El antigeno detectado es un componente soluble
del lipopolisacérido (LPS) de la pared celular de
Legionella, es termoestable, y es detectable desde el
inicio de la sintomatologia, y en algunos casos hasta
muchos meses después (en algin caso hasta mas
de 1 afio), no viéndose los resultados claramente
influenciados por la administracion previa de
antibioticos.

Estos antigenos se han detectado por varias
técnicas, como aglutinacién con particulas de latex,
hemaglutinacion pasiva y radioinmunoensayo (RIA).
La primera técnica disponible comercialmente que
demostré ser una técnica Util, sensible y especifica,
fue el RIA, que presentaba una sensibilidad del 60%
en orina directa y del 80% en orina concentrada,

siendo la especificidad en ambos casos del 100%.
La utilizacién de la técnica del RIA exigia disponer de
instalaciones adecuadas para trabajar con isétopos
radioactivos, por lo que ha sido sustituida por
técnicas de enzimoinmunoensayo (EIA) de similares
caracteristicas, que se han incorporado a muchos
laboratorios.

En la actualidad existen varias técnicas de EIA
comercializadas, siendo las de Binax, Biotest y
Bartels las mas utilizadas. La sensibilidad empleando
orina concentrada es similar en los tres EIA (80-
90%), con una especificidad del 98-100%,
destacando la elevada sensiblidad del EIA de Bartels
empleando orina directa (60-75%), que casi permite
obviar la necesidad de concentrar la orina. El disefio
propio de estas técnicas y la baja incidencia de
infecciones por Legionella en algunas areas provoca
gue se tenga tendencia a acumular muestras hasta
tener un nUmero suficiente para optimizar los
pocillos, con el consecuente retraso en la obtencion
de los resultados, lo cual atenta directamente contra
la principal ventaja de estas técnicas.

Hoy dia, se dispone también de una técnica de
inmunocromatografia (ICT) mas rapida, que ofrece
resultados en 15 minutos o menos dependiendo de
la concentracion de antigeno en la orina. Es
técnicamente menos compleja que las técnicas de
EIA, no requiere equipamiento especifico y se realiza
de forma individualizada. Los resultados obtenidos
son absolutamente equiparables con los de las
técnicas de EIA en sensibilidad y especificidad,
exhibiendo especificamente una concordancia global
con el EIA de Binax del 98%.

Todas las técnicas descritas detectan con una
gran sensibilidad el antigeno de L. pneumophila
serogrupo 1, siendo ademas capaces de detectar “in
vitro” antigeno soluble de todos los serogrupos de L.
pneumophila. El EIA de Biotest es el Unico que
segun el fabricante tiene capacidad para detectar
todos los serogrupos de L. pneumophila, asi como
otras especies de Legionella, aunque no garantiza la
misma sensibilidad para todos los serogrupos y
especies.

La capacidad de detectar antigeno de otros
serogrupos estd en funcion de las caracteristicas
propias de cada antigeno, como la capacidad de
pasar a la orina, la cantidad excretada y su
inmunogenicidad. Los antigenos de otros serogrupos
de L. pneumophila podrian no excretarse por la
orina, ya que pueden pasar a través de las paredes
de los capilares glomerulares o no hacerlo, en
funcion de su tamafio y de su carga.

Es interesante destacar que el tratamiento
térmico de la orina no supone la desaparicion de la
positividad y si la eliminacién de falsos positivos en
muestras negativas. También es importante conocer
que la concentracion del antigeno presente en la
orina  por ultrafiltracién  selectiva  incrementa
significativamente la sensibilidad sin que se vea
afectada la especificidad.



5.6. DETECCION DE Legionella EN MUESTRAS
CLINICAS POR TECNICAS DE PCR

La gran ventaja que presenta el aislamiento en
cultivo como método de referencia es la
disponibilidad del microorganismo, lo cual permite la
realizacion de posteriores estudios de
caracterizacion con fines taxonémicos vy
epidemiolégicos. Sin embargo, el aislamiento en
cultivo de este microorganismo presenta una serie de
dificultades como son: 1) La pérdida progresiva de
viabilidad de la bacteria tras la toma de muestra. 2)
El enmascaramiento de las colonias cuando se
procesan muestras contaminadas (esputo), donde el
éxito en el aislamiento de la bacteria estd
correlacionado con el ndmero de estos
microorganismos presentes en la muestra. 3) El
tiempo requerido para la obtencion de los resultados,
que en ocasiones es alto.

Para solventar estos inconvenientes, en los
Ultimos tiempos, se han desarrollado métodos
diagnésticos basados en la deteccion de ADN de
Legionella en muestras humanas, utilizando métodos
de hibridacion con sondas génicas especificas o
basados en la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). La reaccion de PCR consiste en la
amplificacion “in vitro” de ADN o ARN mediante la
accion de una ADN polimerasa termorresistente (Taq
polimerasa), a partir de una secuencia definida de
una cadena de ADN utilizada como punto de inicio.
Aunque estas técnicas han revolucionado en los
Ultimos afios el campo diagnostico de las
enfermedades infecciosas debido a su gran rapidez,
sensibilidad, especificidad y versatilidad, sin
embargo, en el caso de Legionella, los primeros
ensayos no cumplieron las expectativas y en alguna
ocasién una vez comercializados fueron retirados del
mercado. A pesar de estos inicios poco
prometedores, se han desarrollado métodos dirigidos
principalmente a tres dianas del cromosoma
bacteriano: el gen mip (macrophage infectivity
potentiator) y los genes 5S rRNA y 16S rRNA del
ribosoma. Los productos de amplificacion se
detectan mediante la visualizacién de los amplicones
con bromuro de etidio tras su separacién en geles de
agarosa, mediante hibridacion con sondas
especificas 0 mediante secuenciacion.

Sin  embargo, wuno de los principales
inconvenientes de la PCR convencional es que se
trata de un método cualitativo, por lo que el empleo
de diferentes sondas marcadas fluorogénicamente
en un sistema de PCR a “tiempo real” esta
desplazando el uso de la PCR convencional. Este
método permite la cuantificacion del namero de
células presentes en la muestra, y ademas reduce el
riesgo de contaminaciones y el tiempo requerido en
el procesamiento de las muestras, eliminando la
necesidad de un analisis posterior de los amplicones
obtenidos. Si a esto se afiade la posible utilizacion
de una PCR multiple que ademas de detectar L.
pneumophila permita la deteccion simultanea de
otros microorganismos causantes de neumonia,
como Chlamydophila pneumoniae y Mycoplasma
pneumoniae, el valor de esta metodologia se podria

ver muy incrementado en el diagnéstico etiol6gico de
las neumonias atipicas adquiridas en la comunidad.

Sin embargo, estos ensayos basados en la PCR
son escasos Yy aun se encuentran en fase
experimental, por lo que ninguno de ellos se utiliza
en la actualidad de forma rutinaria en el diagndstico
de infecciones causadas por Legionella. A esto hay
gue afadir la presencia de inhibidores en las
muestras clinicas, como hemoglobina, urea o
heparina, que pueden dar lugar a la aparicion de
falsos negativos debidos a inhibicion de la
amplificacion, por lo que es fundamental Ila
preparacion de la muestra de modo que se eliminen
eficazmente estos inhibidores.

6. PREVENCION Y CONTROL DE LA
LEGIONELOSIS
6.1. MEDIDAS GENERALES DE PREVENCION Y
CONTROL

Conocer los factores que favorecen la transmision
de Legionella y su nicho ecoldgico (detallados
anteriormente) proporciona una informacion de gran
utilidad a la hora de abordar la prevencion de la
enfermedad. El desarrollo de la enfermedad depende
principalmente de la intensidad de la exposicion a
aerosoles, medida por el tiempo de exposicién y por
la concentracion de la bacteria en el aerosol y, de la
susceptibilidad de las personas expuestas. Por ello,
las medidas de prevencibn y control de la
enfermedad que se proponen van en dos
direcciones, de un lado evitar las condiciones que
favorecen la supervivencia y multiplicacion de la
bacteria, mediante la limpieza de las instalaciones y
el control de la temperatura del agua, y de otro lado,
controlar la eliminacién de los aerosoles, evitando
que su eliminacibn se realice en zonas muy
transitadas, en lugares cercanos a ventanas o tomas
de aire de otros sistemas, o en lugares donde las
personas expuestas sean especialmente
susceptibles.

En general, en instalaciones que acumulan agua

y pueden generar aerosoles los aspectos técnicos
gque ayudan a minimizar la multiplicacion de la
bacteria se pueden resumir en, al menos, 5 puntos:

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

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

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

4) Evitar la utlizacion de materiales que
favorecen el crecimiento de microorganismos,
0 que se degraden por efecto del cloro o la
temperatura, o que sean de dificil limpieza.
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5) Poner todos los medios disponibles para que
el sistema opere correctamente y en buenas
condiciones de mantenimiento. Es importante
introducir programas de revisién, limpieza y
desinfeccién periédicas, asi como realizar
muestreos y andlisis periddicos.

Para aplicar estas medidas debe organizarse un plan
de mantenimiento de las instalaciones en el que es
importante contemplar, al menos, los siguientes
aspectos:

1) Cada instalacion debe conocerse en su
totalidad, mediante la elaboracion de planos,
que deben ser completos y actualizados.
También se deben identificar los puntos de la
instalacibn que presenten un riesgo de
exposiciébn a aerosoles (puntos de riesgo),
teniendo en cuenta a las personas (nimero y
estado de salud) expuestas. Todo ello para
adoptar un plan de medidas encaminadas a
disminuir este riesgo.

2) El plan de mantenimiento debe incluir una
clara distribucién de tareas entre personal
suficientemente entrenado, y se debe
establecer un sistema agil de comunicacion
entre todos los responsables.

3) Existencia de un libro de mantenimiento
actualizado en el que se registren todas las
incidencias y actividades realizadas y se
reflejen los resultados obtenidos.

Estos aspectos se encuentran recogidos en el
Real Decreto 865/2003, en Ordenes o Decretos de
prevencion de legionelosis de algunas Comunidades
Autonomas (Madrid, Valencia, Catalufia, Galicia,
Extremadura, Navarra, Andalucia, Cantabria,
detalladas en orden cronolégico de su publicacion), y
en la norma UNE 100030 IN 2001.

6.2. PREVENCION Y CONTROL DE
LEGIONELOSIS EN HOSPITALES
Se ha revisado detalladamente la prevencion de
legionelosis en hospitales, segun la legislacién
vigente en nuestro pais, las recomendaciones de
diferentes  organismos internacionales y las
experiencias profesionales de Sabria y cols.
6.2.1. Circunstancias favorecedoras de la
legionelosis hospitalaria

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

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

Concentracién de enfermos de riesgo. En los
hospitales hay enfermos con diferentes tipos de
inmunodepresién y, por tanto, con un riesgo elevado
de desarrollar formas graves de legionelosis. Los
casos de legionelosis de adquisicion nosocomial
tienen unos costes asociados y una mortalidad mas
alta que los comunitarios.

Los factores que mas predisponen para la
adquisicion de la enfermedad se concentran en el
ambito hospitalario: tratamiento inmunodepresor
(terapia antirrechazo en los enfermos con transplante
de médula 6sea u drgano sélido), y una serie de
procesos de base, como neoplasias, quimioterapia
citotéxica, diabetes, insuficiencia renal terminal y
diferentes procesos que exigen el wuso de
glucocorticoides. Existe también un moderado
incremento del riesgo en personas de mas de 65
aflos, fumadores, pacientes con enfermedad
respiratoria cronica o insuficiencia cardiaca y en los
alcoholicos. En los enfermos con SIDA, aunque la
incidencia de legionelosis es similar a la de la
poblacién no infectada por el VIH, la enfermedad
suele ser mas grave.

Algunos autores han sefialado también la fuerte
asociacién existente entre Legionella y cirugia,
debido a que cerca del 90% de los casos
nosocomiales publicados se han producido en
pacientes operados. Estos autores han indicado que
las infecciones por Legionella aumentan con el uso
de anestesia general y la intubaciéon endotraqueal;
han insistido también en el hecho de que los factores
de riesgo para la legionelosis nosocomial son los
mismos que los de las neumonias por aspiracion.
Estructuras de soporte hidromecanico que favorecen
la_contaminacion de las aguas. El reservorio clinico
de Legionella en los hospitales es, con gran
frecuencia, el sistema de distribucibn de agua
sanitaria caliente, aunque también puede verse
implicado el circuito de agua sanitaria fria. En los
Ultimos afos las torres de refrigeracién han perdido
protagonismo como origen de los casos de
legionelosis nosocomial.

Los hospitales suelen ser edificios grandes, que
disponen de redes de agua sanitaria caliente
complejas y, a menudo, de torres de refrigeracion. Si
bien ambos sistemas son reservorios conocidos de
infeccion por Legionella, en los udltimos afios la
mayoria de casos esporadicos y brotes de
legionelosis en hospitales se han relacionado con la
exposicién al agua de las redes de agua sanitaria
que con frecuencia estan colonizadas por Legionella.

Diferentes estudios han demostrado que la
colonizacion de los sistemas de agua sanitaria de los
hospitales por Legionella oscila entre el 12 y el 80%.
Entre los factores que condicionan la contaminacién
de las aguas de los centros sanitarios destacan el
disefio del sistema de distribucién de agua sanitaria,
la antigiedad del mismo, la temperatura, el pH, la
composicion iénica y la conductividad del agua, asi
como los materiales empleados para la fabricacion
de cafierias y valvulas. Ademés, el volumen, la
disposicion y la antigledad de los acumuladores
influyen en la concentracion de Legionella.
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Las siguientes variables han sido relacionadas
con la colonizacién de los hospitales por Legionella:
tamafio del hospital, presencia de acumuladores de
gran tamafo, baja temperatura en los puntos
periféricos del sistema de agua caliente e
intercambiadores de calor antiguos.

Es también un hecho probado que uno de los
factores clave de la legionelosis nosocomial es el de
la amplificacién del indculo. La reapertura de tramos
del circuito de agua sanitaria reparados, en los que
ha hiperproliferado Legionella, justifican muchos de
los brotes hospitalarios.

La despresurizacion 'y el consiguiente
estancamiento del agua en las plantas mas elevadas
del hospital durante las horas de maximo consumo, o
la reparacién y puesta en marcha de una bomba de
recirculacion, son circunstancias que amplifican
enormemente el inéculo bacteriano y ponen en
peligro a la poblacién hospitalaria.

Otro aspecto determinante de la colonizacion por
Legionella es la temperatura de las aguas, ya que
Legionella es termotolerante. Desde el afio 1.998, el
Reglamento de Instalaciones Térmicas de Edificios
(RITE) (Real Decreto 1751/1998), a diferencia de
otras reglamentaciones previas mas tolerantes,
obliga a que las temperaturas de acumulacion sean
como minimo de 55°C (siendo recomendables los
60°C), de forma que en el punto mas distal de la red
la temperatura minima sea de 50°C. De todos
modos, las altas temperaturas influyen
negativamente en la vida de las cafierias, pueden
incrementar los depdsitos calcareos que facilitan la
colonizacion por Legionella y disminuyen la
capacidad desinfectante del cloro al facilitar su
evaporacion.

Otro aspecto importante a tener en cuenta es la
formacién de biocapas en el interior de cafierias,
acumuladores e interiores de las torres de
refrigeracion, donde Legionella utiliza la presencia de
otros microorganismos (bacterias, amebas,
protozoos ciliados y algas) para su supervivencia y
multiplicacion. Por ejemplo, los sistemas de
distribucion de agua sanitaria se hallan
frecuentemente colonizadas por Hartmannella
vermiformis. La formacién de estas biocapas se ve
favorecida por el estancamiento del agua, existencia
de ramales o tramos ciegos de uso infrecuente, la
disminucién del flujo de agua, los materiales usados
en la construccion de las cafierias o de las bombas,
y la temperatura del agua. Las biocapas facilitan el
crecimiento de Legionella y la protegen frente a la
accion de los biocidas y las técnicas de prevencion
aplicadas contra ella, como son el
hipercalentamiento o la hipercloracion.

6.2.2. Fuentes de exposicion hospitalarias

El hospital ofrece miltiples fuentes potenciales de
exposicion. Los aerosoles mas habitualmente
implicados en la aparicion de legionelosis
nosocomial son los generados por las duchas y
grifos de agua caliente de los lavabos.

La colonizacién orofaringea y la aspiracion de
agua sanitaria podrian explicar algunos casos. Se
han descrito casos asociados con el uso de

nebulizadores y equipos de terapia respiratoria,
material de irrigacién, piscinas de hidroterapia,
equipos de extincibn de incendios utilizados
recientemente y cubitos de hielo producidos por
maquinas situadas en plantas de hospitalizacion,
entre otras fuentes.

Aunque las torres de refrigeraciéon son una causa
poco probable de brotes nosocomiales, éstas
también deben ser consideradas.

6.3. DETECCION DE LEGIONELLA EN MUESTRAS
DE AGUA

Legionella es una bacteria ampliamente
distribuida en ambientes acuaticos, sin embargo, su
presencia en un sistema de agua no es suficiente
para que se produzca enfermedad.

La busqueda de Legionella en una muestra de
agua puede tener diferentes finalidades: 1) Detectar
las fuentes de infeccién implicadas en brotes/casos
de legionelosis. 2) Determinar la eficacia de
tratamientos aplicados en instalaciones asociadas a
casos, o incluidas en los planes de mantenimiento,
en cumplimiento de la legislacion de prevencién de
legionelosis vigente. 3) Conocer la situacion de las
instalaciones de riesgo en los hospitales en relacién
a Legionella, en cumplimiento de los programas de
prevencion de legionelosis, con independencia de su
relacion con casos.

La finalidad de estos analisis es la deteccién de la
bacteria en la instalacion a estudiar, por lo que
deben  optimizarse todos los pasos del
procedimiento, incluyendo la toma de muestra, que
sera disefiada en funcion de la finalidad del analisis.

Un resultado negativo no excluye la presencia de
la bacteria en la instalacion analizada, por lo que no
debe trasmitir una sensacion (falsa) de seguridad. Un
resultado positivo debe acompafiarse de una medida
correctora que disminuya o elimine la bacteria.

Los métodos disponibles de deteccion de
Legionella en aguas incluyen el cultivo e
identificacién de la bacteria, el enzimoinmunoensayo
(EIA) de similares caracteristicas al utilizado en la
deteccion de antigeno en muestras de orina, y la
amplificacion de un fragmento especifico del genoma
de la bacteria mediante técnicas de PCR.

6.3.1. Cultivo e identificacion de Legionella en
muestras de agua

El aislamiento de la bacteria en cultivo es el
método de referencia y se basa en la norma I1SO
11731/98. Es el Unico método disponible que permite
detectar cualquier especie y serogrupo de
Legionella. Se ha demostrado que L. pneumophila es
la especie mas frecuentemente recuperada de
muestras ambientales, siendo la prevalencia del
serogrupo 1 similar a la de la suma de otros
serogrupos de L. pneumophila, a diferencia de lo que
ocurre en humanos, donde L. pneumophila
serogrupo 1 es el predominante.

El cultivo permite la realizacién de estudios
posteriores, como las investigaciones
epidemiolégicas dirigidas a detectar las fuentes de
infeccion causantes de los casos, ensayos de
sensibilidad frente a productos biocidas y analisis
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moleculares. Tiene como inconveniente el tiempo
que tarda en crecer el microorganismo, de 3 a 12-15
dias.

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

Los métodos de identificacion de los cultivos son
los mismos que los utilizados en la identificacion de
cultivos de origen humano.

6.3.2. Deteccion de antigeno de L. pneumophila
serogrupo 1 en muestras de agua

Se ha desarrollado un método capaz de detectar
antigeno de L. pneumophila serogrupo 1 en
muestras de agua mediante un ensayo de EIA, que
esta disponible comercialmente (Binax, Portland,
USA). Aunque el mismo fabricante tiene
comercializados ensayos parecidos para la
determinacion de antigeno en muestras de orina y
muestras de agua, los ensayos no son
intercambiables y cada uno de ellos debe usarse
Unicamente con el tipo de muestra para la que fué
disefiado. Este un ensayo de EIA ofrece una
alternativa rapida para la deteccion de antigeno de L.
pneumophila serogrupo 1 en muestras de agua,
tanto potable como de torres de refigeracion.

El ensayo puede realizarse en menos de 1 hora y
en el mismo lugar de la toma de muestra, y se se
realiza en unos tubos de reaccién que contienen el
anticuerpo al que se afiade la muestra de agua vy el
anticuerpo conjugado con peroxidasa. Los antigenos
de L. pneumophila serogrupo 1 quedaran unidos por
un lado a los anticuerpos de las paredes del tubo y
por otro a los anticuerpos con la peroxidasa. Tras
varios lavados se eliminan los antigenos no unidos, y
la presencia de peroxidasa se revela afiadiendo un
colorante combinado con perdxido de hidrégeno. Se
produce un color azul que se tornard amarillo tras la
adicion de la solucién de parada. Finalmente se mide
la intensidad del color amarilo con un
espectrofotometro, y la absorbancia leida sera
proporcional a la cantidad de antigeno de L.
pneumophila serogrupo 1 existente.

La sensibilidad de este ensayo se ha determinado
estudiando aguas en las que se inocularon

previamente concentraciones conocidas de L.
pneumophila serogrupo 1. Asi, para agua potable el
limite de deteccidon es 70 ufc/ml y el volumen de
muestra recogida no debe ser inferior a 1 L. Para
aguas procedentes de torres de refrigeracion el limite
de deteccién es de 800 ufc/ml con un volumen de
muestra de al menos 100 ml, y de 200 ufc/ml para
volumenes no inferiores a 500 ml. No se deben
recoger sedimentos ni restos de las paredes de los
depdsitos.

En cuanto a la especificidad del test, no se han
observado reacciones cruzadas con bacterias como
Staphylococcus  aureus,  Acinetobacter  spp.,
Aeromonas  hydrophila, Citrobacter  freundii,
Citrobacter koseri, Enterobacter cloacae, Escherichia
coli, Klebsiella oxytoca, Klebsiella terrigena, Yersinia
ruckeri, Pseudomonas aeruginosa Yy diferentes
especies de otros bacilos gramnegativos no
fermentadores, a concentraciones superiores a 10°
ufc/ensayo. La Unica excepcién con la que se puede
producir una reaccion cruzada es Pseudomonas
fluorescens.

Un resultado negativo no descarta la presencia de
la bacteria en la muestra de agua analizada, ya que
L. pneumophila serogrupo 1 podria encontrarse en
concentraciones inferiores al limite de deteccién del
método. También se produce un resultado negativo
si la muestra de agua contiene una Legionella
distinta de L. pneumophila serogrupo 1. Ademas, el
método no diferencia entre bacterias vivas o
muertas, por lo que no esta recomendada su
utilizacion después de la aplicacién de tratamientos
con biocidas, ya que se podrian obtener falsos
positivos debido a la presencia de bacterias muertas.
6.3.3. Deteccion de Legionella en muestras de
agua con técnicas de PCR

Al igual que con las muestras clinicas, la gran
ventaja que presenta el aislamiento en cultivo como
método de referencia es la disponibilidad de la
bacteria, para la realizacion de estudios posteriores.
Sin embargo, también presenta una serie de
inconvenientes, como son la imposibilidad de
detectar bacterias viables no cultivables y el
enmascaramiento de los cultivos cuando las
muestras proceden de sistemas biocontaminados.
Ademas, el tiempo requerido para la obtencion de un
resultado es generalmente largo de cara a la
necesidad de establecer una actuacién rapida ante la
presencia de la bacteria.

Para salvar estas dificultades, en los ultimos afios
también se han desarrollado métodos de deteccion
de Legionella basados en la amplificacion del ADN
cromosOmico en muestras de agua mediante PCR.
Los ensayos se han dirigido fundamentalmente a las
mismas dianas utilizadas con muestras respiratorias,
el gen mip y los genes ribosémicos 5S ARNr y 16S
ARNr. Basicamente, la investigacién de Legionella
por PCR se efectia en 3 fases: 1) Concentracion por
filtracion o centrifugacién. 2) Lisis bacteriana,
extraccion y purificacion de los &cido nucleicos. 3)
Amplificacién de una o varias secuencias especificas
mediante PCR. La visualizaciéon de los productos
amplificados se ha realizado en geles de agarosa
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tefiidos con bromuro de etidio o mediante hibridacion
0 secuenciacion.

Al igual que en las muestras clinicas, uno de los
principales inconvenientes de la PCR convencional
es que se trata de un método cualitativo. El empleo
de un sistema de PCR a “tiempo real” permite la
cuantificacion del nimero de células presentes en la
muestra, reduce el riesgo de contaminaciones, asi
como el tiempo requerido en el procesamiento de las
muestras, eliminando la necesidad de un analisis
posterior de los amplicones obtenidos.
Recientemente se ha publicado la deteccién y
cuantificacion de L. pneumophila basada en la
amplificacion del gen dotA (defective organelle
trafficking), un gen implicado en la infectividad del
microorganismo.

Otro de los inconvenientes de la PCR es la
imposibilidad de diferenciar entre células vivas y
muertas, debido fundamentalmente a la persistencia
del ADN una vez que la bacteria ha muerto. Para
solventar este problema se han comenzado a
emplear moléculas diana diferentes, que se emplean
como marcadores de viabilidad, y uno de los mejores
candidatos propuestos es el ARNm, debido
principalmente a su corto tiempo de vida medio. De
esta manera, mediante una reaccibn de PCR a
tiempo real previa se puede obtener un ADNc
especifico, que se puede amplificar por PCR como
cualquier muestra de ADN, permitiendo la deteccion
de células con actividad metabdlica, y en
consecuencia, células vivas.

También la gran variedad de inhibidores de la
PCR que pueden encontrarse presentes en muestras
medioambientales puede dificultar su desarrollo. Se
han descrito varios métodos para su eliminacién
como: 1) La filtracion a través de resinas de
exclusion molecular o de intercambio iGnico como el
Chelex-100® (Bio Rad), para evitar la materia
organica y metales pesados. 2) La adicién de
polivinilpirrolidona para la eliminacién de fenoles. 3)
La separacion de las células mediante particulas
inmunomagnéticas. Sin embargo, actualmente no
existe un método universalmente aceptado que
permita obtener resultados reproducibles en todo tipo
de muestras, por lo que resulta necesario seguir
desarrollando nuevos métodos de eliminacion de
inhibidores de la reaccion.

Un resultado obtenido mediante  PCR
convencional se debe expresar como presencia o
ausencia de Legionella (o L. pneumophila en el caso
de investigar la especie en lugar del género) en el
volumen de agua analizado, o como el niumero de
células de Legionella en el volumen de agua
analizado, en el caso de una PCR cuantitativa o a
“tiempo real”. Ademas, se debera incluir en los
ensayos una serie de controles necesarios para su
validacion, como los que se indican a continuacion:

- Control proceso positivo: consiste en una muestra
de agua estéril conteniendo una nimero conocido
de células de L. pneumophila que se procesa de
igual modo que las muestras a analizar y que
permite comprobar la eficacia de los procesos
que se efecttan.

- Control de proceso negativo: consiste en una
muestra de agua estéril, que se procesa de igual
modo que las muestras a analizar y que permite
controlar la contaminacién en todos los procesos
gue se efectian.

- Recta de calibrado: en el caso de la PCR a

“tiempo-real”, paralelamente a las muestras

ensayadas se preparara una recta de calibrado,

como minimo de cinco puntos de concentracion
diferentes y que se analizaran por triplicado cada
uno de ellos.

Control negativo de PCR: consiste en una

muestra de agua estéril que se amplifica

paralelamente a las muestras y que permite
garantizar la ausencia de contaminacién por ADN.

Control positivo de PCR: consiste en una muestra

conteniendo un numero de copias conocido del

fragmento diana de Legionella. En el caso de

PCR cuantitativa, se emplearan dos muestras con

ndmero de copias diferentes que se interpolaran

en la recta de calibrado preparada.

Control interno de inhibiciéon (CIP): debe ser un

fragmento de ADN que se amplifica con el mismo

juego de cebadores que el fragmento diana, pero
gue tiene un tamafio diferente en el caso de la

PCR convencional, o bien que hibrida con una

sonda de secuencia diferente en el caso de la

PCR cuantitativa 0 a “tiempo-real”. De este modo

se puede evaluar en cada muestra la presencia

de inhibidores de la reaccion.

La automatizacion del proceso de preparaciéon de

muestras, y el desarrollo de un método que permita

la deteccion vy tipificacion de L. pneumophila
serogrupo 1 en el mismo ensayo, incrementaran el
valor de esta metodologia.

6.4. INVESTIGACION  DE
LEGIONELOSIS

La aparicién de varios casos de legionelosis debe
hacer sospechar un origen ambiental comun, debido
a la proliferacion y emision de Legionella a partir de
algun sistema contaminado. Ello debe desencadenar
una rapida investigacion multidisciplinar que incluya
aspectos  epidemioldgicos,  microbioloégicos vy
ambientales, con el objetivo de identificar, en el
menor tiempo posible, el foco productor de los
aerosoles contaminados origen de la infeccién. Los
resultados obtenidos en la investigacion deben ser
concordantes y, en cualquier caso, su valoracion
debe ser conjunta para orientar y garantizar una
correcta interpretacion de los mismos.

La apariciéon de un brote debe hacer reforzar las
medidas de vigilancia clinica y epidemiol6gica de la
neumonia, la disponibilidad de métodos para su
diagnéstico, asi como reforzar las medidas de
vigilancia ambiental y la capacidad de intervencion.

El estudio de un brote de legionelosis debe incluir,
al menos los aspectos que se detallan a
continuacion.

6.4.1. Definicién de brote

Un brote de legionelosis se define como la
aparicibn de 2 o méas casos relacionados
epidemiolégicamente.

BROTES DE
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6.4.2. Creacion de un grupo de trabajo

En este grupo deben patrticipar técnicos de todos
los servicios relacionados con la investigacion,
servicios de neumologia (incluso servicios de
urgencias), microbiologia clinica, vigilancia
epidemiolégica, sanidad ambiental, y microbiologia
ambiental. Es importante mantener una estrecha
colaboracién entre todos los especialistas que
intervienen y realizar reuniones periédicas para
consensuar los pasos a seguir y como se han de
realizar. En caso de que se considere necesario
informar a la opinidn publica, se definira con claridad
quién y como se informara.

6.4.3. Estudio epidemiolégico

Para la definicion de caso se utilizardn los
criterios epidemiol6gicos (acotando el periodo de
tiempo y el area geogréfica implicada) y los de
diagndstico clinico y microbiolégico recogidos en los
protocolos de las enfermedades de declaracion
obligatoria de la Red Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica (Centro Nacional de Epidemiologia).

Después de aceptar la definicion de caso se
procedera a realizar una encuesta epidemiolégica
gue incluya las variables de persona, lugar y tiempo,
y las variables de exposicion de los pacientes a las
posibles fuentes de infeccién. El estudio de la
aparicién de casos en el tiempo ayuda a determinar
el periodo posible de exposicion. La localizacion
geografica de los casos puede ayudar a filiar el
origen del brote y a delimitar el area en el que se
realizaran los estudios ambientales. Los casos
pueden agruparse en funcion del lugar de residencia,
lugar de trabajo, visitas frecuentes a lugares
comunes, estancia en algun complejo concreto,
como hospital, hotel, balnheario, centro de ocio, o
bien distribuirse heterogéneamente por todo un area
geografica.

6.4.4. Estudio ambiental

Es fundamental que los expertos comunitarios de
sanidad ambiental investiguen las posibles fuentes
de infeccién en el area geogréafica relacionada con
los casos, siguiendo la normativa indicada en el Real
Decreto 865/2003 y en los Decretos u Ordenes
publicados en la Comunidad Autbnoma implicada.

La encuesta ambiental debe recoger informacion
sobre cada instalacion, sus condiciones higiénico-
sanitarias y régimen de funcionamiento. Ademas
debe recoger cualquier incidencia ocurrida en el
periodo anterior (al menos un mes) a la aparicion de
los primeros casos, sobre todo las incidencias que
implicaron la parada Yy nueva puesta en
funcionamiento de la instalacion.

El estudio ambiental debe incluir la toma de
muestras de agua de las instalaciones revisadas,
que tiene por objeto detectar la presencia de la
bacteria mediante su aislamiento en cultivo y su
posterior identificacion.

Es importante que la toma de muestras de agua
se realice lo antes posible, y siempre, antes de
proceder a la aplicacion de cualquier tratamiento de
desinfeccién. Si las muestras de agua se toman
pasadas 48-72 horas desde la aparicion de los
primeros casos, no se tiene la seguridad de que la

toma se realiza en ausencia de desinfectantes. En
edificios/instalaciones que hayan sido sometidos a
tratamiento de desinfeccion, se deben dejar pasar al
menos 15 dias desde el tratamiento para realizar la
toma de muestras.

6.4.5. Formulacion de hipotesis

Con los datos del estudio epidemiolégico y los
derivados de la investigacion ambiental se
establecera la hipétesis mas plausible sobre la/s
posible fuente/s de infeccion causante de los casos.
La hipotesis sera comprobada posteriormente
mediante los estudios epidemiolégicos analiticos,
como los de cohorte y de casos y controles, y los de
epidemiologia molecular. Los estudios
epidemiolégicos seran especialmente Utiles cuando
no se resuelva el brote con las medidas adoptadas.
6.4.6. Medidas a tomar

En funcién del tipo de infeccion y de los
resultados de la investigacion ambiental, vy
pendientes de comprobar la hipétesis establecida, se
deben tomar las primeras medidas de prevencion
gue se consideren mas oportunas para controlar el
brote. Algunas de estas medidas se encuentran
recogidas en el Real Decreto 865/2003 y en
Decretos de algunas Comunidades Auténomas, y
basicamente son de 3 tipos: limpieza y desinfeccién,
reparacion de defectos estructurales o de
funcionamiento y paralizacion parcial o total de la
instalacion.

Una vez terminada la investigacion del brote y
establecidas las conclusiones que de ella deriven se
adoptaran las medidas de prevencién a largo plazo
gue se consideren mas eficaces.

6.4.7. Estudios de epidemiologia molecular

L. pneumophila serogrupo 1 es la mas implicada
en infecciéon humana y también es la mas distribuida
en el ambiente, por lo que la identidad de especie y
serogrupo no sera suficiente para implicar una cepa
como causante de un brote de legionelosis. Por ello,
resulta imprescindible tipificar las cepas procedentes
de los pacientes y las ambientales, mediante su
estudio genotipico. La epidemiologia molecular es,
en estos casos, de gran interés para corroborar la
hipétesis establecida inicialmente y adoptar medidas
de prevencion eficaces.

Para realizar estos estudios es imprescindible
contar con cultivos del mayor ndmero posible de
pacientes y con cultivos del mayor nimero de
instalaciones  relacionadas posible. Se ha
demostrado la coexistencia de varias cepas
Legionella diferentes en una misma instalacion, por
lo que es importante identificar al menos 5 6 6
colonias de cada muestra analizada.

La genotipificacion de los cultivos de los
pacientes define de manera precisa el tipo de
Legionella que produce los casos, siendo éste el que
se busca entre los cultivos ambientales. Para ello se
comparan los cultivos humanos y ambientales
mediante técnicas de epidemiologia molecular
(genotipificacion).

Muchas han sido las técnicas utilizadas para
discriminar los aislados de Legionella: analisis de
pldsmidos, electroforesis de proteinas (PAGE),
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andlisis multienzimatico, digestion del ADN
cromosOmico  (RFLP), digestion del ADN
cromosémico en combinacion con hibridacion con
sondas (ribotipificacion), digestion del ADN
cromosémico con enzimas de restriccion de corte
poco frecuente (PFGE). También se han utilizado
diferentes tipos de amplificacion del ADN, como la
amplificacion arbitraria (AP-PCR), la amplificacion al
azar (RAPD), o de regiones repetidas en el
cromosoma (REP-PCR), o de fragmentos
intergénicos repetidos en el cromosoma (ERIC). Otra
técnica utilizada en la caracterizacion molecular de
Legionella es la combinacién de la digestién del
ADN con la amplificacién de los fragmentos de
restriccion (AFLP), que ademas, cuenta con una
base de datos europea a la que se puede acceder
(www.ewgli.org) para la asignacion de tipos.
Actualmente, la necesidad de disponer de
métodos de caracterizacion molecular que ofrezcan
resultados rapidos y reproducibles, con la posibilidad
de ser compartidos en tiempo real por diferentes
laboratorios, ha llevado al desarrollo de métodos de
secuenciacion de genes basados en técnicas de
MLST (multilocus sequence typing). Una variante de
esta técnica es el SBT (sequence-based typing) en la
que se emplean tanto genes “housekeeping” como
genes devirulencia, y ha sido empleada para la

tipificacion molecular de L. pneumophila serogrupo 1.

Los resultados obtenidos con el estudio de seis
genes, flaA, pilE, Asd, mip, mompS y proA, que son
los que se han empleado en el primer estudio piloto
de SBT en el EWGLI, son muy prometedores,
existiendo actualmente una base de datos a la que
se puede acceder para la asignacion de alelos
(www.ewgli.org).

Aunque los brotes de legionelosis pueden
aparecer en distintos ambitos (hospitalario,
comunitario o relacionado con viajeros) la estrategia
para la tipificacion epidemioldgica de los cultivos de
Legionella puede ser la misma. En la Figura 2 se
detalla la estrategia propuesta por el EWGLI para la
investigacién de brotes de legionelosis asociados
con viajes, basada en la combinacion de tipificacion
con anticuerpos monoclonales junto con un método
molecular.

6.4.8. Elaboracion de un informe

Una vez cerrado el brote clinicamente y terminadas
las primeras investigaciones se debe elaborar un
informe que incluya los aspectos mas relevantes y
las primeras conclusiones, independientemente de
que algunas investigaciones parciales contintien.

Figura 2. Estrategia abordada por el EWGLI para la tipificacion epidemiologica de en la investigacion de

legionelosis asociada a viajeros (Fry y cols. 1999)
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo de este documento es describir el
procedimiento de aislamiento de Legionella en
cultivo a partir de muestras de origen humano. Se
describe el tipo de muestra y su procesamiento en el
laboratorio.

2. FUNDAMENTO

Legionella es una bacteria de morfologia bacilar.
Es aerobia y habitualmente vive en medios
acuaticos. Es una causa relativamente frecuente de
neumonia y excepcionalmente causa otros tipos de
infecciones. El cultivo es el Unico método que
permite el diagnostico etiolégico de las infecciones
causadas por cualquier especie o serogrupo. Para su
aislamiento en cultivo, estos microorganismos
requieren medios especificos, obteniéndose colonias
visibles a partir del 3°-7° dia de incubacién, aunque
en ocasiones pueden requerir hasta 10-12 dias de
incubacion para visualizar su crecimiento.

Existen 48 especies de Legionella, pero L.
pneumophila es la especie que mas frecuentemente
causa infecciones en humanos. El serogrupo 1 de L.
pneumophila es el que mas frecuentemente se aisla
de muestras clinicas.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Procedimiento en Microbiologia Clinica de la
SEIMC n° 10. Seguridad en el laboratorio de
microbiologia clinica. 2000.

- Procedimiento en Microbiologia Clinica de la
SEIMC n° 12, Recogida, transporte y procesamiento
general de las muestras en el laboratorio de
microbiologia. 2003.

4. MUESTRAS

Las muestras adecuadas para cultivo pueden ser
agrupadas, en funcién del tipo y nivel de
contaminacion, en:

A) Secreciones respiratorias contaminadas: esputo
expectorado y muestras del tracto respiratorio inferior
contaminadas con microbiota del tracto respiratorio
superior, como aspirados bronquiales o]
transtraqueales, y lavados o cepillados bronquiales.

B) Secreciones respiratorias no contaminadas:
muestras del tracto respiratorio inferior no
contaminadas, como las obtenidas mediante cepillo
telescopado y aspirado pulmonar transparietal.

C) Tejidos: tejido pulmonar obtenido en biopsia o
necropsia, o tejido de otros érganos. Los tejidos son
inoculados directamente en los medios de cultivo.

D) Otras muestras menos frecuentes, como liquido
pleural, liquido cefalorraquideo (LCR) o sangre.

La sensibilidad del cultivo documentada de
muestras respiratorias oscila entre un 20 y un 80 %, lo
cual refleja cierta dificultad del método, debido a varios
factores entre los que se pueden mencionar la
progresiva pérdida de viabilidad de la bacteria tras la
toma de la muestra y la experiencia microbiolégica
requerida.

4.1. CONSERVACION Y TRANSPORTE

Todas las muestras para cultivo deben ser
conservadas en condiciones de refrigeracién (5°C)
hasta su procesamiento, que deberia realizarse
antes de las 48 h. Si ello no fuera posible, se
conservaran congeladas (-20°C), evitando en lo
posible ciclos de congelacion-descongelacién, que
afectan a la viabilidad de la bacteria.

En muestras de pequefio volumen, es preferible
diluir utilizando una pequefa cantidad (1 ml) de agua
destilada estéril no bacteriostatica. No utilizar
soluciones salinas ni tampones que contengan
fosfato de alta molaridad que pueden inhibir el
crecimiento de la bacteria.

Si se requiere transporte, se realizara a 5°C,
excepto cuando las muestras estuvieran congeladas,
en cuyo caso deben transportarse en este estado. El
transporte se realizard en contenedores estériles,
con cierre fuerte, y de un tamafio lo suficientemente
pequefio para evitar la desecacion de la muestra, ya
gue ésta afecta a la viabilidad de Legionella. Se
utilizaran contenedores y empresas de mensajeria
autorizadas para el transporte de material biolégico
(ver Procedimiento 1a de SEIMC).

Una vez procesadas las muestras es recomendable
su conservacion a -20°C hasta tener el resultado
definitivo por si fuera necesario procesarlas de nuevo.

4.2. CRITERIOS DE RECHAZO
Se debe rechazar cualquier muestra en la que se
observen las siguientes incidencias:

1. Defectos en la identificacion de la muestra:
etiquetado inadecuado o] erréneo, 0
cumplimentacion incorrecta de la hoja de peticion
del andlisis.

2. Muestras enviadas errébneamente, por ejemplo
orina con una peticién de esputo, 0 esputos con
peticion de antigeno.

3. Mal estado de conservacion de la muestra:
temperatura inadecuada, muestras en medio no
apropiado, mala conservacion (biopsias secas).

4. Muestras derramadas por envase inadecuado o
mal cerrado.

No se debe rechazar ninguna muestra sin
contactar primero con el médico responsable del
paciente y se debe realizar cualquier esfuerzo para
salvar las muestras que se han obtenido con riesgo o
con problemas para el paciente (biopsia pulmonar,
aspirado transtraqueal, liquido pleural, etc.).

En general, una muestra es suficiente, ya que el
aumento del ndmero de muestras no mejora el
rendimiento en el aislamiento de Legionella en cultivo.
Las muestras para cultivo es preferible tomarlas antes
de la aplicacion de un tratamiento antibidtico, sin
embargo su aplicacion o duracién no son criterios de
rechazo de muestras.

El esputo de los pacientes con enfermedad de los
legionarios generalmente no es purulento y puede ser
sanguinolento o acuoso. De hecho, los esputos muy
purulentos hacen muy improbable el diagnéstico de
legionelosis. Por este motivo, el recuento del nUmero de
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leucocitos en muestras respiratorias no se puede utilizar
para determinar la aceptabilidad de una muestra. No se
ha estudiado la influencia de células epiteliales en el
resultado del cultivo, aunque parece que las muestras
con mas de 20 células epiteliales por extension seran
probablemente negativas. Por lo tanto, no existen
criterios de rechazo en base a la citologia de las
muestras respiratorias.

5. REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO

5.1. REACTIVOS

5.1.1. Tampédn acido (pH 2,2)

Solucién acida de KCI/HCI 0,2N (pH 2,2) para usar
en el tratamiento de descontaminacion de las
secreciones respiratorias contaminadas.

1. Solucién A: Acido clorhidrico (HCI) 0,2 moliL,
disolviendo 17,4 ml de HCI concentrado en 1 L de
agua destilada

2. Solucion B: Cloruro potasico (KCI) 0,2 moliL,
disolviendo 14,9 g de KCl en 1 L de agua destilada

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

Preparar el tampdn acido mezclando 3,9 ml de solucion

A'y 25 ml de solucién B. Ajustar el pH a 2,2 por adicion

de KOH 1 mol/L.

Almacenar en frascos de vidrio con tapén de rosca, a
temperatura ambiente y protegidos de la luz, un maximo
de 1 mes. Evitar la excesiva manipulacion del frasco
conteniendo el tamp6n &cido para evitar posibles
contaminaciones, por lo que es preferible conservarlo en
alicuotas.

5.1.2. Leche descremada

Para conservacion de los aislados confirmados como
Legionella se utiliza generalmente leche descremada,
aunque ésta puede ser inhibitoria para algunas
especies. Partir de un preparado comercial y seguir las
instrucciones de uso, diluyendo al 10% en agua
destilada. Repartir en viales con tap6n de rosca
conteniendo 0,5 ml de lechelvial, esterilizar en autoclave
a 121°C, enfriar y almacenar hasta su uso a -20°C.

Alternativamente se pueden utilizar otros métodos de
conservacion disponibles, siempre que se haya
comprobado su eficacia.

5.2. MEDIOS DE CULTIVO

5.2.1. Agar BCYEa (Buffered charcoal yeast extract,
suplementado con a-cetoglutarato)

Composicion por litro

ACES buffer 10g

KOH 289

Carbon activo 29

Extracto de levadura 109

Agar 149
a-Cetoglutarato 1lg
L-Cisteina HCI 0,4genl10mL
Pirofosfato férrico 0,25 g en 10 mL
Agua destilada Hasta 1 litro

Preparacion:
1. Preparar soluciones independientes de L-cisteina y

pirofosfato férrico (Ill) disolviendo 0,4 g y 0,25 g,
respectivamente, en 10 ml de agua destilada. Si el
pirofosfato se disuelve mal, agitar con iman a 50°C.
Esterilizar cada solucién por filtracion a través de
una membrana de 0,22 um de poro. Almacenar en
alicuotas, en frascos limpios y estériles a —20°C
durante no mas de 3 meses.

2. Afadir el polvo de ACES (N-2-acetamido-2-acido
aminoetanosulfénico) a 500 ml de agua destilada y
disolver en un bafio de agua a 45-50°C. Afadir el
hidréxido potasico (KOH) en lentejas a 480 ml de
agua destilada y disolver con agitacion suave. Para
preparar el tampon ACES mezclar ambas
soluciones.

3. Afadir secuencialmente el carbon, el extracto de
levadura y a-cetoglutarato (sal monopotasica) a 980
ml de tampo6n ACES.

4. Preparar una soluciéon 0,1 mol/L de KOH disolviendo
56 g en 1 L de agua destilada. Preparar una
solucion 0,1 mol/L de acido sulfdrico (H,SOy)
afiadiendo cuidadosamente 5,3 ml de H,SO, a 1L
de agua destilada. Usar las soluciones de 0,1 de
mol/L KOH 6 0,1 mol/L de H,SO, para ajustar el pH
a6,9.

5. Anhadir el agar, mezclar y esterilizar en autoclave a
121°C durante 15 min. Posteriormente atemperar a
45-50°C en un bafio de agua. Adicionar las
soluciones de L-cisteina y pirofosfato férrico
asépticamente, mezclando bien después de cada
adicion.

6. Dispensar en placas de Petri. El pH final del medio
es de 6,9 a 25°C.

7. Almacenar a 4°C y protegido de la luz y la
deshidratacién, hasta un maximo de 1 mes.

Alternativamente se pueden utilizar medios
comerciales, siempre que cumplan con los controles
detallados en el apartado 5.2.4.

5.2.2. Agar BCYEa - Cys ( BCYEa sin L-Cisteina)
Preparar este medio igual que BCYEa, pero
omitiendo la adicién de L-cisteina.

5.2.3. BMPA (BCYEa suplementado con polimixina
B, cefamandol y anisomicina)

Este medio es idéntico al BCYEa excepto que se le
adiciona un suplemento de tres antibitticos,
polimixina B, cefamandol y anisomicina.

Preparacion:

1. Preparar el medio de cultivo de igual manera que el
BCYEua, siguiendo los puntos 1, 2 y 3 del apartado
5.2.1.

2. Después de la adicion aséptica de las suspensiones
de L-cisteina y pirofosfato férrico, afadir el
suplemento antibiético correspondiente (BMPA)
recién reconstituido, segun las instrucciones del
fabricante.

3. Dispensar en placas de Petri y enfriar a temperatura

ambiente. Finalmente almacenar a 4°C y protegido de
la luz y la deshidratacién, hasta un maximo de 1 mes.
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Alternativamente se puede preparar el medio a partir
de todos sus componentes. Legionella CYE agar base
contiene carbén activo, extracto de levadura y agar, de
los que se afiade la cantidad suficiente para 1 L de
BCYEua. El suplemento selectivo BMPA contiene, para 1
L de medio, 80.000 U de polimixina B, 4 mg de
cefamandol y 80 mg de anisomicina, que se afadiran al
medio en condiciones de esterilidad.

5.2.4. Control de los medios de cultivo

Debe evitarse un calentamiento prolongado durante
la esterilizacion, ya que puede afectar a las calidades
nutricionales del medio BCYEa. La variacion de los
ingredientes del medio, lote a lote (particularmente a-
cetoglutarato) puede también afectar a su rendimiento,
por lo que es esencial comprobar la capacidad de cada
nuevo lote de permitir el crecimiento de L. pneumophila
serogrupo 1, en 3 dias de incubacion.

En la evaluacion de la capacidad del medio para
soportar el crecimiento bacteriano es normal usar cepas
de referencia o cultivos de organismos previamente
aislados, mantenidos en el laboratorio. Sin embargo, en
el caso de Legionella este método puede ser engafioso,
ya que pueden adaptarse facilmente a crecer en medios
de cultivo que no soportarian el aislamiento primario de
cepas salvajes.

Cada lote de medio preparado sera sometido a tres
controles antes de su uso. En el caso de medios de
cultivo comerciales, comprobar que cumplen los mismos
requisitos antes de su utilizacion.

1. Comprobar su pH. Después de la esterilizacion en
autoclave, y una vez el medio enfriado, comprobar,
y corregir en su caso, el pH, antes de dispensarlo en
placas de Petri.

2. Comprobar su esterilidad. En cada lote de medio de
cultivo preincubar el 2% de placas a 35°C durante
24 h, para comprobar la ausencia de crecimiento
bacteriano.

3. Comprobar su capacidad para el crecimiento de
Legionella. Comprobar que el medio de -cultivo
preparado soporta el crecimiento de Legionella, y
que las colonias que produce presentan el aspecto
caracteristico. Lo ideal seria utlizar medios vy
materiales de referencia. Al no disponer de estos
materiales se propone un procedimiento alternativo
para el control de los medios de cultivo: Una placa
de cada lote de medio se inocula con 0,1 ml de la
dilucion 1/100 de un homogeneizado control y se
incuba a 36°C durante 96 h. Al menos deben crecer
100 colonias por placa; en caso contrario, se debe
descartar el lote de medio.

Preparacion del homogeneizado control:
Homogeneizar un tejido con una cepa de L.
pneumophila, de forma que contenga >10" ufc/gramo.
Para ello, se tritura y diluye el tejido en caldo Mueller-
Hinton, de forma que 0,1 ml de homogeneizado
contengan al menos 10° ufc. Posteriormente, se diluye
en leche desnatada al 1/10, se divide en alicuotas de 0,2
ml que se guardan congeladas a —70°C y tienen una
duracion viable de hasta 1 afio. En el momento de uso
descongelar, atemperar y diluir /100 en agua destilada
antes de cultivarlo en los medios, lo que arrojara un

recuento de colonias de al menos 100 ufc/0,1 ml, lo que
permite su visualizacién en los medios de cultivo.

6. APARATOS Y MATERIAL

- Autoclave

- Cabina de seguridad biolégica tipo 1I-A

- Estufa de 36°C, opcionalmente con 2,5-5 % de CO,

- Agitador vortex

- Bafio de agua a 50°C

- Medidor de pH

- Balanza de precision

- Lupa binocular con al menos 30 aumentos e
iluminacion incidente oblicua (microscopio de
diseccion)

- Nevera 2 a 8°C

- Congelador de -18 a -20°C y congelador de -70 a -80°C

- Material de vidrio estéril: frascos de 1 L y viales de
distinta capacidad con tap6n de rosca, pipetas de 5y
10 ml, bolitas de vidrio.

- Material de plastico estéril: puntas con filtro para
micropipetas automaticas, frascos de distinta
capacidad, placas de Petri, pipetas Pasteur.

- Material de diseccion estéril: tijeras, pinzas, bisturies desechabl

- Material de laboratorio: asas de siembra, papel de
parafilm para sellar, contenedores para desechar
material infeccioso, micropipetas, pipeteadores,
mascarilla protectora, guantes.

7. PROCEDIMIENTO
El procesamiento completo de la muestra se debe
realizar en una cabina de seguridad biolégica tipo II-A,
utilizando mascarilla protectora y guantes.
7.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS E
INOCULACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO
Segin el tipo y nivel de contaminacion, las
muestras para cultivo se prepararan de manera
diferente. En general, las muestras seran
homogeneizadas antes de inocular las placas de
medio, excepto las muestras contaminadas que seran
sometidas a un tratamiento de descontaminacion
previo a la inoculacion. Se procedera como se detalla
a continuacion:
A) Secreciones contaminadas (esputo expectorado,
aspirado nasotraqueal y endotraqueal, lavado o
cepillado bronquial y otras muestras contaminadas
con microbiota del tracto respiratorio superior)
1. Colocar la muestra en una placa de Petri estéril.
2. Seleccionar en la muestra la zona de aspecto
mas lechoso o sanguinolento y separarla del resto.
Las infecciones por Legionella se caracterizan por
tos no productiva y por tanto, no son
caracteristicas las muestras purulentas. Se
prepararan 3 fracciones:

- Preparar una dilucion 1/10 de la muestra
utiizando agua destilada estérii como
diluyente, en un frasco con tapon de rosca
(en las muestras ya diluidas, como los
lavados bronquiales, no es necesario realizar
este paso). Afiadir bolitas de vidrio estériles y
agitar en un Vortex. Inocular 0,1 ml en una
placa de BMPA.
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- Transferir aproximadamente 0,3 ml de la
muestra a un vial con tapén de rosca y
mantener en un bafio a 50°C durante 30 min.
Inocular 0,1 ml (3 gotas con una pipeta
Pasteur estéril) en una placa de BCYEaq .

- Preparar también una dilucién 1/10 de la
muestra (0,1 ml) en tampén acido (0,9 ml).
Afadir bolitas de vidrio estériles y agitar en
un Vortex. Incubar 5 min a temperatura
ambiente (25°C) e inocular inmediatamente
0,1 ml en una placa de BCYEa.

B) Secreciones no contaminadas (puncién
transtraqueal, cepillo telescopado y aspirado
pulmonar transparietal)
Preparar una dilucion 1/5 de la muestra
utilizando agua destilada como diluyente en un
frasco con tapon de rosca (en las muestras ya
diluidas no es  necesario realizar este paso).
Afadir bolitas estériles de vidrio y agitar en un
Vortex. Inocular 0,1 ml en una placa de BCYEa
y 0,1 mlenotra de BMPA.
C) Tejidos (Biopsia pulmonar y bronquial y otros
tejidos)
1. Colocar el tejido en una placa de Petri estéril.
2. Utilizando un bisturi estéril cortar las areas de
tejido no necrosado en pequefas piezas.
3. Realizar improntas con varios cortes del tejido
sobre una placa de BCYEa, presionando cada
corte sobre el medio de cultivo, con ayuda de
las pinzas.
4. Utilizar una pieza de tejido de 5 x 5 x 5 mm
para triturarla en un mortero. Afadir 1 ml de
agua destilada y triturar hasta homogeneizar.
5. Colocar 0,2 ml del homogeneizado en un tubo
estéril con tapon de rosca y afadir 0,2 ml de
agua destilada, mezclar bien con un Vortex.
6. Inocular 0,1 ml en una placa de BCYEa.
D) Otras muestras menos frecuentes (liquido pleural
y liquido cefalorraquideo).
1. Centrifugar la muestra a 3.000 xg a 10°C
durante 30 min.
2. Descartar todo el sobrenadante excepto 0,5 ml
y resuspender utilizando un agitador Vortex.
3. Inocular 0,1 ml en una placa de BCYEa y otra
de BMPA.
En el caso de hemocultivos, extraer y procesar
por el procedimiento habitual, e incubar con
agitacion en medio difasico selectivo para
Legionella. Normalmente no se realizan
hemocultivos para Legionella.
Alternativamente se puede utilizar BMPA en
lugar de BCYE« para el aislamiento primario.

7.2. CONDICIONES DE INCUBACION

Una vez secos los indculos a temperatura
ambiente, se extenderan por toda la placa con ayuda
de un asa bacterioldgica.

Todas las placas inoculadas seran incubadas a
36°C, en aerobiosis y en condiciones de humedad,
durante 12-15 dias. Para conseguir las condiciones
de humedad se puede colocar en la base del

incubador un recipiente con agua destilada
conteniendo una pequefia cantidad de sulfato de
cobre (renovar esta solucion 1 6 2 veces por
semana). La incubacion en una atmdsfera de 2,5-5%
de diéxido de carbono (C0,) puede ser beneficioso
para el crecimiento de algunas especies de
Legionella.

7.3. EXAMEN DE LAS PLACAS

La clave para el aislamiento de Legionella a partir de
muestras clinicas es la observacion diaria de los medios
de cultivo utilizando una lupa binocular. El crecimiento
de la bacteria empieza a ser visible a partir del 3* dia de
incubacion, pero puede requerir mas tiempo, por lo que
los cultivos se mantendran en incubacién hasta 12-15
dias antes de considerarlos negativos. Las placas se
deben examinar cada 1 6 2 dias, ya que las colonias de
Legionella pueden quedar enmascaradas por el
crecimiento de otros microorganismos, incluyendo
hongos.

Las colonias de Legionella son lisas con un borde
entero, tienen un aspecto granular, como “polvo de
vidrio” y a veces presentan un brillo azul-verdoso o rosa-
purpura, con un aspecto cristalino caracteristico. Cada
colonia nueva con estas caracteristicas debe ser
anotada e identificada.

Aunque se pueden identificar las colonias
individuales cuando éstas tienen un tamafio que lo
permite, es preferible recuperar del cultivo primario las
colonias sospechosas de ser Legionella, mediante
subcultivo en BCYEa y BCYEa sin cisteina (0 agar
sangre). Ello permite disponer de crecimiento suficiente
para realizar los ensayos necesarios para Su
identificacion y evita el riesgo de perder las colonias
sospechosas por contaminacion de los cultivos primarios
durante la incubacion prolongada. Ademas permite su
conservacion para realizar estudios posteriores.

7.4. IDENTIFICACION DE LAS COLONIAS DE
Legionella

Seleccionar al menos tres colonias caracteristicas de
Legionella por cada muestra inoculada y subcultivar
paralelamente en BCYEa y BCYEa sin cisteina. Incubar
a 36°C durante al menos 2 dias. Se consideran
Legionella aquellas colonias con crecimiento en BCYE«
y sin crecimiento en BCYEa sin cisteina (o ausencia de
crecimiento en agar sangre). Legionella oakridgensis es
la Unica especie que no requiere cisteina en el
aislamiento primario, aunque si lo requiere en sucesivos
subcultivos.

En general, una colonia de Legionella en subcultivo
crece en BCYEa a las 48 h de incubacion a 36°C,
aunque algunas especies pueden requerir una
incubacion mas prolongada y la presencia de CO, (2,5-
5%). A las 48-72 h el crecimiento aparecera confluyente
en algunas zonas y con pequefias colonias aisladas en
otras.
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La identificacion de las colonias de Legionella

incluye:

1. Morfologia caracteristica de las colonias

2. Comprobacién de crecimiento en BCYEa vy
ausencia de crecimiento en BCYEa sin cisteina (o
en agar sangre).

3. Tincion de Gram. Legionella es un bacilo
gramnegativo que se tifie débilmente con la
coloracion de contraste, por lo que es
recomendable la utilizacién de fuchsina bésica al
0,1% en vez de safranina en esta tincion.

La confirmacion definitiva de las colonias de
Legionella se realizara siguiendo los métodos
recogidos en el PNT-LP-03.

Finalmente, los aislados se conservaran congelados

(-20°C 6 —80°C)
En el Anexo | se resume este procedimiento.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

Si se recuperan colonias que cumplan con las
caracteristicas anteriores seran informadas
inmediatamente como “aislamiento de Legionella spp.
en cultivo”. Si tras haber mantenido los cultivos en
incubacion durante 12-15 dias no se recupera ninguna
colonia que cumpla estas caracteristicas sera informado
como “no se aisla Legionella spp. en cultivo”.

9. RESPONSABILIDADES

El personal técnico sera el responsable del
procesamiento de las muestras, de la realizacion de las
técnicas y de la validacién de los resultados en funcion
de los controles. El facultativo sera responsable de la
supervision de las tareas mencionadas, de mantener al
dia los procedimientos de validacion final de los
resultados, de su interpretacion y del informe de los
mismos.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Cuando se aplican tratamientos de
descontaminacion se debe ser riguroso con los tiempos
ya que ambos tratamientos también afectan a la
viabilidad de Legionella.

En la confirmaciéon de las colonias con morfologia
sugerente, se puede utilizar agar sangre en lugar de
BCYEuq sin cisteina para demostrar el requerimiento de
este aminoéacido para el crecimiento de Legionella.

El examen de las placas incubadas debe ser muy
minucioso, ya que, en el caso de muestras
contaminadas como el esputo, la abundante microbiota
acompafiante dificultara el reconocimiento de las
colonias de Legionella.

En la investigaciéon de brotes, los aislados de
Legionella recuperados de las muestras de pacientes
deberan enviarse a un laboratorio de referencia para su
posterior identificacion y comparacion con los cultivos
ambientales.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

La principal limitacién del procedimiento de cultivo es
el tiempo requerido para tener un resultado
(aproximadamente de 4 a 10 dias). Ademas, un
resultado negativo no excluye una infeccion por
Legionella.

A pesar de que el medio de cultivo de Legionella
contiene antifiingicos (anisomicina), las contaminaciones
por hongos son frecuentes, y esto hace que, en
ocasiones, se reduzca considerablemente el tiempo de
incubacién de los medios, lo que podria impedir la
deteccion de la bacteria. Lo mismo ocurre cuando hay
un excesivo desarrollo de otras colonias bacterianas. Se
deberan extremar las precauciones para evitar la
contaminacion cruzada de unas placas de cultivo a otras
en el caso de que exista contaminacién con hongos
filamentosos.

Se debe tener en cuenta que L. pneumophila se
adapta bien a los medios de cultivo utilizados; sin
embargo, no ocurre lo mismo con otras especies, que
crecen con mas dificultad, requieren mas tiempo vy, en
ocasiones pueden llegar a perderse en sucesivos
subcultivos.
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Anexo |: Deteccion de Legionella en muestras clinicas mediante cultivo

PROCEDIMIENTO: En general, las muestras seran homogeneizadas antes de inocular los medios de
cultivo, excepto las muestras contaminadas que seran sometidas a un tratamiento de
descontaminacion previo a la inoculacion. Se procederd como se detalla a continuacion, segun el tipo
y nivel de contaminacion de las muestras:

A)Secreciones contaminadas (esputo expectorado, aspirado nasotraqueal y transtraqueal, lavado o
cepillado bronquial y otras muestras contaminadas con microbiota del tracto respiratorio superior).
Seleccionar la zona de aspecto mas lechoso o sanguinolento y preparar 3 fracciones:

- Preparar una diluciéon 1/10 de la muestra utilizando agua destilada estéril como diluyente, en un
frasco con tapén de rosca, afadir bolitas de vidrio estériles y agitar en un Vortex, e inocular 0,1 ml
en una placa de BMPA.

- Transferir aproximadamente 0,3 ml de la muestra a un vial con tapén de rosca y mantener en un
bafio a 50°C durante 30 min e inocular 0,1 ml en una placa de BCYEa.

- Preparar una dilucion 1/10 de la muestra (0,1 ml) en tampén acido (0,9 ml). Afiadir bolitas de vidrio
estériles y agitar en un Vortex. Incubar 5 min a temperatura ambiente (25°C) e inocular
inmediatamente 0,1 ml en una placa de BCYEaq.

B)Secreciones no contaminadas (puncion telescopado y aspirado pulmonar transparietal)

- Preparar una dilucion 1/5 de la muestra utilizando agua destilada como diluyente en un frasco con
tapon de rosca, afiadir bolitas estériles de vidrio y agitar en un Vortex, inocular 0,1 ml en una placa
de BCYEa y 0,1 ml en otra de BMPA.

C)Tejidos (Biopsia pulmonar y bronquial y otros tejidos)

- Colocar el tejido en una placa de Petri estéril y, con un bisturi estéril, cortar las areas de tejido no
necrosado en pequefias piezas. Realizar improntas con varios cortes del tejido sobre una placa de
BCYEdaq, presionando cada corte sobre el medio de cultivo, con ayuda de las pinzas.

- Utilizar una pieza de tejido de 5 x 5 x 5 mm para triturarla en un mortero. Afiadir 1 ml de agua
destilada y triturar hasta homogeneizar. Colocar 0,2 ml del homogeneizado en un tubo estéril con
tapon de rosca y afadir 0,2 ml de agua destilada estéril, mezclar bien con un Vortex. Inocular 0,1
ml en una placa de BCYEa.

Alternativamente se puede utilizar BMPA en lugar de BCYEa para el aislamiento primario.

Una vez secos los inéculos, se extenderan por toda la placa y se incubaran a 36°C con humedad,
durante 12-15 dias, revisando las placas cada dia.

Subcultivar 2 é 3 colonias sospechosas en BCYEa y BCYEa sin cisteina, e incubar a 36°C durante
al menos 2 dias.

Identificar las colonias de Legionella en base a su morfologia, ausencia de crecimiento en BCYEa
sin cisteina y tincion de Gram (bacilo gramnegativo).

Confirmar la identificacion segun el PNT-LP-03.

Conservar en congelacion
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El propésito de este documento es describir un
procedimiento de deteccion y recuento de Legionella
en muestras de agua y sedimentos mediante cultivo y
estimacion de su nimero. Es aplicable a muestras de
origen ambiental que incluyen agua potable, aguas
industriales y naturales, y materiales asociados como
sedimentos, depésitos y lodos. El procedimiento
descrito esta basado en el Standard Internacional ISO
11731/1998 “Water quality - detection and enumeration
of Legionella”, y contempla el método para muestras
con abundante microbiota, como pueden ser aguas
procedentes de torres de refrigeracion, y el método
para muestras que presentan baja microbiota, como
pueden ser las procedentes de redes de distribucion
de agua fria clorada.

Estos analisis deben ser realizados en
laboratorios acreditados para aislamiento de
Legionella en aguas, que participen en un control de
calidad externo para este tipo de ensayos, y capaces
de demostrar su limite de deteccion.

2. FUNDAMENTO

Legionella es una bacteria que se encuentra
ampliamente distribuida en el ambiente, en habitats
naturales como rios y lagos, y en sistemas
artificiales, como en redes de distribucion de agua de
hospitales y hoteles, en equipos de transferencia de
masa de agua en corriente de aire (torres de
refrigeracion y equipos andlogos), en piscinas con
agua templada y en movimiento, humidificadores,
etc. La via de transmision son los bioaerosoles
generados a partir de estos sistemas acuaticos
contaminados.

El cultivo permite la deteccién de cualquier
especie o0 serogrupo. Para su aislamiento en cultivo,
estos microorganismos requieren medios
especificos, obteniéndose colonias visibles a partir
del 3°-7° dia de incubacion, aunque en ocasiones
pueden requerir hasta 12-15 dias de incubacion.
Como en las muestras de agua la cantidad de
Legionella puede ser pequefa, y ademas puede ir
acompafiada de otro tipo de microbiota, en la
mayoria de los casos es necesario concentrar y
descontaminar las muestras antes de inocular los
medios de cultivo.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Estandar Internacional 1ISO 11731. Water quality -
detection and enumeration of Legionella. 1998.

- Estandar Internacional ISO 3696. Water for
analitical laboratory use — specification and test
methods. 2001.

- AS/NZS 3896. Waters — examination for legionellae
including Legionella pneumophila. 1998.

- Real Decreto 865/2003, de 4 de Julio, por el que se
establecen los criterios higiénico-sanitarios para la
prevencion y control de la legionelosis. BOE num
171, Viernes 18 de Julio de 2003, pp.: 28055-69.

4. MUESTRAS

La toma de muestras de agua debera realizarse
antes de la aplicacion de cualquier tratamiento de
desinfeccion. En caso de que las instalaciones hayan
sido sometidas a algun tratamiento, la toma se
realizara pasados al menos 15 dias desde la
aplicacion del mismo, y se recogera en un informe el
tipo de tratamiento realizado y la fecha de aplicacion
del mismo.

En la investigacion de brotes es imprescindible
realizar los muestreos de las instalaciones de las
zonas epidemiolégicamente implicadas, en las
primeras 72 horas tras la deteccién de los primeros
casos, y siempre antes de la aplicacién de cualquier
tratamiento de desinfeccion.

4.1. PUNTOS DE MUESTREO

Los puntos de muestreo y su nimero dependeran
de la finalidad del andlisis, y con caracter general, en
sistemas de agua el muestreo se disefiara en base a la
evaluacion del riesgo de la instalacién a muestrear, y
de manera que los resultados sean representativos de
la totalidad del sistema. La toma de muestra para los
sistemas de agua fria se har4d del depdsito de
almacenamiento de agua, de la salida mas lejana y de
la mas cercana al depdsito, y de otros puntos
terminales (duchas vy grifos, lavamanos, fuentes, etc.)
gue se consideren de interés. Para los sistemas de
agua caliente, del depodsito de almacenamiento y
calentamiento, de la salida mas cercana y de la mas
lejana al depésito, de la salida mas cercana al retorno,
asi como de otros puntos terminales que se
consideren de interés. En torres de refrigeracién se
tomaran muestras del agua de aporte, agua del
depésito (en el punto méas alejado del aporte) y del
retorno.

En la investigacién de brotes, cuando el edificio
(instalacion) sea un hotel u hospital se har4 una
toma de muestras de agua mas exhaustiva,
incluyendo ademéas de los puntos anteriormente
detallados, los siguientes:

1) Duchas y grifos de la/s habitacion/es ocupada/s
por la/s persona/s infectadas.

2) Varios puntos terminales elegidos entre los mas
alejados del sistema de distribucion

3) Duchas o grifos de habitaciones de varios pisos
de manera que sean representativos del
sistema de distribucién de agua del edificio
completo.

4.2. TOMA DE MUESTRA

Las muestras de agua (generalmente de 1 L) se
recogeran en recipientes estériles de vidrio, polietileno
o similar. Si han sido usados previamente, se deberan
limpiar, aclarar con agua destilada o agua del grifo y
esterilizar en autoclave durante 20 min. Si los
recipientes no resisten el autoclave se pasteurizaran
con flujo de agua caliente (>70°C) o con vapor durante
al menos 5 min. Para recoger lodo, depdsitos o
sedimentos se pueden usar contenedores mas
pequefios y estériles, con tapon de rosca.
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En los depdsitos se tomara el agua de la parte baja
de los mismos, si existen sedimentos recoger parte de
ellos, y si existen incrustaciones también rascar parte
de ellas. Para tomar muestra de los puntos terminales,
como duchas y grifos, se elegiran preferiblemente
servicios 0 habitaciones no utilizados en los dias
previos a la toma, y la toma se realizara en 3 pasos: 1)
Abrir la ducha o grifo suavemente y recoger los
primeros 100 ml aproximadamente. 2) Rascar con una
torunda de algoddn, o espatula en el caso de haber
incrustaciones duras, e incluir en el agua. 3) Dejar
correr otra pequefia cantidad de agua (hasta completar
1 L) para que arrastre los restos del rascado. La
torunda se podra sembrar directamente en los medios
de cultivo, en cuyo caso se introducird humedecida en
una pequefia cantidad de agua en un contenedor
pequefio estéril y con tapén de rosca.

Se recogeran detalles sobre el origen (punto
concreto de la toma, instalacion/edificio, direccion de la
instalacion) y volumen de la muestra asi como la
posible presencia de algun biocida. Cuando la muestra
de agua contiene 0 se sospecha que contenga un
biocida oxidante (por ejemplo cloro), afiadir un exceso
de tiosulfato potéasico o tiosulfato sddico al contenedor,
antes o simultaneamente al muestreo.

4.3. TRANSPORTE Y ALMACENAMIENTO DE LAS
MUESTRAS

El analisis microbiolégico debe comenzar lo antes
posible tras la recepcion de la muestra en el
laboratorio. El tiempo méximo recomendado entre la
toma de muestra y su procesamiento es de 2 dias, no
debiendo exceder 5 dias. Las muestras de agua no
deben ser congeladas para su almacenamiento y, en
caso necesario, serdn mantenidas a 2-6°C.

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

Se desecharan muestras con su contenido vertido
o carente de informacion.

5. REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO

5.1. REACTIVOS

5.1.1. Tampo6n &cido pH 2,2

Solucién acida de KCI/HCI 0,2N (pH 2,2) para usar en
el tratamiento de descontaminacion de las muestras
contaminadas.

1. Solucién A: Acido clorhidrico (HCI) 0,2 molL,
disolviendo 17,4 ml de HCI concentrado en 1 L de
agua destilada

2. Solucién B: Cloruro potasico (KCI) 0,2 moliL,
disolviendo 14,9 g de KCl en 1 L de agua
destilada

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

Preparar el tampén acido mezclando 3,9 ml de
solucién A y 25 ml de solucion B. Ajustar el pH a 2,2
por adicion de KOH 1 mol/L.

Almacenar en frascos de vidrio con tapén de rosca
a temperatura ambiente protegidos de la luz un
méaximo de 1 mes. Evitar la excesiva manipulaciéon su
para evitar posibles contaminaciones. Es preferible
conservar en alicuotas.
5.1.2. Solucién salina Page
Composicién:
Cloruro sadico (NaCl) 0,120 g
Sulfato magnésico (MgS0O,.7 H,0) 0,004 g
Cloruro calcico (CaCl,.2 H,O ) 0,004 g

Fosfato disodico (Na,HPO,, 0,142 ¢
Fosfato potasico (KH,PO,) 0,136 9
Agua destilada 1000 ml

Afadir los productos quimicos al agua destilada,
disolver, mezclar bien y esterilizar en autoclave a
121°C durante 15 min.

5.1.3. Solucién de Ringer

Usar una preparacion comercial (normalmente en
forma de tabletas). Preparar una dilucion 1/40 de la
solucion Ringer en agua destilada. Dispensar al
volumen requerido y esterilizar en autoclave a 121°C
durante 20 min.

5.1.4. Leche descremada

Para conservacion de los aislados de Legionella
se utiliza generalmente leche descremada, aunque
ésta puede ser inhibitoria para algunas especies.
Partir de un preparado comercial y seguir las
instrucciones de uso, diluyendo al 10% en agua
destilada. Repartir en viales con tapon de rosca con
0,5 ml de leche/vial, esterilizar en autoclave a 121°C,
enfriar y almacenar hasta su uso a -20°C.

Alternativamente se pueden utilizar otros métodos
de conservacion disponibles, siempre que previamente
se haya comprobado su eficacia.

5.2. MEDIOS DE CULTIVO

En la preparacion de medios de cultivo y tampones
se deberan emplear reactivos de grado analitico,
aunque se podran emplear de otro grado siempre que
se demuestre que no afecta al ensayo. Preparar los
medios de cultivo conforme a las instrucciones del
fabricante empleando agua que cumpla con la norma
ISO 3696 Grado 3.

Se detalla a continuacion la composicion y
preparacion de los medios de -cultivo requeridos,
aunque éstos pueden ser adquiridos comercialmente,
en cuyo caso se prepararan y/o utilizaran segun las
instrucciones del fabricante. Someter a los mismos
controles que los medios preparados en el laboratorio.
5.2.1. Agar BCYEa (buffered charcoal yeast extract
suplementado con a-cetoglutarato)

Composicién por litro:

ACES buffer 109
KOH 28¢g
Carbon activo 29
Extracto de levadura 109
Agar 149
a-Cetoglutarato 1g

L-Cisteina HCI 0,4gen10mL
Pirofosfato férrico 0,25 g en 10 mL
Agua destilada Hasta 1 litro
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Preparacion:
1. Preparar soluciones independientes de L-cisteina

y pirofosfato férrico (lll) disolviendo 0,4 gy 0,25 g
respectivamente en 10 ml de agua destilada. Si el
pirofosfato se disuelve mal, agitar con iman a
50°C. Esterilizar cada solucion por filtracion a
través de una membrana de 0,22 um de poro y de
baja adsorcién. Almacenar en frascos limpios y
estériles a —20°C durante no mas de 3 meses.

2. Afadir el polvo de ACES (N-2-acetamido-2-acido
aminoetanosulfénico) a 500 ml de agua destilada
y disolver en un bafio de agua a 45-50°C. Afadir
el hidréxido potasico (KOH) en lentejas a 480 mi
de agua destilada y disolver con agitacién suave.
Para preparar el tampon ACES mezclar ambas
soluciones.

3. Afadir secuencialmente el carbdn, el extracto de
levadura y a-cetoglutarato (sal monopotésica) a
980 ml de tampon ACES.

4. Preparar una solucion 0,1 mol/L de KOH
disolviendo 5,6 g en 1 L de agua destilada.
Preparar una solucién 0,1 mol/L de acido sulfarico
(H,SO,) afadiendo cuidadosamente 5,3 ml de
H,SO, a 1 L de agua destilada. Usar las
soluciones de 0,1 de mol/L de KOH ¢ 0,1 mol/L
de H,SO, para ajustar el pH a 6,9.

5. Afadir el agar, mezclar y esterilizar en autoclave
a 121°C durante 15 min. Posteriormente
atemperar a 45-50°C en un bafio de agua y
adicionar las soluciones de L-cisteina y pirofosfato
férrico asépticamente, mezclando bien después
de cada adicion.

6. Dispensar en placas de Petri. El pH final del
medio es de 6,9 a 25°C.

7. Almacenar a 4°C, protegido de la luz y la
deshidratacién, hasta un maximo de 1 mes.

Alternativamente se  pueden utilizar medios
comerciales, siempre que cumplan con los controles
detallados en el apartado 5.2.4.

5.2.2. Agar BCYEa sin Cisteina

Preparar este medio igual que BCYEq, pero omitiendo
la adicion de L-cisteina.

5.2.3. Medio selectivo Agar GVPC (BCYEa
suplementado con glicina, vancomicina, polimixina B
y cicloheximida)

Este medio es idéntico al BCYEa pero contiene
ademas glicina (a una concentracion final de 3 g por
litro de medio) y 3 suplementos antibioticos, polimixina
B (a una concentracién final de 80.000 UI/L),
vancomicina (a una concentracion final de 0,001 g/L) y
cicloheximida (a una concentracion final de 0,08 g/L).
Los suplementos de antibidticos se esterilizan
mediante filtracion por filtros de baja adsorcién y de
0,22 pm de tamafio de poro, y se conservan en
recipientes estériles a —20°C durante un periodo
maximo de 6 meses, debiéndose descongelar a
temperatura ambiente antes de su uso.

Solucion de polimixina B: Disolver la cantidad
apropiada (normalmente 200 mg) de polimixina B
sulfato en 100 ml de agua destilada para conseguir
una concentracion de 14.545 Ul/ml. Mezclar v,

después de esterilizar, dispensar en alicuotas de 5,5
ml.

Solucién de vancomicina: Disolver 20 mg de
vancomicina en 20 ml de agua destilada, mezclar v,
después de esterilizar, dispensar en alicuotas 1 ml.

Solucién de cicloheximida: Disolver 2 g de
cicloheximida en 100 ml de agua destilada, mezclar vy,
después de esterilizar, dispensar en volimenes de 4
ml. Se debe tener en cuenta que la cicloheximida es
hepatotdxica, por lo que cuando se manipula el polvo
deben usarse guantes y mascarilla.

Para la preparacion del GVPC, se prepara el agar
BCYEa como se ha descrito anteriormente, afiadiendo
3 g de dlicina después de la adicién del a-
cetoglutarato. Posteriormente se ajusta el pH a 6,9, se
esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 min y
después de adicionar las suspensiones de L- cisteina y
hierro, se afiade asépticamente el volumen necesario
de cada suplemento de antibidtico al medio final.
Mezclar bien, dispensar en las placas de Petri, enfriar
a temperatura ambiente permitiendo que se elimine el
exceso de humedad y conservar un maximo de 1 mes
en condiciones de refrigeracion y protegidas de la luz 'y
la deshidratacion.

5.2.4. Control de los medios de cultivo

Debe evitarse un calentamiento prolongado durante la
esterilizacion, ya que puede afectar a las calidades
nutricionales del medio BCYEa. La variacion de los
ingredientes del medio, lote a lote (particularmente a-
cetoglutarato) puede también afectar a su rendimiento,
por lo que es esencial comprobar la capacidad de cada
nuevo lote de permitir el crecimiento de L. pneumophila
serogrupo 1 en 3 dias de incubacion.

En la evaluacion de la capacidad del medio para
soportar el crecimiento bacteriano es normal usar
cepas de referencia o cultivos de organismos
previamente aislados, mantenidos en el laboratorio. Se
debe tener en cuenta que para Legionella este método
puede ser engafioso, ya que pueden adaptarse
facilmente a crecer en medios de cultivo que no
soportarian el aislamiento primario de cepas salvajes.

Cada lote de medio preparado sera sometido a tres
controles antes de su uso. En el caso de medios de
cultivo comerciales, se debe comprobar que cumplen
los mismos requisitos antes de su utilizacion.

1. Comprobar su pH. Después de la esterilizaciéon en
autoclave, y una vez el medio enfriado,
comprobar, y corregir en su caso, el pH, antes de
dispensarlo en placas de Petri.

2. Comprobar su esterilidad. En cada lote de medio
de cultivo preincubar el 2% de placas a 35°C
durante 24 h, para comprobar la ausencia de
crecimiento bacteriano.

3. Comprobar su capacidad para el crecimiento de
Legionella. Comprobar que el medio de cultivo
preparado soporta el crecimiento de Legionella, y
gue las colonias que produce presentan el
aspecto caracteristico. Lo ideal seria utilizar
medios y materiales de referencia. Al no disponer
de estos materiales se pueden utilizar cualquiera
de los siguientes procedimientos:
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a) Usar placas de un lote previo de medio
conocido que soporte el crecimiento de
Legionella junto con placas de un lote nuevo, e
inocular ambas con una muestra de agua
conocida que contenga Legionella.

b) Obtener una cepa tipo liofilizada de Legionella
pneumophila serogrupo 1, de una coleccion de
cultivos reconocida nacionalmente. Recuperar
segln las recomendaciones dadas 'y
subcultivar en BCYEa para ver su pureza. Si
no se dispone de un cultivo tipo, usar una cepa
recientemente aislada y confirmada como de
L. pneumophila serogrupo 1. Las cepas de L.
pneumophila almacenadas se deben sustituir
después de 10 subcultivos. Después de la
incubacién, hacer una suspensién visible y
dispensar en volimenes de 1 ml en caldo
glicerol estéril 6 solucion salina de Page, para
almacenar a —20°C, o en agua destilada para
almacenar a —70°C. Usar alicuotas de una
suspension de uno (6 mas) aislados vy
descongelar a temperatura ambiente. Agitar
vigorosamente, esperar de 5 a 10 min para
gue se deposite el aerosol, e inocular un
volumen medido (por €j. 0,1 ml) en 2 placas
del medio a controlar.

Después de la incubacién, anotar y comparar los
resultados para asegurar que el nimero y la
morfologia de las colonias son las esperadas.

En ocasiones, puede ser interesante también efectuar
un control cuantitativo de la productividad del medio.
Para ello, podrian utilizarse el método ecométrico de
Mossel (Mossel D, Trees MG, Laarhoven BV, Anniek
MT, Lighttenberg M, Maria EBW. Quality assurance
of selective cultura media for bacteria, moulds and
yeast: An attempt to standardization at internatinal
level. J Appl Bacteriol, 1983; 54: 313-327) o el célculo
de la relacion de productividad mediante la técnica
modificada de Miles & Misra (Basu S, Pal A, Desai
PK. Quality control of culture media in a microbiology
laboratory. Indian J Med Microbiol 2005; 23:159-163).

6. APARATOS Y MATERIAL

- Estufa de 36°C, opcionalmente con 2,5-5% de CO,

- Sistema de vacio

- Sistema de filtracion: soporte (o rampa de soportes)
para filtros de 47 mm de diametro, con pie y valvula
de control de vacio, y embudos abiertos en su parte
inferior, para encajar sobre los soportes

- Agitador vortex

- Bafio de agua a 50°C

- Medidor de pH

- Balanza de precision

- Lupa binocular de al menos 30 aumentos, e
iluminacion incidente oblicua (microscopio de
diseccion)

- Nevera 2 a 8°C

- Congelador -18 a -20°C

- Centrifuga capaz de alcanzar 6.000 xg, con tapa de
seguridad

- Tubos de centrifuga

- Estandar de turbidez de McFarland (McFarland
Barium sulfate standard set) conteniendo 1 vial de
cada estandar de turbidez de 1 a 10

Filtros de ésteres de celulosa, de policarbonato o de
nylon de 47 mm de diametro y con tamafio de poro
de 0,45 um

Matraces de vidrio de 1 L, con una salida lateral para
vacio, con tapon adaptador para conectar la goma de
vacio

Filtros protectores de bomba de vacio, que evitan la
entrada de agua en la bomba de vacio

Material de vidrio estéril: frascos de 1 L y viales de
distinta capacidad con tap6n de rosca, pipetas de 5y
10 mi

Material de plastico estéril: puntas con filtro para
micropipetas automaticas, frascos de distinta
capacidad, placas de Petri, pipetas Pasteur

Material de diseccion estéril (tijeras y pinzas)

Material de laboratorio (asas de siembra, papel de
parafilm para sellar, contenedores para desechar
material infeccioso, papel de manos secante,
micropipetas, pipeteadores)

7. PROCEDIMIENTO

Legionella se puede manipular en un laboratorio de
microbiologia convencional conforme al Nivel de
Contencion 2. Se debe tener en cuenta que la
infeccion se produce por la inhalacién del
microorganismo, por lo que es aconsejable valorar la
capacidad de producir aerosoles durante todo el
procedimiento. Las centrifugaciones y agitaciones
vigorosas pueden producir aerosoles, por lo que es
recomendable dejar reposar 5 a 10 min antes de abrir
los contenedores, y en caso de duda, utilizar una
cabina de seguridad de tipo II-A.

Para asegurar la deteccion de Legionella en una
muestra de agua normalmente se utilizan técnicas de
concentracion, filtracion en el caso de aguas limpias o
centrifugacion en el caso de aguas con turbidez. Si se
sospecha que una muestra de agua puede contener
una elevada concentracion de Legionella (superior a
10° ufc/L) se cultivara la muestra directamente o
después de diluir. Si por el contrario, se sospecha que
la muestra contiene baja cantidad de microbiota se
puede sembrar el filtro directamente en el medio de
cultivo (o tras un tratamiento &cido realizado también
directamente en el filtro).

7.1. CONCENTRACION DE LA MUESTRA

La concentracion de una muestra de agua se
realiza mediante filtracion en el caso de aguas limpias
o mediante centrifugacion en el caso de aguas con
elevada turbidez.
7.1.1. Concentracion mediante filtracion

Utilizar un sistema de filtracion por vacio, con pie y
vélvula de control de vacio, usando membranas de
nylon o policarbonato en el caso de muestras en las
gue después de filtrar se vaya a eluir la bacteria del
filtro, y de ésteres de celulosa en el caso que se vaya a
incubar el filtro directamente en la superficie del medio.
En todos los casos los filtros tendran un tamafio de
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poro de 0,45 pm y 47 mm de didmetro. Si al comenzar
a filtrar la muestra se produce la rapida colmatacion de
la membrana, la muestra se concentrard por
centrifugacion siguiendo el procedimiento descrito en
el apartado siguiente.

En el caso de aguas en las que se sospecha la
presencia de una elevada microbiota acompafiante,
una vez terminada la filtracion, retirar cuidadosamente
el filtro del soporte con pinzas estériles y situarlo
directamente en un frasco estéril con tapén de rosca
que contenga de 5 a 25 ml de diluyente (soluciones de
Ringer o Page, muestra filtrada o agua destilada
estéril) y agitar vigorosamente durante al menos 2 min.
Los filtros pueden cortarse con tijeras estériles 6
rasparse con un raspador estéril, para ayudar a su
suspension. El  concentrado también  puede
introducirse en un bafio de sonicacién de 2 a 10 min.

En el caso de muestras en las que se sospecha
una reducida microbiota acompafante, se podra
depositar el filtro directamente en la superficie del
medio de cultivo, sin haber efectuado ningin
tratamiento, o bien después de haber realizado un
tratamiento acido sobre el propio filtro.

Antes de iniciar la filtraciébn de otra muestra de
agua, limpiar el soporte con alcohol de 96°, secar y
flamear, y esterilizar en autoclave después de filtrar
cada lote de muestras.

7.1.2. Concentracion mediante centrifugacion

Se centrifugard 1 L de muestra agitandola
previamente para resuspender los sedimentos.
Centrifugar a 6.000 g durante 10 min (o 3.000 xg
durante 30 min), manteniendo la temperatura entre 15
y 25°C. Eliminar el sobrenadante asépticamente y
resuspender el depésito en 2 a 20 ml de diluyente
(soluciones de Ringer o Page, sobrenadante
desechado 6 agua destilada estéril). Anotar el volumen
de diluyente utilizado.

7.2. SEDIMENTOS, DEPOSITOS Y LODOS

Si la consistencia de este tipo de muestras lo
permite, plaquear una fraccion no diluida, de igual
modo que un concentrado. Si la muestra requiere ser
diluida para reducir el nUmero de microorganismos
acompafiantes diluir con agua destilada estéril,
solucién salina Page o con solucion de Ringer diluida
(Ver reactivos). Mezclar bien agitando en un vortex
durante no menos de 2 min. y afiadir bolitas de vidrio
estériles, para ayudar a la disgregacion del material.

7.3. DESCONTAMINACION E INOCULACION DE
LOS MEDIOS DE CULTIVO
Se recomienda analizar los concentrados

inmediatamente, en caso contrario se almacenaran a
2-6°C, en oscuridad durante no mas de 14 dias. En
investigaciones de brotes o0 con propositos
epidemiolégicos, se recomienda conservar una
fraccion de concentrado, de igual modo, durante al
menos 3 meses, por si fuera necesario repetir el
proceso.

Dividir las muestras, concentradas 6 no concentradas
en 3 fracciones:

A) Sin tratamiento de descontaminacion:

- Inocular de 0,1 a 0,5 ml de concentrado (o
muestra no concentrada) en una placa de
GVPC

B) Tratamiento con calor:

- Transferir 0,5 ml de concentrado (0 muestra
no concentrada) a un frasco con tapén de
rosca

- Mantener en un bafio a 50°C durante 30 min

- Inocular de 0,1 a 0,5 ml en una placa de
GVPC, tan pronto como sea posible después
de retirarla del bafio de calor

C) Tratamiento acido:

- Centrifugar de 1 a 10 ml de muestra
(concentrada o no concentrada) a 6.000 g
durante 10 min (o 3.000 g durante 30 min.)

- Eliminar la mitad del sobrenadante con una
pipeta estérii y agitar el sedimento
vigorosamente

- Afiadir tampén éacido pH 2,2 (Ver reactivos)
hasta el volumen original, mezclando
suavemente

- Mantener en contacto durante 5 min

- Inocular inmediatamente de 0,1 a 0,5 ml en
una placa de GVPC

- Para los célculos posteriores se debe tener en
cuenta que el concentrado se ha diluido Y.

Alternativamente, se puede emplear tampon &cido
pH 2,2 10X, que se diluye 1/10 con la propia muestra
(concentrada o directa), y se mantienen en contacto
igualmente durante 5 min, evitando la centrifugacion,
antes de inocular en GVPC.

En muestras donde se presupone una microbiota
acompafiante escasa, se puede realizar el andlisis
directamente transfiriendo la membrana sobre la
superficie del medio de cultivo, o bien después de un
tratamiento &cido directamente sobre el filtro. En este
caso se podran emplear membranas de ésteres de
nitrocelulosa y el tratamiento acido se efectuara como
se indica a continuacion:

- Afiadir 20 ml de tampon acido pH 2,2
directamente sobre el filtro, antes de retirar el
embudo de filtracién

- Mantener en contacto durante 5 min

- Eliminar el tampon &cido mediante filtracion
Lavar el filtro con 10 ml de agua destilada
- Con la ayuda de pinzas estériles, colocar el filtro

directamente en una placa de GVPC, colocando
la parte superior del filtro hacia arriba y evitando
burbujas de aire entre el filtro y el medio de
cultivo.

7.4. CONDICIONES DE INCUBACION

Una vez secos los indculos a temperatura
ambiente, se extenderan por toda la placa con ayuda
de un asa bacteriol6gica.

Todas las placas de GVPC inoculadas se
incubardn a 36°C, en aerobiosis y condiciones de
humedad, durante 12-15 dias. Para proporcionar las
condiciones de humedad se puede colocar en la
base del incubador un recipiente con agua destilada
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con una pequefia cantidad de sulfato de cobre
(renovar esta soluciéon 1 6 2 veces por semana). La
incubacion en una atmosfera de aire con 2,5-5% de
diéxido de carbono (CO,) puede ser beneficiosa para
el crecimiento de algunas especies de Legionella.

7.5. EXAMEN DE LAS PLACAS

La clave para el aislamiento de Legionella a partir
de aguas es la observacién diaria de los medios de
cultivo utilizando una lupa binocular. El crecimiento de
la bacteria empieza a ser visible a partir del 3* dia de
incubacion, pero puede requerir mas tiempo, por lo
que los cultivos se mantendran en incubacion hasta
12-15 dias antes de considerarlos negativos. Las
placas se deben examinar cada 1 6 2 dias, ya que las
colonias de Legionella pueden quedar enmascaradas
por el crecimiento de otros microorganismos.

Las colonias de Legionella crecidas directamente
sobre el medio de cultivo son lisas con un borde
entero, tienen un aspecto granular, como “polvo de
vidrio” y a veces presentan un brillo azul-verdoso o
rosa-puUrpura, con un aspecto cristalino caracteristico.
Cuando la bacteria crece directamente sobre los filtros
de ésteres de celulosa produce colonias lisas con un
borde entero, pero de aspecto blanquecino o
amarillento.

Aunque se pueden identificar las colonias
individuales cuando éstas tienen un tamafio que lo
permite, es preferible recuperar del cultivo primario las
colonias sospechosas de ser Legionella, mediante
subcultivo en BCYEa y BCYEa sin cisteina (o agar
sangre). Ello permite disponer de crecimiento
suficiente para realizar los ensayos necesarios para su
identificacion y evita el riesgo de perder las colonias
sospechosas por contaminacion de los cultivos
primarios durante la incubaciéon prolongada. Ademas
permite su conservacion, por si fuera necesario realizar
estudios posteriores.

7.6. IDENTIFICACION DE LAS COLONIAS DE
Legionella

Seleccionar al menos 3 colonias caracteristicas de
Legionella por cada placa de GVPC inoculada, para
subcultivar paralelamente en BCYEa y BCYEa sin
cisteina (0 agar sangre). Subcultivar cada colonia en
ambos medios en las mismas condiciones de
incubacion, durante al menos 2 dias. L. oakridgensis
es la Unica especie que no requiere cisteina en el
aislamiento primario, aunque si lo requiere en
sucesivos subcultivos.

En general, una colonia de Legionella en subcultivo
crece en BCYEa a las 48 h de incubacion a 36°C,
aunque algunas especies pueden requerir una
incubacion mas prolongada y la presencia de 2,5-5%
de CO,. A las 48-72 h el crecimiento aparecera
confluyente en algunas zonas y con pequefias colonias
aisladas en otras.

La identificacion de las colonias de Legionella
incluye:

1. Morfologia caracteristica

2. Comprobacion de crecimiento en BCYEa vy
ausencia de crecimiento en BCYEa sin cisteina (o
en agar sangre).

3. Tincion de Gram. Legionella es un bacilo
gramnegativo que se tifie débilmente con la
coloracion de contraste, por lo que es
recomendable la utilizacién de fuchsina basica al
0,1% en vez de safranina en esta tincion.

La confirmacion definitiva de las colonias de
Legionella se realizard siguiendo los métodos
recogidos en el PNT-LP-03. Se deben confirmar al
menos 5 6 6 colonias por muestra de agua analizada,
ya que es frecuente que una muestra contenga varias
especies 0 serogrupos de Legionella. Finalmente, los
aislados se conservaran congelados.

En el Anexo | se resume este procedimiento.

8. CONTROL DEL PROCEDIMIENTO

Se recomienda que por cada serie de muestras
analizadas se realicen controles de proceso tanto
positivos como negativos, que se trataran de igual
modo que las muestras. Como control positivo del
proceso, se inoculara 1 L de agua estéril con una
suspension bacteriana de L. pneumophila (National
Collection of Type Cultures, NCTC 11192) y como
control negativo 1 L de agua estéril con una
suspensidn bacteriana de E.coli (Coleccién Espafiola
de Cultivos Tipo, CECT 434).

Las suspensiones bacterianas empleadas se
podran preparar en el momento a partir de cultivos
en fase exponencial de crecimiento y se titularan
para conocer la concentracién de microorganismo
inoculado. En este caso, las cepas empleadas
deberan ser sustituidas después de 10 subcultivos.

Alternativamente se podran preparar
suspensiones bacterianas que se conservaran
congeladas en alicuotas. Para ello, preparar
suspensiones bacterianas que se dispensaran en
alicuotas de 1 mL y se conservaran en glicerol estéril
a —20°C o en agua o solucién salina de Page a —
70°C. Después de descongelar la alicuota a
temperatura ambiente, y esperar de 5 a 10 min para
que se deposite el aerosol, se tomaran una porcion
para preparar el control positivo de proceso y otra
porcion se titulard para conocer la concentracion
inoculada en la muestra control.

9. CALCULO Y EXPRESION DE RESULTADOS

Para estimar el recuento, cada dia se deben contar
y anotar, el nUmero de colonias caracteristicas en cada
una de las placas de GVPC, para cada muestra de
agua analizada, aunque la identificacién se realice en 2
0 3 colonias por placa.

Para estimar el n® de unidades formadoras de
colonia (ufc) de Legionella en la muestra de agua
original o sedimento, seleccionar aquella placa de
GVPC que contenga el mayor nimero de colonias. No
es adecuado calcular la media de los recuentos de
todas las placas de GVPC incubadas, ya que éstas no
son replicados. Estimar el niUmero de ufc de Legionella
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en la muestra original de agua aplicando la siguiente
formula:

NxV 1
X J—
J S

C=

Donde:

- C es el nimero de ufc por litro de la muestra original

- N el nimero de colonias en la placa de GVPC con
mayor nimero de colonias

- V el volumen (ml) del concentrado utilizado

- J el volumen (ml) inoculado en la placa

- S el volumen (litros) que fue usado del litro original

El propésito de este procedimiento es demostrar la
presencia o ausencia de Legionella, por lo que la
presencia de colonias se informara como el nimero de
colonias de Legionella estimado expresado en ufc/L, y
la ausencia de colonias como Legionella por debajo
del limite de deteccion.

10. RESPONSABILIDADES

El personal técnico sera el responsable del
procesamiento de las muestras, de la realizacion de
las técnicas y de la validacion de los resultados en
funcion de los controles. El facultativo sera
responsable de la supervision de las tareas
mencionadas, de mantener al dia los procedimientos
de validacion final de los resultados, del célculo y
expresion de los resultados, asi como de su
interpretacion e informe de los mismos.

11. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Cuando se aplican tratamientos de
descontaminacién previos a la inoculacion de los
concentrados en los medios de cultivo, se debe ser
riguroso con los tiempos ya que los tratamientos
aplicados también son agresivos para Legionella.

En la confirmacién de las colonias con morfologia
sugerente, se puede utilizar agar sangre en lugar de
BCYEu sin cisteina para demostrar el requerimiento de
este aminoéacido para el crecimiento de Legionella.

El examen de las placas incubadas debe ser muy
minucioso, ya que la abundante microbiota
acompafiante dificultara el reconocimiento de las
colonias de Legionella.

Resultados negativos no excluyen la posible
existencia de Legionella en la muestra estudiada, ya
gque la bacteria podria encontrarse en una
concentracion inferior al limite de deteccion del
método, estar enmascarada o bien inhibido su
crecimiento por la presencia  de otros
microorganismos.

En la investigacion de brotes, los aislados de
Legionella recuperados de las muestras de agua
deberan enviarse a un laboratorio de referencia para
su posterior identificacion y comparacion con los
cultivos de los pacientes. En estos casos es muy
importante recuperar varias colonias de la misma
muestra de agua (5 6 6 colonias), independientemente
del recuento obtenido.

12. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

La principal limitacién del procedimiento de cultivo
es el tiempo requerido para tener un resultado
(aproximadamente de 4 a 15 dias), lo cual hace que,
en ocasiones haya que tomar medidas antes de
conocer el resultado. Ademas, el aislamiento en cultivo
no permite detectar células viables no cultivables con
capacidad infectiva, ni aislar el microorganismo a partir
de muestras que presentan una abundante microbiota.

A pesar de que el medio de cultivo de Legionella
contiene antifingicos (cicloheximida), las
contaminaciones por hongos son frecuentes, y esto
hace que, en ocasiones, se reduzca
considerablemente el tiempo de incubacién de los
medios, lo que podria impedir la deteccion de la
bacteria. Lo mismo ocurre cuando hay un excesivo
desarrollo de otras colonias bacterianas. Se deberan
extremar las precauciones para evitar la contaminacion
cruzada de unas placas de cultivo a otras en el caso
de que exista contaminacién con hongos filamentosos.

Se debe tener en cuenta que L. pneumophila se
adapta bien a los medios de cultivo utilizados, sin
embargo, no ocurre lo mismo con otras especies, que
crecen con mas dificultad, requieren mas tiempo y, en
ocasiones pueden llegar a perderse en sucesivos
subcultivos.
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Anexo |: Deteccion de Legionella en muestras de agua mediante cultivo

PROCEDIMIENTO: En general, las muestras de agua son concentradas y descontaminadas antes
de su inoculacién en los medios de cultivo. Las muestras de aguas en las que se supone una alta
concentracién de Legionella se pueden sembrar directamente en los medios.

1) Concentracion:

a) En muestras limpias, filtrar mediante vacio, usando membranas de nylon, policarbonato o ésteres
de celulosa de tamafio de poro 0,45 um. Transferir el filtro a un frasco y lavar con 5 a 25 ml de
diluyente (soluciones de Ringer o Page, muestra filtrada o agua destilada estéril). Suspender
agitando vigorosamente durante 2 min, o cortando el filtro con tijeras estériles y agitando, o
raspando con un raspador estéril, 0 en un bafio de sonicacién de 2 a 10 min. Anotar volumen de
concentrado.

Cuando se sospecha una reducida microbiota acompafante se puede sembrar el filtro directamente

en una placa de GVPC, evitando burbujas, o realizar el tratamiento acido sobre el filtro antes de

sembrarlo.

b) En muestras con elevada turbidez, centrifugar a 6.000 xg durante 10 min (6 3.000 xg durante 30
min) y resuspender el sedimento en 2 a 20 ml de diluyente.

Los sedimentos y las torundas de rascado se pueden sembrar directamente en los medios.

2) Descontaminacion e inoculacién de los medios de cultivo: Preparar 3 alicuotas:
a) Sin tratamiento. Inocular de 0,1 a 0,5 ml de concentrado en una placa de GVPC.
b) Tratamiento con calor. Transferir 0,5 ml de concentrado a un frasco con tapén de rosca y
mantener en bafio a 50°C durante 30 min. Inocular de 0,1 a 0,5 ml en una placa de GVPC.
c) Tratamiento acido. Se puede usar cualquiera de las siguientes dos opciones:
- Centrifugar de 1 a 10 ml de muestra a 6.000 xg durante 10 min (6 3.000 xg durante 30 min.),
eliminar la mitad del sobrenadante y agitar el sedimento vigorosamente, afiadir tampén acido
(pH 2,2) hasta el volumen original, mantener en contacto durante 5 min, e inocular
inmediatamente de 0,1 a 0,5 ml en una placa de GVPC. Anotar la dilucion (1/2) y el volumen
inoculado.
- Diluir 0,1 ml de concentrado en 0,9 ml de tamp6n acido y mantener en contacto 5 min, e
inocular de 0,1 a 0,5 ml en una placa de GVPC.
El tratamiento acido sobre el filtro se realizara de la siguiente manera: Afadir 20 ml de tampén
acido (pH 2,2) sobre el filtro antes de retirar el embudo, mantener en contacto 5 min, eliminar el
tampén mediante filtracion, lavar con 10 ml de agua destilada, e inocular el filtro directamente en
una placa de GVPC.
Una vez secos los indculos, se extenderan por toda la placa (excepto si se ha sembrado el filtro
directamente).

3) Incubacion:

- Incubar a 36°C con humedad durante 12-15 dias, revisando las placas cada dia.

- Subcultivar 2 6 3 colonias sospechosas/placa GVPC en BCYEa y BCYEa sin cisteina, e incubar
a 36°C durante al menos 2 dias. Identificar en base a su morfologia, ausencia de crecimiento en
BCYEa sin cisteina y tincion de Gram (bacilo gramnegativo).

- Confirmar 5 6 6 colonias/muestra de agua segun el PNT-LP-02.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El propdsito de este documento es describir los
procedimientos de identificacién de aislados de
Legionella al nivel de especie y serogrupo, mediante
la utilizacion de dos tipos de ensayos seroldgicos
disponibles comercialmente: la aglutinacién con
particulas de latex y la inmunofluorescencia directa
(IFD). Aunque existen en el mercado reactivos
distribuidos por varias casas comerciales vy
cualquiera de los ensayos podrian ser utilizados, en
este procedimiento se describen detalladamente la
aglutinacion con particulas de latex utilizando el kit
Legionella Latex Test® (distribuido por OXOID) y la
IFD Monofluo™ Legionella pneumophila IFA test
(distribuido por Bio Rad Laboratories), por ser los
mas ampliamente utilizados en los laboratorios de
microbiologia clinica y ambiental.

Es de aplicacién a cualquier tipo de -cultivo,
independientemente de que éste se haya obtenido
tras el procesamiento de muestras humanas o de
muestras ambientales.

2. FUNDAMENTO

Legionella es una bacteria de morfologia bacilar,
aerobia, que se tifie débilmente con la tincion de
Gram (bacilo gramnegativo). Su equipo enzimatico
comprende la presencia de una catalasa, de una
citocromo oxidasa y de una gelatinasa, destacando
la ausencia de actividad ureéasica y nitrato reductasa.

El género Legionella se divide en 48 especies,
alguna de las cuales comprende varios serogrupos,
haciendo un total de 70 serogrupos. Aungue
aproximadamente la mitad de estas especies han
estado implicadas en infecciones humanas, se
considera que el principal patogeno del género es L.
pneumophila, y de los 16 serogrupos que
comprende, L. pneumophila serogrupo 1 es el que
causa la mayor parte de los casos y el que se
encuentra mas distribuido en el ambiente.

Tras su aislamiento en cultvo  estos
microorganismos se identifican generalmente en base
a su reaccion con reactivos serologicos, aunque
adicionalmente se pueden utilizar algunas pruebas
bioguimicas.

El ensayo de aglutinacion consiste en una reaccion
antigeno-anticuerpo que permite diferenciar con
rapidez L. pneumophila serogrupo 1, L. pneumophila
sergrupos 2 a 14, o Legionella spp., que incluye los 2
serogrupos de L. longbeachae, los 2 serogrupos de L.
bozemanii, L. dumoffii, L. gormanii, L. jordanis, L.
micdadei y L. anisa.

El ensayo de IFD es un procedimiento de tincién
que permite detectar con rapidez la presencia de
cualquier serogrupo de L.pneumophila directamente
en muestras clinicas o en cultivos. Se realiza con un
reactivo polivalente capaz de reconocer todos los
serogrupos de L. pneumophila.

La IFD es util en laboratorios de microbiologia de
los hospitales, donde el numero de cultivos a
identificar es pequefio, y con una reaccion se
identifican mas del 95% de los aislados recuperados

de pacientes. La aglutinacidn con particulas de latex
puede ser una buena opcién en laboratorios donde
se procesan muestras de agua, donde, en
ocasiones, el numero de colonias a identificar es
elevado, asi como la variedad de especies o
serogrupos  encontrados.  Alternativamente  se
pueden utilizar otros reactivos  disponibles
comercialmente.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Procedimiento en Microbiologia Clinica de la
SEIMC n° 10 de “Seguridad en el laboratorio de
microbiologia clinica”, 2000.

- PNT-LP-01 “Detecciéon de Legionella en muestras
clinicas mediante cultivo”.

- PNT-LP-02 “Deteccién de Legionella en muestras
de agua mediante cultivo”.

- Manual de instrucciones del kit de aglutinacion
Legionella Latex test® (OXOID), proporcionado por
el fabricante.

- Manual de instrucciones del kit “Monofluo™
Legionella pneumophila IFA test Kit” (Bio Rad
Laboratories), suministrado por el fabricante.

4. MUESTRAS

Aunque se pueden identificar las colonias
individuales cuando éstas tienen un tamafio que lo
permite, es preferible recuperar del cultivo primario las
colonias sospechosas de ser Legionella, mediante
subcultivo en medio BCYEa. Ello permite tener
crecimiento suficiente para realizar los ensayos
necesarios para la identificaciéon y, en caso necesario,
su conservacion para realizar estudios posteriores.
Ademas, evita el riesgo de perder las colonias
sospechosas por contaminacion de los cultivos
primarios durante la incubacion prolongada (12-15
dias).

Antes de realizar un ensayo de identificacién hay
gue asegurarse de que se parte de un cultivo puro en
BCYEa, procedente del subcultivo de una uUnica
colonia, y si fuera necesario, subcultivar de nuevo en
BCYEa y BCYEa sin cisteina (0 agar sangre),
debiéndose evitar la identificacion de cultivos viejos.

Cuando se requiera enviar los cultivos de
Legionella a otro laboratorio, el transporte se realizara
en medio BCYEa en placa, o en tubo con agar
inclinado, sellado con parafilm, a temperatura ambiente
y en el menor tiempo posible. Se utilizardn
contenedores y empresas de mensajeria que cumplan
la normativa europea de transporte de material
biolégico (Ver Procedimiento 1a de la SEIMC).

5. PROCEDIMIENTOS DE IDENTIFICACION

Legionella puede manipularse en un laboratorio de
microbiologia convencional conforme al Nivel de
Contencion 2, teniendo en cuenta que la infeccion se
produce tras la inhalacién del microorganismo, por lo
gue se debe evitar la produccion de aerosoles durante
todo el procedimiento.

Aunque se pueden realizar algunas pruebas
bioquimicas en los subcultivos, la Unica que se
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considera definitiva es el requerimiento de L-cisteina.
Todas las especies requieren este aminoacido para
su crecimiento, a excepcién de L. oakridgensis, que
puede no requerirlo en el cultivo primario, pero si en
sucesivos subcultivos.

5.1. PROCEDIMIENTO PARA LA IDENTIFICACION
DE Legionella MEDIANTE AGLUTINACION CON
Legionella LATEX TEST® DE OXOID

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

Los valores de sensibilidad y especificidad, segun
el fabricante, son 99 y 100%, respectivamente.

No existen estudios comparativos sobre los
diferentes métodos de identificacion comercializados,
por lo que alternativamente se pueden utilizar otros
métodos.

5.1.1. Reactivos y productos

Nombre: Legionella Latex Test Kit®

Referencia: DR800M

Suministrador: OXOID Diagnostic Reagents, England
Presentacion: Kit para 50 determinaciones
Conservacion: 2-8°C

Caducidad: la indicada por el fabricante

El contenido del Kit es el siguiente:

- Reactivo de latex para L. pneumophila serogrupo
1 (tap6n negro)

- Reactivo de latex para L. pneumophila
serogrupos 2 al 14 (tapon amarillo)

- Reactivo de latex para otras especies de
Legionella (los 2 serogrupos de L. longbeachae,
los 2 serogrupos de L. bozemanii, L. dumoffii, L.
gormanii, L. jordanis, L. micdadei y L. anisa)
(tapdn blanco)

- Suspension de control positivo para 25
determinaciones (tapén rojo)

- Suspension de control negativo para 25
determinaciones (tapén verde)

- Latex Control, conteniendo particulas azules de
latex sensibilizadas con globulina no reactiva
(tapon azul)

- 2 frascos con solucion tampoén fosfato salino pH
7,3 (tapon rosa)

- 50 tarjetas de reaccion desechables, con 6
pocillos de aglutinacién

- Homogeneizadores de plastico desechables.

5.1.2. Procedimiento operativo

1. Atemperar los reactivos de latex y las tarjetas de

reaccion.

2. Dispensar 1 gota de cada reactivo de latex (tapén
negro, amarillo, blanco y azul) sobre 4 circulos de
la tarjeta de reaccion, en el borde del pocillo.

3. Afadir a cada pocillo 1 gota de tampdn diluyente
(tapon rosa), en el borde del pocillo. No mezclar
con el reactivo de latex en este punto.

4. Recoger una pequefia cantidad de crecimiento
bacteriano (0 una colonia) y emulsionar
suavemente con el tampon de dilucion (se
recomienda una suspension ligera).

5. Mezclar suavemente con el latex cubriendo toda el
area del pocillo.

6. Repetir los puntos 4 y 5 para cada reactivo de
latex.

7. Rotar la tarjeta de reaccién suavemente, durante 1
min.

En cada lote de aglutinaciones se debe incluir un
control positivo (tapdn rojo) y otro negativo (tapon
verde), siguiendo las instrucciones del fabricante.

En el Anexo | se resume este procedimiento.

5.1.3. Obtencidn y expresion de resultados

Se considera un resultado positivo cuando aparece
aglutinacién visible (no emplear lupa para la lectura) de
las particulas de latex azul en menos de 1 min. de
contacto, y no hay aglutinacion con el latex control.
Una reaccion positiva indica que se han detectado los
antigenos especificos L. pneumohila serogrupo 1, de
L. pneumophila serogrupos 2 a 14, 6 de Legionella
Spp..

Se considera un resultado negativo cuando no
aparece aglutinacion visible con los reactivos de latex y
tampoco hay aglutinacion con el latex control, tras 1
min. de contacto. Una reaccion negativa indica que no
se han detectado los antigenos especificos contenidos
en el reactivo de latex.

Se considera un resultado no interpretable cuando
aparece aglutinacion con el latex control, lo que indica
que el cultivo es autoaglutinable.

5.1.4. Anotaciones al procedimiento

Segun el fabricante, se puede dar reaccidon cruzada
entre los serogrupos 1y 9 de L. pneumophila, por lo
gue algunas cepas podrian presentar aglutinacion con
ambos reactivos de latex.

Los cultivos envejecidos pueden producir reacciones
filamentosas que dificultan la interpretacién de los
resultados.

5.1.5. Limitaciones del procedimiento

La aglutinacion con particulas de de latex se

considera una identificacion presuntiva, que puede ser
atil cuando se identifican colonias procedentes de
muestras de agua, pero que, en el caso de la
investigacion de un brote, requiere una confirmacion
por otro método, como el que se describe a
continuacion.
Un resultado negativo con todos los reactivos de
latex no excluye que el cultivo pertenezca al género
Legionella, ya que los reactivos de latex no incluyen
los serogrupos 15 y 16 de L. pneumophila, ni las
restantes 40 especies.
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5.2. PROCEDIMIENTO DE IDENTIFICACION DE L
pneumophila CON EL REACTIVO MONOFLUO™
Legionella pneumophila IFA TEST® DE BIO RAD
LABORATORIES

El reactivo colorante Monofluo anti Legionella
pneumophila  contiene un Unico anticuerpo
monoclonal marcado con isotiocianato  de
fluoresceina (FICT), que reacciona con una proteina
de la membrana externa de todos los serogrupos de
L. pneumophila. Un posterior lavado elimina el
anticuerpo no fijado, y al examinar la extensién con
un microscopio de fluorescencia se puede ver la
pared de estas bacterias. Su uso esta indicado para
la deteccion e identificacion de L. pneumophila
directamente en muestras clinicas o en cultivos. Se
detalla a continuacion el procedimiento de
identificacién de cultivos.

Los valores de sensibilidad y especificidad, segun
el fabricante, son del 100%, tanto para muestras
directas como para cultivos.

5.2.1. Reactivos y productos
Nombre: MONOFLUO™ Legionella pneumophila IFA
Test Kit®
Referencia: 32514
Fabricante: Bio Rad Laboratories, Redmond, WA
98052, USA
Distribuidor: Bio Rad Laboratories, 92430 Mames la
Coquette, France
Presentacion: Kit para prueba de anticuerpos para la
deteccion e identificacién de Legionella pneumophila
en muestras clinicas y cultivos
Conservacion: 2-8°C
Caducidad: la indicada por el fabricante
El contenido del Kit es el siguiente:
- 12  portaobjetos para  microscopia de
fluorescencia (de 2 pocillos)
- Frasco cuentagotas con 1,3 ml de reactivo
colorante anti L. pneumophila (tapén azul)
- Frasco cuentagotas con 2 ml de suspension de
antigeno control positivo (tapéon rojo)
- Frasco cuentagotas con 4 ml de medio de
montaje (tapon blanco)
Ademas se requieren los siguientes reactivos no
incluidos en el Kit:
- Aceite de inmersion
- Solucién fisioldgica normal (NaCl al 0,85% en
agua desionizada)
5.2.2. Aparatos y material
- Estufa 36°C
- Microscopio con iluminacion fluorescente incidente
con lente de 40 aumentos
- Nevera 2-8°C
- Congelador —18-20°C
- Portaobjetos para inmunofluorescencia (los portas
incluidos en el Kit son de 2 pocillos, pero para
identificacién de cultivos se pueden usar portas con
pocillos mas pequefios)
- Cubreobjetos
- Cadmara humeda
- Placa calefactora 35-40°C

- Estandar de turbidez de McFarland (McFarland
Barium sulfate standard set) conteniendo 1 vial de
cada estandar de turbidez de 1 a 10

- Material de plastico estéril: puntas de micropipeta,
pipetas Pasteur

- Material de vidrio estéril: frascos con tapén de
rosca

- Material de laboratorio: asas bacteriolégicas,
contenedores para desechar material infeccioso,
micropipetas

5.2.3. Procedimiento operativo

1. Preparar suspension bacteriana en agua destilada
estéril, partiendo de un cultivo puro en BCYEq,
hasta lograr una turbidez equivalente al estandar
N°1 de McFarland, que se corresponde
aproximadamente con una concentracién de 3x10°
bacterias por ml. Agitar hasta homogeneizar la
suspension.

2. Colocar 2 gotas de la suspension, con una pipeta
Pasteur, en un pocillo del portaobjetos, y aspirar
para que el pocillo quede cubierto con una fina
pelicula de suspension bacteriana. En el caso de
utilizar pocillos méas pequefios afadir menor
cantidad de suspension bacteriana y aspirar.

3. Secar al aire o con ayuda de una placa calefactora
a 35-37°C

4. Fijar al calor pasando el porta por la llama
suavemente varias veces

5. Afiadir 1-2 gotas de reactivo colorante (tapén azul),
o menor cantidad cantidad (10 pl) en el caso de
utilizar pocillos mas pequefios (cantidad suficiente
para que cubra todo el pocillo y no se seque
durante la incubacion).

6. Colocar el porta en la camara humeda e incubar a
35-37°C durante 30 min

7. Escurrir el reactivo y enjuagar con agua destilada

8. Dejar en agua destilada durante 2-10 min

9. Escurrir y dejar secar al aire, a temperatura
ambiente

10.Poner una gota de liquido de montaje (tapdén
blanco) y un cubrir con un cubreobjetos

11.0bservar las preparaciones en el microscopio de
fluorescencia a 40 aumentos.

Las tinciones se pueden conservadas 24 horas, en
oscuridad a 2-8°C, o durante mas tiempo a —20°C, en
cuyo caso se deben atemperar antes de su
observacion microscopica.

De forma simultdnea se realizard una tincion del
control positivo (tapén rojo) y un control negativo (un
cultivo de organismo gramnegativo, como por ejemplo
Escherichia coli), que se procesaran separadamente
de las muestras para evitar contaminaciones cruzadas.
Para ambos proceder de la forma siguiente:

1. Colocar una gota de control positivo (tapon rojo) en
un porta y una gota de suspension bacteriana control
negativo en otro porta, y aspirar para eliminar el
exceso de liquido.

2. Secar al aire y fijar al calor, pasando los portas
suavemente por la llama.

3. Continuar el procedimiento de igual manera que las
muestras.
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En el anexo | se detalla este procedimiento de manera
resumida.
5.2.4. Obtencion y expresion de resultados

Se considera un resultado positivo cuando se
observan bacilos o cocobacilos con una fluorescencia
de color verde claro, de caracteristicas morfolégicas y
de coloracion similares a las observadas en el control
positivo. Este resultado sera interpretado como
presencia de L. pneumophila en el cultivo analizado.
En el caso de cultivos de origen ambiental, también se
pueden observar morfologias filamentosas.

Se considera un resultado negativo cuando los
organismos aparacen sin coloracion, con una
coloracion roja oscuro o dorado anaranjado. En estos
casos Unicamente se puede considerar que el cultivo
analizado no pertenece a la especie L. pneumophila,
pero no se pueden descartar otras especies diferentes.
5.2.5. Anotaciones al procedimiento

Se deben extremar las precauciones para evitar
las contaminaciones cruzadas (es decir, que pasen
las células de Legionella de un porta positivo a otro
negativo).

La confirmaciéon de que un cultivo es positivo
para L. pneumophila se debe hacer en base al
aspecto caracteristico de las colonias, la ausencia de
crecimiento en BCYEa sin cisteina, la morfologia de
los bacilos fluorescentes y los resultados de la tincion
de Gram.

5.2.6. Limitaciones del procedimiento

Un resultado negativo no excluye la posibilidad de
que el cultivo pertenezca al género Legionella, ya
gque el reactivo empleado no incluye especies
diferentes de L. pneumophila, por lo que podria
tratarse de otra especie.

6. RESPONSABILIDADES

El personal técnico sera el responsable del
procesamiento de las muestras, de la realizacién de
las técnicas y de la validacion de los resultados en
funcibn de los controles. ElI facultativo sera
responsable de la supervision de las tareas
mencionadas, de mantener al dia los procedimientos
de validacion final de los resultados, de su
interpretacioén y del informe de los mismos.

7. BIBLIOGRAFIA

1. Clinical Microbiology Procedures Handbook. Segunda
edicién. Editor HD Isenberg. ASM Press Washington, DC.
USA. 2005.

2. Edelstein PH, Beer KB, Sturge JC, Watson AJ, Goldstein
LC. Clinical utility of a monoclonal direct fluorescent
reagent specific for Legionella pneumophila: comparative
study with other reagents. J Clin Microbiol 1985; 22:419-
421.

3. Gosting LH, Cabrian K, Sturge JC, Goldstein LC.
Identification of a species-specific antigen in Legionella
pneumophila by a monoclonal antibody. J Clin Microbiol
1984; 20:1031-1035.



Servicio de Microbiologia Fecha:
Identificacion de los aislados de PNT-LP-03

Legionella Edicion N°01 | Pagina 6 de 6

Hospital...................

Anexo |: Identificacion de aislados de Legionella

PROCEDIMIENTO: Se detallan dos procedimientos de identificacion de cultivos de Legionella,

disponibles comercialmente:

Aglutinacién con particulas de latex con Legionella Latex Test Kit® (OXOID)

- Dispensar 1 gota de cada reactivo de latex (tapdn negro, amarillo, blanco y azul) sobre 4 circulos de la
tarjeta de reaccién, en el borde del pocillo.

- Afiadir a cada pocillo 1 gota de tampédn diluyente (tapon rosa) en el borde del pocillo. No mezclar con
el reactivo de latex en este punto.

- Recoger una pequefia cantidad de crecimiento bacteriano (o una colonia) y emulsionar suavemente
con el tampén de dilucién (se recomienda una suspension ligera).

- Mezclar suavemente con el latex cubriendo todo el area del pocillo.

- Repetir los puntos 4 y 5 para cada reactivo de latex.

- Rotar la tarjeta de reaccion suavemente durante 1 min y anotar el resultado.

En cada lote de aglutinaciones se debe incluir un control positivo y otro negativo, siguiendo las

instrucciones del fabricante.

IFD con MONOFLUO™ Legionella pneumopbhila IFA Test Kit®

- Preparar suspension bacteriana en agua destilada estéril, partiendo de un cultivo puro en BCYEaq,
hasta lograr una turbidez equivalente al estandar N°1 de McFarland (aproximadamente 3x10°
bacterias/ml) y homogeneizar agitando.

- Colocar 2 gotas de la suspensién en un pocillo del portaobjetos (0 menor cantidad si se usan pocillos
de menor tamafio), y aspirar para que el pocillo quede cubierto con una fina pelicula de suspensién
bacteriana.

- Secar al aire y fijar al calor pasando el porta por la llama suavemente varias veces.

- Afiadir 1-2 gotas (o 10 ul en pocillos menores) de reactivo colorante (tapon azul) (cantidad suficiente
para que cubra todo el pocillo y no se seque durante la incubacion).

- Colocar el porta en la camara humeda e incubar a 35-37°C durante 30 min

- Escurrir el reactivo y enjuagar con agua destilada.

- Dejar en agua destilada durante 2-10 min, escurrir y secar a temperatura ambiente.

- Poner una gota de liquido de montaje (tapon blanco) y un cubrir con un cubreobjetos.

- Leer en un microscopio de fluorescencia a 40 aumentos y anotar el resultado.

En cada lote de tinciones introducir un porta control positivo y otro negativo, y procesar

separadamente.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El propdsito de este procedimiento es describir la
técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFl) para la
determinacion cualitativa y/o semicuantitativa de
anticuerpos I1gG, IgM e IgA anti Legionella
pneumophila en suero.

2. FUNDAMENTO

Esta prueba se basa en el método clasico de la
inmunofluorescencia indirecta. Para ello se utiliza un
sustrato antigénico inactivado con calor que
generalmente contiene L. pneumophila serogrupo 1,
aunque también pueden contener una mezcla
polivalente de los serogrupos 1 a 6 de Legionella
pneumophila. Estos antigenos estan comercializados,
estandarizados y prefijados en los portaobjetos sobre
los que se afiaden diferentes diluciones del suero del
paciente. En el caso de que existan anticuerpos en el
suero del paciente frente al correspondiente antigeno,
se formarda un complejo antigeno-anticuerpo. La
posterior adicion sobre este complejo de una
antiglobulina humana marcada con fluoresceina
(FITC) permite la  visualizacion de los
microorganismos con un microscopio de luz
fluorescente con 400 o 500 aumentos. Los
anticuerpos no especificos y demas proteinas se
eliminan por medio de un lavado antes de afadir la
antiglobulina marcada, y un segundo lavado tras la
adicién de ésta, eliminara el conjugado sobrante.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Procedimiento en Microbiologia Clinica de la SEIMC n°
10. “Seguridad en el laboratorio de Microbiologia
Clinica”. SEIMC 2000.

- Procedimiento en Microbiologia Clinica de la SEIMC n°
la. “Recogida, transporte y procesamiento general de
las muestras en el laboratorio de Microbiologia”.
SEIMC 2003.

4. MUESTRAS

Para la realizacion de la técnica de IFI en suero se
requiere sangre (5-7 ml) obtenida por puncién venosa,
gue tras centrifugacién a 3.000 xg durante 10 min
permitird la separacion del suero, que se congelara a
—20°C hasta su utilizacion. Se debe comprobar si
existe un suero pareado y anotarse.

Para un aprovechamiento maximo de esta técnica
se recomienda:

a) Realizar solamente esta prueba con sueros
pareados.

b) Recoger las muestras de suero con al menos
dos semanas de diferencia, y preferiblemente
con seis semanas de diferencia.

¢) Realizar la prueba en las dos muestras
simultdneamente.

d) Guardar las muestras de suero congeladas a -
20°C hasta su utilizacion.

e) No realizar las pruebas en suero hemolitico ni
hiperlipémico.

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS
Todos los reactivos se
comercialmente:
- Control positivo y control negativo
- Tampon fosfato salino (PBS)
- Conjugado marcado con isotiocianato de
fluoresceina (FITC)
- Medio de montaje
- Agua destilada o desionizada

suministran

6. APARATOS Y MATERIAL

- Portas impregnados con antigenos

- Tubos de reaccion adecuados para la
elaboracidn de las series de dilucion o placas de
microtitulacion

- Micropipetas automaticas (10-100 pl y 100-1000
p)

- Micropipeta multicanal 10-50 pl

- Puntas con filtro para micropipetas

- Gradilla

- Cubreobjetos de 60x24 mm

- Camara humeda

- Estufa 37°C

- Cubetas de lavado

- Sujeta-portas

- Mezclador Vortex

- Matraz aforado de 500 ml 6 1.000 ml para la
preparacion del tampén

- Frasco lavador para el tampon

- Cron6metro

- Microscopio de fluorescencia con filtros para
una longitud de onda de excitacién de 450-490
nm y emision 560-590 nm, y con objetivos de
40x y 50x.

7. PROCEDIMIENTO

1. Descongelar los sueros a analizar.

2. Antes de comenzar con la realizacion de la
técnica, atemperar los portas, controles y
conjugados, manteniéndolos a temperatura
ambiente durante 5 min.

3. Reconstituir los controles positivo y negativo con
0,5 ml de agua destilada. Dejar 15 min a
temperatura  ambiente  hasta su  total
reconstitucion.

4. Utilizando placas de microtitulacién, realizar
diluciones seriadas de los sueros (1/8, 1/32,
1/64, 1/128, 1/256, 1/512, 1/1.024) con tampdn
PBS. Como ejemplo, se puede proceder de la
siguiente forma: afiadir en el primer pocillo 70 pl
de PBS y 10 pl de suero. En los 7 siguientes
pocillos afiadir 50 pyl de PBS. De la primera
dilucion ya hecha, se pasaran 50 pl al siguiente
pocillo, mezclando y volviendo a pasar 50 pl al
siguiente y asi sucesivamente.

5. Sacar los portas con el antigeno teniendo cuidado
de no tocar las areas de aplicacion. Para el
marcado de los portas usar solo lapiz duro,
nunca rotulador.



Servicio de Microbiologia

Hospital.........

Deteccion de anticuerpos frente a Legionella | Fecha:
pneumophila en suero mediante
inmunofluorescencia indirecta

PNT-LP-04
Edicibn N°01 | Pagina 3de 4

6. Aplicar 10 pl de cada dilucién en cada pocillo
comenzando por la dilucion al 1/1.024 vy
terminando por la 1/8.

7. Incluir en un pocillo un control positivo y en otro un
control negativo.

8. Incubar en cdmara humeda a 37°C durante 30
min.

9. Extraer el porta de la camara humeda y lavar
estdticamente durante 5 min en una cubeta con
PBS y otros 5 minutos cambiando el PBS. No
mover el porta dentro del PBS. Sacar los portas y
enjuagarlos en otra cubeta con agua destilada.

10. Dejar secar los portas completamente.

11. Afadir 10 pl del conjugado a cada pocillo
cubriéndolos completamente con el mismo.

12. Incubar en camara himeda a 37°C durante 30
min.

13. Repetir el punto n°® 8 y dejar secar.

14. Aplicar 3-4 gotas de medio de montaje por cada
porta y cubrir con el cubreobjetos sin que se
formen burbujas. Eliminar el medio de montaje
excesivo con un papel humedecido en tampén
PBS.

15. Realizar una observacion inmediata en el
microscopio de fluorescencia con el objetivo de
40x o de 50x. Si esto no fuera posible, guardar
los portas en un lugar oscuro y frio y protegidos
de la desecacion (maximo 24 h).

16. Durante la observacion al microscopio, se
recomienda no concentrarse mucho tiempo en la
misma area, es preferible desplazarse por toda la
preparacion con el fin de evitar pérdidas de
fluorescencia.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS
8.1 OBTENCION DE RESULTADOS:

Para la aceptacion de los resultados es
imprescindible haber validado el resultado de los
controles: el positivo debe presentar una fluorescencia
intensa y brillante de color verde manzana, y el
negativo, ausencia de fluorescencia. Los controles
son un suero con anticuerpos y otro sin anticuerpos
anti-Legionella. El suero control positivo debe
proporcionar el titulo esperado dentro del rango de
una dilucion méas o menos. Si el titulo no es el
esperado, se debe repetir todo el procedimiento.

Evaluacion positiva: la fluorescencia especifica es
de un color verde manzana con una intensidad
generalmente de 1+ (débil), 2+ (regular), 3+ (brillante),
hasta 4+ (muy brillante).

Evaluacion negativa: ausencia de flluorescencia.

Las fluorescencias amarillentas o verde oscuras
son inespecificas y no deben tenerse en cuenta.

Titulo: el titulo es el valor reciproco de la mayor
dilucién en la cual se puede observar como minimo
una fluorescencia de 1+. Ejemplo: en caso de
valorarse una dilucién 1/64 como positiva y una
dilucién 1/128 como negativa, el titulo sera de 1/64.

Seroconversion: se considera seroconversion
cuando al analizar dos muestras de suero del paciente
obtenidas con una diferencia de 20 dias, se observa

un aumento del nivel de anticuerpos como minimo del

cuadruple y el titulo de la segunda muestra es =
1/128.

8.2 EXPRESION DE RESULTADOS:

- Un titulo dnico inferior a 1/256 debe considerarse
como hegativo.

- Un titulo igual o superior a 1/128 debe considerarse
como resultado presuntivo de enfermedad o contacto
previo.

- Seroconversién: se observa un aumento del titulo al
menos al cuadruple entre los dos sueros pareados.

9. RESPONSABILIDADES

El personal técnico serd el responsable del
procesamiento de las muestras, de la realizacion de las
técnicas y de la validacion de los resultados en funcion
de los controles. El facultativo sera responsable de la
supervision de las tareas mencionadas, de mantener al
dia los procedimientos de validacién final de los
resultados, de su interpretacion y del informe de los
mismos.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

La interpretacion de los resultados debe hacerse
utilizando los criterios diagnosticos recogidos en la
definicion de caso (apartado 5.1 del documento
cientifico), la cual esta en funcién del tipo de resultado
obtenido (seroconversién o titulo alto) y del tipo de
anticuerpos detectados (L. pneumophila serogrupo 1 o
Legionella de otras especies 0 serogrupos).

Es preferible realizar la determinacion de
anticuerpos en sueros pareados, que dos
determinaciones en ensayos diferentes, ya que se
evitan posibles variaciones de una o dos diluciones,
disminuye el error debido al azar y se aumenta la
exactitud de la técnica.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

La principal limitacién es la necesidad de realizar la
técnica en sueros pareados para poder demostrar una
seroconversion, ya que en ocasiones no se llega a
disponer de una segunda muestra de suero. Ademas,
la seroconversién puede tardar hasta dos meses en
producirse desde el inicio de los sintomas, lo que
provoca un retraso en el diagndstico.

Se debe tener en cuenta que alrededor del 20-30%
de los casos confirmados con cultivo no
seroconvierten, por lo que un resultado negativo no
excluye la enfermedad.
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Anexo |: Deteccion de anticuerpos frente a Legionella pneumophila en suero

mediante inmunofluorescencia indirecta (IFI)

PROCEDIMIENTO: Son necesarios 5-7 ml de sangre obtenidos por puncion venosa. Tras
centrifugacion a 3.000xg durante 10 min se separa el suero, que se congelara a -20°C hasta su
utilizacion. Se debe realizar la prueba con sueros pareados (al menos dos semanas de diferencia, y
preferiblemente 6 semanas de diferencia entre la extraccion de las dos muestras). Se procedera
segln se describe a continuacion:

1. Descongelar los sueros a analizar

2. Atemperar los portas, controles y conjugados dejando a temperatura ambiente 5 min.

3. Reconstituir los controles positivo y negativo con 0,5 de agua destilada y dejar 15 min a
temperatura ambiente

4. Utilizando placas de microtitulacion, realizar diluciones seriadas de los sueros (1/8, 1/32, 1/64,
1/128, 1/256, 1/512, 1/1.024) con tampén PBS. Como ejemplo, se puede proceder de la siguiente
forma: afadir en el primer pocillo 70 pl de PBS y 10 ul de suero. En los 7 siguientes pocillos afadir
50 yl de PBS. De la primera diluciéon ya hecha, se pasaran 50 pl al siguiente pocillo, mezclando y
volviendo a pasar 50 ul al siguiente y asi sucesivamente.

5. Sacar los portas con el antigeno teniendo cuidado de no tocar las areas de aplicacion. Para el
marcado de los portas usar sélo lapiz duro, nunca rotulador.

6. Aplicar 10 pl de cada dilucién en cada pocillo comenzando por la dilucién al 1/1.024 y terminando
por la 1/8.

7. Incluir en un pocillo un control positivo y en otro un control negativo.

8. Incubar en camara humeda a 37°C durante 30 min.

9. Extraer el porta de la cAmara himeda y lavar estaticamente durante 5 min en una cubeta con PBS y
otros 5 min cambiando el PBS. No mover el porta dentro del PBS. Sacar los portas y enjuagarlos en
otra cubeta con agua destilada.

10. Dejar secar los portas completamente.

11. Anadir 10 ul del conjugado a cada pocillo cubriéndolos completamente con el mismo.

12. Incubar en camara humeda a 37°C durante 30 min.

13. Repetir el punto n° 8 y dejar secar.

14. Aplicar 3-4 gotas de medio de montaje por cada porta y cubrir con el cubreobjetos sin que se
formen burbujas. Eliminar el medio de montaje excesivo con un papel humedecido en tampdn PBS.
15. Realizar una observacion inmediata en el microscopio de fluorescencia con el objetivo de 40x o de
50x. Si esto no fuera posible, guardar los portas en un lugar oscuro y frio y protegidos de la
desecacion (maximo 24 h).

16. Durante la observacién al microscopio, se recomienda no concentrarse mucho tiempo en la misma
area, es preferible desplazarse por toda la preparacion, con el fin de evitar pérdidas de fluorescencia.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo de este documento es describir los
métodos de deteccion de antigeno soluble de
Legionella pneumophila en muestras de orina,
basados en técnicas de enzimoinmunoensayo (EIA) e
inmunocromatografia (ICT).

Se describe la metodologia e interpretacion de
resultados de tres técnicas de EIA disponibles
comercialmente: Legionella Urinary Antigen® (Binax,
Portland, USA), Biotest Legionella Urine Antigen®
(Biotest AG, Dreilich, Germany) y Bartels EIA
Legionella Urinary Antigen® (Trinity Biotech Co.
USA), asi como del ensayo de ICT Binax Now™
Legionella Urinary Antigen Test® (Binax, Portland,
USA). También se describen los procedimientos de
concentracion de las muestras de orina utilizando
ultracentrifugacion selectiva y ultrafiltracion mediante
centrifugacién con los sistemas Urfil-10 Concentrator
y Amicon Ultra-4 (ambos suministrados por
Millipore), respectivamente.

2. FUNDAMENTO

Durante un episodio neumonico causado por L.
pneumophila se libera antigeno soluble que puede ser
detectado en la orina. Es detectable desde el inicio de
la sintomatologia, hasta muchos meses después (en
algln caso hasta mas de 1 afio), y no se ve afectado
por la administracién previa de antibidticos.

Un resultado positivo se considera confirmatorio
de la enfermedad reciente o pasada, por lo que estas
técnicas se deberan realizar Unicamente en
presencia de un cuadro clinico compatible, o con
menor sospecha clinica en el caso de brotes
hospitalarios.

Los ensayos de EIA son de tipo sandwich, donde
la presencia del antigeno se revela con un
anticuerpo policlonal frente a L. pneumophila.
Permiten estudiar muchas muestras a la vez o
muestras aisladas, y los resultados se obtienen en 3
0 4 horas.

El ensayo de ICT se realiza sobre una membrana
de nitrocelulosa en la que se encuentran adsorbidos
anticuerpos frente a Legionella pneumophila (en la
linea de muestra) y anticuerpos anti-conjugado
(sobre la linea control), de forma que cuando la
muestra contiene antigeno, este queda retenido en la
linea de muestra y en la linea control. En el caso de
muestras negativas que no contienen antigeno, el
conjugado es retenido Unicamente en la linea
control. Los resultados obtenidos con ICT son
equiparables con los de las técnicas de EIA en
sensibilidad y especificidad, permite la realizacion
individual de los ensayos, y los resultados se
obtienen en 15 minutos.

Por su facilidad de realizacion y lectura el ensayo
de ICT es especialmente Ut en pequefios
laboratorios con un nimero reducido de muestras,
siendo muy Util para determinaciones urgentes. Las
técnicas de EIA pueden ser una buena opcion para
laboratorios con un ndmero considerable de
determinaciones.

Todas las técnicas descritas detectan el antigeno
de L. pneumophila serogrupo 1, con gran
sensibilidad. El EIA de Biotest es el Unico que segin
el fabricante tiene capacidad para detectar todos los
serogrupos de L. pneumophila, asi como otras
especies de Legionella, aunque no garantiza la
misma sensibilidad para todos los serogrupos y
especies.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Procedimiento en Microbiologia Clinica de la
SEIMC n° 10 de “Seguridad en el laboratorio de
microbiologia clinica”, 2000.

- Procedimiento en Microbiologia Clinica de la
SEIMC n° 1l1la de “Recogida, transporte vy
procesamiento general de las muestras en el
laboratorio de microbiologia”, 2003.

- Procedimiento en Microbiologia Clinica de la
SEIMC n° 19 de “Técnicas rapidas de deteccion de
antigeno”, 2005.

- Manual de instrucciones del EIA Legionella Urinary
Antigen® (Binax, Portland, USA), suministrado por
el fabricante.

- Manual de instrucciones del EIA Biotest Legionella
Urinary Antigen® (Biotest AG, Dreilich, Germany),
suministrado por el fabricante.

- Manual de instrucciones del EIA de Bartels EIA
Legionella Urinary Antigen® (Trinity Biotech Co.
USA), suministrado por el fabricante.

- Manual de instrucciones del ICT Binax Now™
Legionella Urinary Antigen Test® (Binax, Portland,
USA), suministrado por el fabricante.

- Manual de instrucciones del ensayo de
ultracentrifugacién selectiva Urfil-10 Concentrator®
(Millipore) suministrado por el fabricante.

- Manual de instrucciones del ensayo de
ultrafiltracion mediante centrifugaciéon Amicon Ultra-
4® (Millipore) suministrado por el fabricante.

4. MUESTRAS

Para estas determinaciones se requieren al
menos 2,5 ml de orina, pero es preferible utilizar 10
ml. Si la muestra no se puede procesar
inmediatamente, se puede mantener a 4°C durante 1
semana. Para periodos mas largos congelar a —
20°C. Se debe conservar una fraccién de orina sin
tratar hasta conocer el resultado final.

Seran rechazadas las muestras mal etiquetadas o
recogidas en contenedores no estériles, asi como
muestras con volumen insuficiente para realizar la
determinacién (menos de 2'5 ml.).

Las muestras de pacientes que tengan una
determinacion de deteccion de antigeno de L.
pneumophila positiva (maximo 1 mes) o negativa
previa (maximo 1 semana) no seran estudiadas y
seran informadas como muestra no procedente por
positivo 0 negativo previo, respectivamente.

4.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE ORINA
Para aumentar la sensibilidad de los ensayos, es
preferible  trabajar con orinas previamente
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concentradas. También es recomendable trabajar
con orinas hervidas para eliminar sedimentos y evitar
falsos positivos. Ambos procesos se realizaran antes
de comenzar cualquiera de los ensayos. En caso de
no disponer de sistemas de concentracién, se
procedera con la orina sin concentrar.

Para hervir las muestras de orina se requiere el

siguiente material:

- Pipetas Pasteur

- Bafio de ebullicién

- Tubos vidrio 10 ml

- Centrifuga

El hervido de las orinas se realiza antes de iniciar la
concentracion, de la siguiente manera:

1. Hervir durante aproximadamente 5 min y dejar
atemperar

2. Centrifugar 15 min a 1.500 xg

3. Guardar aproximadamente 1 ml del
sobrenadante como orina directa.

4. Sifuera necesario, se realizaran nuevos pasos de
centrifugacion de 5 min hasta conseguir eliminar
la turbidez.

5. Concentrar 2,5-10 ml del sobrenadante por
ultrafiltracién selectiva aproximadamente 25
veces. Alternativamente puede utilizarse la
ultrafiltracién por centrifugacion.

4.1.1. Concentracion por ultrafiltracion selectiva

El sistema de ultrafiltracion selectiva consiste en una
celda donde se pone la muestra en contacto con un
material absorbente mediante una membrana de
permeabilidad selectiva, que permite el paso del
agua Yy solutos de bajo peso molecular,
concentrandose progresivamente el antigeno al
disminuir el volumen de liquido.

Material:
- Pipetas Pasteur
- Tubos vidrio 10 ml

Reactivos:
Nombre: Urfil-10 Concentrator®
Referencia: 12.263
Suministrador: Millipore
Presentacion: 32 concentradores por caja
Conservacion: 18-25°C
Caducidad: 1 afio

Procedimiento (Figura 1)

1. Afadir 2,5-10 ml del sobrenadante de la orina
previamente hervida y centrifugada por el
orificio situado en la parte superior del
concentrador.

2. Esperar hasta que el volumen de liquido
disminuya hasta el nivel de concentracion
deseado.

3. Retirar la muestra ya concentrada con una
pipeta Pasteur por el orificio superior del
concentrador.

[ Tt I-;-l- -.-‘l-..:i..
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Figura 1. Imagen del sistema de concentracién
Urfil-10 Concentrator

4.1.2. Concentracion por ultrafiltracion mediante
centrifugacion

El dispositivo combina una membrana de ultrafiltracién
de baja adsorcion en una carcasa vertical acoplada a un
tubo de centrifugacion. El agua y solutos de bajo peso
molecular atraviesan la membrana como consecuencia
de la centrifugacién, concentrandose progresivamente el
antigeno.

Material
- Pipetas Pasteur
- Tubos vidrio 10 ml

Reactivos
Nombre: Amicon® Ultra-4
Suministrador: Millipore
Conservacién: 18-25°C
Caducidad: 1 afio

Procedimiento (Figura 2)

1. Afadir 2,5-4 ml del sobrenadante de la orina
previamente hervida y centrifugada al tubo de
centrifugacion.

2. Centrifugar los tubos a 3000g durante 15-20
minutos hasta que se haya concentrado la
muestra (unas 25 veces).

Retirar el tubo concentrador de la muestra ya
concentrada con una pipeta Pasteur.
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Material absorbente

Muestra

Membrana
ultrafiltracion

Sellado Muestra
impermeable concentrada

Principio Final

Figura 2. Imagen del sistema de concentracion
Amicon® Ultra-4

5. PROCEDIMIENTOS OPERATIVOS
51. PROCEDIMIENTO DE DETECCION DE
ANTIGENO DE L. PNEUMOPHILA SEROGRUPO 1
MEDIANTE EL ENSAYO DE EIA DE BINAX

El EIA es de tipo sandwich donde la presencia de
antigeno se revela con un anticuerpo policlonal
frente a L.pneumophila serogrupo 1 y una proteina
conjugada con peroxidasa.
5.1.1 Reactivos y productos

Nombre: Legionella Urinary Antigen ELISA® (Binax,

Portland, USA).

Referencia: 851-000

Suministrador: CBF LETI SA.

Presentacion: kit para 96 determinaciones.

Conservacion: 6°C

Caducidad: la indicada por el fabricante.

Contenido del kit:

- Placa de microtiter de 96 pocillos

- 1 vial control positivo

- 1 vial control negativo

- 1 vial tampédn de lavado (10x)

- 1 vial conjugado

- 1 vial de substrato de color

- 1 vial de solucién de parada
5.1.2. Aparatos y material

- Pipeta automatica 100 pl

- Puntas de pipeta

- Lector placas EIA a una longitud de onda de 450

nm
5.1.3. Procedimiento operativo
Distribuir las muestras y controles en el soporte de
disposicion de muestras.

1. Dispensar 100 pl de control positivo y control
negativo en los pocillos B1 y C1, respectivamente.
Reservar el primer pocillo (A1) para el blanco.

2. Anadir 100 pl de cada muestra en los pocillos
correspondientes.

3. Afadir 100 pl de conjugado en todos los pocillos
ocupados excepto en el pocillo Al (blanco).

4. Incubar a temperatura ambiente (20-25°C)
durante aproximadamente 2 horas.

5. Preparar la dilucion de uso (1x) de la solucion de
lavado, mezclando los 40 ml de solucion 10x con
360 ml de agua destilada. Conservar a
temperatura ambiente hasta la caducidad del kit.

6. Lavar 3 veces todos los pocillos incluido el blanco,
con 300 pl de solucion de lavado (1x). El lavado
se ha de hacer manualmente vertiendo el
contenido de los pocillos de la placa y golpeando
la placa invertida sobre un papel absorbente
limpio.

7. Afadir 200 pl de substrato de color en todos los
pocillos incluido el blanco.

8. Incubar a temperatura ambiente (20-25°C) en
ausencia de luz durante 15 min.

9. Afadir 50 pl de solucién de parada en todos los
pocillos incluido el blanco.

10.Leer las absorbancias a 450 nm, utilizando como
blanco el pocillo Al.

Se debe incluir un control positivo y otro negativo en
cada ensayo y se procesaran como las muestras.
5.1.4. Interpretacion y célculo de resultados

Para que un ensayo sea considerado valido la lectura
de la absorbancia del control negativo debera ser <
0,100 y la absorbancia del control positivo = 3 veces la
absorbancia del control negativo.

Se consideran positivas aquellas muestras en las
gque el cociente entre su absorbancia y la
absorbancia del control negativo es = 4. Se
consideran negativas las muestras en las que este
cociente es < 3. Las muestras en las que este
cociente se encuentre entre 3 y 4 se consideran
como valor limite, siendo necesaria la solicitud de
una nueva muestra.

5.1.5. Anotaciones al procedimiento

Todos los reactivos se deben atemperar antes de su
uso. El substrato de color debe conservarse en frasco
oscuro ya que es sensible a la luz. La solucion de
parada debe manipularse con precaucion ya que
contiene &cido sulfdrico, que puede causar quemaduras.

Un lavado insuficiente puede dar lugar a resultados
erréneos. Si la absorbancia del control negativo es
superior a 0,100 el numero de lavados debe
incrementarse.

5.1.6. Limitaciones del procedimiento

El ensayo ha sido validado Unicamente para
muestras de orina y no para otro tipo de muestras
clinicas que puedan contener también antigenos de
Legionella. No se puede utlizar este ensayo con
muestras de agua, para las que el fabricante tiene
comercializado otro ensayo, denominado Equate
Legionella Water Test®, por lo que ambos ensayos no
son intercambiables.

El ensayo ha sido validado y es especifico
Unicamente para L. pneumophila serogrupo 1, por lo que
un resultado negativo no descarta una infeccién por
Legionella pneumophila de otros serogrupos u otras
especies del género.
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52. DETECCION DE ANTIGENO DE Legionlla
MEDIANTE EL ENSAYO DE EIA DE BIOTEST
El EIA es de tipo sandwich y la presencia de

antigeno se revela con anticuerpos policlonales
marcados con peroxidasa que reaccionan con L.
pneumophila serogrupo 1, asi como con el resto de
los serogrupos de L. pneumophila y otras especies.
5.2.1. Reactivos y productos

Nombre: Biotest Legionella Urine Antigen EIA®

(Biotest AG, Dreieich, Germany)

Referencia: 807 600

Suministrador: IZASA

Presentacion: kit para 96 determinaciones

Conservacion: 6°C

Caducidad: la indicada por el fabricante

Contenido del kit:

- 12 placas de microtiter individuales con 8

pocillos

- 1 vial control positivo

- 2 viales control negativo

- 1 vial tampdn de lavado (500x)

- 1 vial conjugado

- 2 viales sustrato

- 1 vial solucién de parada

5.2.2. Aparatos y material

- Pipeta automética 100 pl

- Puntas de pipeta

- Camara humeda

- Estufa de cultivos a 36°C

- Papel absorbente

- Lector placas EIA a una longitud de onda de 450

nm
5.2.3. Procedimiento operativo

1. Dispensar 100 pl de los controles negativos en
los pocillos B1 y C1, respectivamente, y 100 pl
del control positivo en el pocillo D1 del soporte.
Reservar el primer pocillo para el blanco.

2. Afadir 100 pl de muestra en los pocillos
correspondientes.

3. Incubar a aproximadamente 36°C en la estufa
durante aproximadamente 1 hora en camara
himeda.

4. Preparar la solucion de lavado 1x, mezclando 1
ml de solucion (500x) con 500 ml de agua
desionizada. Conservar a temperatura ambiente
hasta 1 semana.

5. Lavar 3 veces todos los pocillos incluido el
blanco, con 500 I de solucion de lavado (1x). El
lavado se ha de hacer manualmente vertiendo
el contenido de los pocillos de la placa y
golpeando la placa invertida sobre un papel
absorbente limpio.

6. Afadir 100 pl de conjugado en todos los
pocillos.

7. Incubar en camara himeda a 36°C en estufa
durante aproximadamente 1 hora.

8. Lavar 3 veces todos los pocillos incluido el
blanco, con 500 ul de solucién de lavado (1x),
igual que en el lavado anterior.

9. Afiadir 100 pl de sustrato en todos los pocillos.

10.Incubar a temperatura ambiente (20-25°C) en

ausencia de luz durante 10 min.

11.ARadir 100 pl de solucién de parada en todos

los pocillos.

12.Leer las absorbancias a 450 nm, siguiendo las

instrucciones del fabricante.
Debe incluirse un control positivo y otro negativo en
cada ensayo y se procesaran como las muestras.
5.2.4. Interpretacion y célculo de resultados

Para que un ensayo sea considerado valido la lectura
de la absorbancia del control negativo debera ser <0,100
y la absorbancia del control positivo >0,600.

Se consideran positivas aquellas muestras con una
lectura de absorbancia superior al valor de corte. Se
consideran negativas las muestras con una lectura de
absorbancia inferior al valor de corte. El valor de corte se
calcula sumando 0,200 a la absorbancia del control
negativo.

Las muestras con lecturas de absorbancia
intermedias, comprendidas entre la absorbancia del
control negativo + 0,100 y el valor de corte, se
consideran como valores limite, siendo necesaria la
solicitud de una nueva muestra.

5.2.5. Anotaciones al procedimiento

Todos los reactivos se deben atemperar antes de su
uso. El substrato de color debe conservarse en frasco
oscuro ya que es sensible a la luz. La solucion de
parada debe manipularse con precaucién ya que
contiene &cido sulfdrico, que puede causar quemaduras.

Un lavado insuficiente puede dar lugar a resultados
erréneos. Si la absorbancia del control negativo es
superior a la esperada se deben incrementar el nimero
de lavados.

5.2.6. Limitaciones del procedimiento

El ensayo ha sido validado Unicamente para muestras
de orina y no para otro tipo de muestras clinicas que
puedan contener antigeno de Legionella.

A pesar de que el ensayo muestra una alta reactividad
con distintas especies de Legionella, no garantiza la
misma sensibilidad para todas las especies descritas,
por lo que un resultado negativo no descarta una
infeccion por Legionella.

5.3. DETECCION DE ANTIGENO DE L. pneumophila
SEROGRUPO 1 MEDIANTE EL ENSAYO DE EIA DE
BARTELS
El EIA es de tipo sandwich y la presencia de
antigeno se revela con un anticuerpo policlonal
frente a L. pneumophila serogrupo 1 conjugado con
peroxidasa.
5.3.1. Reactivos y productos
Nombre: Bartels EIA Legionella Urinary Antigen®
(Trinity Biotech Company)
Referencia: B 1029-440
Suministrador: Innogenetics SA
Presentacion: kit para 96 determinaciones
Conservacion: 6°C
Caducidad: la indicada por el fabricante
Contenido del kit:
- Placas de microtiter de 96 pocillos
- 1 vial control positivo
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- 1 vial control negativo

- 1 vial tampdn de lavado (20x)

- 1 vial conjugado

- 1 vial Substrato A

- 1 vial Substrato B

- 1 vial Solucién de parada
5.3.2. Aparatos y material

- Pipeta automética 100 pl

- Puntas de pipeta

- Estufa de 36°C

- Lector placas EIA a una longitud de onda de
450 nm

5.3.3. Procedimiento operativo

Distribuir las muestras y controles en el soporte de
disposicion de muestras.

1. Dispensar 100 ul de control positivo y control
negatvo en los pocilos Bl1 y C1,
respectivamente. Reservar el primer pocillo para
el blanco.

2. Anadir 100 pl de muestra en los pocillos
correspondientes.

3. Afadir 100 pl de conjugado en todos los
pocillos.

4. Incubar a 36°C durante 50 min.

5. Preparar la solucién de lavado a la diluciéon de
uso, diluyendo 1/20 en agua destilada estéril (50
ml solucién en 950 ml de agua). Esta solucién
puede conservarse en un recipiente no metalico,
a temperatura ambiente hasta un maximo de
una semana.

6. Lavar 4 veces todos los pocillos incluido el
blanco, con 400 pl de solucién de lavado (1x). El
lavado se ha de hacer manualmente vertiendo
el contenido de los pocillos de la placa y
golpeando la placa invertida sobre un papel
absorbente limpio.

7. Anadir 50 pl de substrato A en todos los pocillos
incluido el blanco.

8. Afadir 50 pl de substrato B en todos los pocillos
incluido el blanco.

9. Incubar a 36°C 10 min en ausencia de luz.

10.Afadir 100 pl de solucion de parada en todos
los pocillos incluido el blanco.

11.Leer las absorbancias a una longitud de onda
de 450 nm, siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Debe incluirse un control positivo y otro negativo en
cada ensayo y se procesaran como las muestras.
5.3.4. Interpretacion y calculo de resultados

Para que un ensayo sea considerado valido la lectura
de la absorbancia del control negativo debera ser <
0,120 y la del control positivo = 4 veces el valor de la
absorbancia del control negativo.

Se consideran positivas aquellas muestras con una
lectura de absorbancia = 4 veces la absorbancia del
control negativo. Se consideran negativas aquellas
muestras con una lectura de absorbancia < 4 veces la
absorbancia del control negativo.

5.3.5. Anotaciones al procedimiento

Todos los reactivos deben atemperarse antes de su
uso. La solucion de parada contiene acido fosférico,
gue puede resultar corrosivo, por lo que debe
manejarse con cuidado, evitando el contacto con piel,
0jOS Yy mucosas.

Los micropocillos no utilizados se pueden sellar y volver
a guardar. Los micropocillos no deben ser reutilizados.
5.3.6. Limitaciones del procedimiento

El ensayo ha sido validado para muestras de orina, y
es especifico Unicamente para L. pneumophila
serogrupo 1, por lo que un resultado negativo no
descarta una infeccién por otros serogrupos de
Legionella pneumophila u otras especies del género.

5.4. DETECCION DE ANTIGENO DE Legionella
pneumophila SEROGRUPO 1 MEDIANTE EL ENSAYO
DE ICT

Como ocurre con las técnicas de EIA, el ensayo de
ICT es una técnica de diagndstico rapido de la
legionelosis debidas a L. pneumophila serogrupo 1,
gue permite estudiar muestras aisladas o muchas
muestras simultaneamente. La reaccién es visible en
15 min.

Consiste en una membrana de nitrocelulosa
donde estan adsorbidos en diferentes lineas
anticuerpos frente a L. pneumophila serogrupo 1,
formando la linea de muestra, y anticuerpos anti-
conjugado, formando la linea control. Por otro lado,
los anticuerpos conjugados con particulas de oro
coloidal se encuentran desecadas sobre un soporte
inerte. El conjugado asi preparado y la membrana de
nitrocelulosa se combinan formando la tarjeta de
reaccion. Dicha tarjeta contiene una abertura donde
se inserta el escobillén con la muestra. En el caso de
muestras que contengan antigeno de L. pneumophila
serogrupo 1, éste sera capturado por el anticuerpo
fijado en la linea de muestra y sera detectado por el
anticuerpo conjugado. El anticuerpo anti-conjugado
también capturard al anticuerpo conjugado formando
la linea control.

5.4.1. Reactivos y productos

Nombre: Binax Now™ Legionella Urinary Antigen
Test®

Referencia: 852-000

Subministrador: CBF LETI SA
Presentacion: Kit para 22 determinaciones
Conservacion: Temperatura ambiente
Caducidad: La indicada por el fabricante
Calibracién: No procede

Contenido del kit:

- 1 vial reactivo A

- 1 escobillén control positivo

- 1 escobillén control negativo

- 24 escobillones para muestras

- 22 tarjetas de reaccién

5.4.2. Procedimiento operativo

1. Introducir el escobillon para
directamente en la orina del paciente.

2. Escurrir adecuadamente el escobilléon contra las
paredes del recipiente para eliminar el exceso de
muestra

muestras
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3. Introducir el escobillén en la tarjeta de reaccion
4. Afiadir dos gotas del reactivo A, segun la figura
3

5. Cerrar la tarjeta de reaccion y leer el resultado a
los 15 min

Incorrecto

y = *,_ Correcto

"

et

%,

Figura 3. Adicién del reactivo A en posicion vertical

Se deben comprobar los controles positivo y
negativo incorporados en cada lote de ensayos.
5.4.3. Interpretaciéon y de los resultados

Como muestra la figura 4, un test es negativo
cuando Unicamente se obtiene banda de color rosa
en la linea control, y es positivo cuando se obtiene
banda de color en la linea control y también en la
linea de muestra. El test no sera valido si no aparece
banda de color en la linea control,
independientemente de lo que ocurra en la linea de
muestra, en cuyo caso se repetira el ensayo.

En muestras muy hematicas la hemoglobina
puede interferir en la lectura de las lineas. En estos
casos se solicitard nueva muestra.

RESULTADO
NEGATIVO

CONROL
MUESTRA

RESULTADO
POSITIVO

CONTROL
WUJESTRA g
RESULTADO RESULTADO

SIN VALIDEZ  SIN VALIDEZ
COWTROL CONTROL

MEISTRA MIRESTRA
Ninguna
limeq

Linea de
muesirn
LicmmenE

Figura 4. Lectura de los resultados del ensayo de
ICT

5.4.4. Anotaciones al procedimiento

La falta de color en la banda control podria deberse
a la adicion de cantidad insuficiente de Reactivo A,
por lo que se recomienda afadir este reactivo
manteniendo el envase en posicion vertical, como
indica la figura 3.

No se recomienda utilizar torundas diferentes de las
suministradas en el kit. Las torundas control deben
manipularse con las mismas precauciones que las
muestras.

5.4.5. Limitaciones del procedimiento

El ensayo ha sido validado Gnicamente para muestras
de orina y no para otro tipo de muestras clinicas.
Tampoco puede utilizarse con muestras de agua.

Un resultado negativo no descarta la posibilidad de una
infeccién debida a L. pneumophila serogrupo 1, en la
gue los niveles de antigeno en orina se encuentren por
debajo del limite de deteccion del ensayo. Un resultado
negativo tampoco descartaria una infeccién causada por
L. pneumophila de otros serogrupos u otras especies del
género.

6. EXPRESION DE RESULTADOS

En el caso de tener un resultado positivo el informe
recomendado seria: “deteccion de antigeno soluble
de Legionella pneumophila serogrupo 1: positiva”,
cuando se utilizan los ensayos de EIA (Binax o
Bartles) o el ensayo de ICT. Si se utiliza el ensayo de
EIA de Biotest se expresara como “deteccion de
antigeno soluble de Legionella: positiva”.

En el caso de tener un resultado negativo se
expresaria como “deteccion de antigeno soluble de
Legionella pneumophila serogrupo 1: negativa”,
cuando se utilizan los ensayos de EIA (Binax o
Bartles) o el ensayo de ICT. En caso de utilizar el
ensayo de EIA de Biotest se expresard como
“detecciébn de antigeno soluble de Legionella:
negativa”.

En cualquier caso, se debe indicar si la muestra
de orina ha sido concentrada o no, ya que el factor
de concentracion puede influir en el resultado final.

En el caso de que no proceda la realizacion de
los ensayos por disponer de ensayos previos, se
informara también el motivo: “deteccion de antigeno
soluble de Legionella: no procedente por
determinacion previa positiva hace menos de un
mes” 0 “deteccion de antigeno soluble de Legionella
pneumophila: no procedente por determinacién
previa negativa hace menos de una semana 0 aun
pendiente”.

7. RESPONSABILIDADES

El personal técnico serd el responsable del
procesamiento de las muestras, de la realizaciéon de las
técnicas y de la validaciéon de los resultados en funcion
de los controles. El facultativo sera responsable de la
supervision de las tareas mencionadas, de mantener al
dia los procedimientos de validacion final de los
resultados, de su interpretacion y del informe de los
mismos.
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8. LIMITACIONES GENERALES DE LOS
PROCEDIMIENTOS

La deteccion de antigeno mediante estas técnicas
puede confirmar una infeccién por Legionella tanto
pasada como reciente, por lo que estos ensayos se
deben realizar exclusivamente en presencia de un
cuadro clinico compatible, o con menor sospecha
clinica en el caso de brotes hospitalarios.

Algunos autores han observado que algunos de
los ensayos de EIA pueden detectar no sélo L.
pneumophila serogrupo 1, sino también otros
serogrupos de L. pneumophila. Si bien este hecho no
tiene repercusion clinica, si podria influir en los datos
de prevalencia de los distintos serogrupos de L.
pneumophila.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo de este documento es describir los
procedimientos mas aceptados para la prevencion y
control de la legionelosis hospitalaria. Se contemplan
el sistema de distribucién de agua caliente y fria y las
torres de refrigeracion o dispositivos analogos de los
hospitales. Se incluyen medidas generales de
prevencion, investigacion de brotes hospitalarios de
legionelosis, disefio y mantenimiento de las
instalaciones y una revision de distintos sistemas de
desinfeccion de choque y procedimientos
complementarios.

Es un documento de consulta para las personas
que intervienen en esta tarea, como el servicio de
mantenimiento del hospital y el grupo encargado del
control de la infeccion nosocomial.

2. FUNDAMENTO

En los centros sanitarios coinciden una serie de
factores que favorecen la incidencia y gravedad de la
legionelosis. De un lado, la concentracion de
enfermos de riesgo con diferentes tipos de
inmunodepresion y, por tanto, con un riesgo elevado
de desarrollar formas graves de legionelosis. De otro
lado, los hospitales suelen ser edificios grandes, que
disponen de redes de agua sanitaria complejas y en
ocasiones antiguas, donde la colonizacion por
Legionella puede ser elevada.

Muchos hospitales describen experiencias de
casos 0 brotes sucesivos en el tiempo, que en la
mayor parte de las ocasiones suelen corresponder a
legionelosis  nosocomial endémica, situacion
frecuente en la actualidad. Estos brotes se han
atribuido a la contaminacion de los sistemas de
abastecimiento de agua, fundamentalmente el agua
caliente, aunque también puede verse implicado el
circuito de agua sanitaria fria. En los ultimos afios las
torres de refrigeracion han perdido protagonismo
como origen de los casos de legionelosis
nosocomial.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Real Decreto 865/2003, de 18 de Julio, por el que se
establecen los criterios higiénico-sanitarios para la
prevencion y control de la legionelosis. BOE n° 171,
18-7-2003.

- AENOR, INFORME UNE 100030 IN. “Guia para la
prevencion y control de la proliferacion y
diseminacién de Legionela en instalaciones”. 2001.

- Real Decreto 1751/1998, de 31 de Julio, por el que
se aprueba el reglamento de instalaciones térmicas
en los edificios y sus instrucciones técnicas
complementarias, y se crea la comisiébn asesora
para las instalaciones térmicas de los edificios.
BOE n° 186, 5-8-1998.

- Orden de 9 de diciembre de 1975 del Ministerio de
Industria, por el que se aprueban las Normas
béasicas para instalaciones interiores de suministro
de agua. BOE n°.11,13/1/1976, y BOE n°.37,
12/2/1976.

4. FUENTES DE EXPOSICION HOSPITALARIAS

El hospital ofrece miltiples fuentes potenciales de
exposicién. Los aerosoles mas habitualmente
implicados en la aparicion de legionelosis nosocomial
son los generados por las duchas y grifos de agua
caliente de los lavabos. Se han descrito casos
asociados con el uso de nebulizadores y equipos de
terapia respiratoria, material de irrigacion, piscinas de
hidroterapia, equipos de extincién de incendios
utiizados recientemente y cubitos de hielo
producidos por maquinas situadas en plantas de
hospitalizacién, entre otras fuentes. La colonizacién
orofaringea y la aspiracion de agua sanitaria podrian
explicar algunos casos.

Actualmente se consideran muy poco probables
los brotes nosocomiales asociados a torres de
refrigeracion. Sin embargo estas instalaciones deben
ser contempladas ya que pueden ocasionar
casos/brotes de legionelosis comunitaria (Murcia,
Zaragoza, Barcelona).

5. MEDIDAS GENERALES PARA LA PREVENCION
DE LAS LEGIONELOSIS NOSOCOMIALES

Las recomendaciones que se detallan a
continuacion estan basadas, con pequefias
modificaciones, en varias publicaciones recientes, en
el Real Decreto 865/2003 y en la guia elaborada por
el Departamento de Salud Publica de la Generalidad
de Catalufia.

5.1. SANEAMIENTO Y MANTENIMIENTO DE LAS
INSTALACIONES

Para prevenir la legionelosis nosocomial hay dos
medidas generales de gran relevancia:

a) Inspeccion y limpieza periddica  de
intercambiadores de calor y acumuladores.

b) Monitorizacion periédica de la temperatura del
agua sanitaria caliente y de las concentraciones
de cloro en el agua fria.

Si a pesar de llevar a cabo estas medidas persiste
la colonizacion de las aguas y se dan casos de
legionelosis nosocomial deben considerarse, ademas
de las medidas de choque, los sistemas activos o
complementarios de desinfeccion que se detallan
mas adelante.

Una medida de gran importancia, que
seguramente evitard muchos brotes epidémicos de
legionelosis nosocomial, es el establecimiento de un
sistema obligatorio de alerta rapida del servicio de
mantenimiento del hospital y del grupo encargado del
control de la infeccion nosocomial, de todos los
incidentes o actuaciones que se realicen sobre el
circuito de agua sanitaria. En este sentido, son de
especial relevancia, por el riesgo que suponen, las
interrupciones en las bombas de impulsién de agua o
los trabajos que comporten el estancamiento
prolongado de esta. En estos casos debe procederse
siempre a una limpieza y desinfeccion adecuados del
tramo afectado antes de regularizar el suministro.
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Ademas, se tendrdn en cuenta las torres de
refrigeracion del hospital y los equipos de terapia
respiratoria, como los nebulizadores.

5.2. MUESTRAS AMBIENTALES Y MEDIDAS DE
ACTUACION  SEGUN  LOS  RESULTADOS
OBTENIDOS

Estd demostrado que la deteccién de Legionella
en las aguas de un hospital suele asociarse al
diagndstico de casos de neumonia por este
microorganismo con el tiempo.

Cada hospital debe tener una informacion
permanente de su situacion con respecto a la
Legionella y debe realizarse, como minimo, un
muestreo de la red de agua sanitaria con una
periodicidad anual. No es aceptable esperar a la
aparicién de casos para la realizacién de estudios
ambientales, ya que éstos seran practicamente
siempre positivos. Muchas veces el muestreo
ambiental contribuye a detectar el primero de una
serie de casos que probablemente han ido
ocurriendo en los afios anteriores.

El nimero de puntos de muestreo depende del
disefio de la red. Es necesario tomar siempre, al
menos, una muestra del final de cada ramificacion,
es decir, del grifo mas alejado, tanto de agua caliente
como del agua fria, del punto de retorno de la red de
agua caliente y de la salida de los acumuladores.

En todas estas muestras se practicaran cultivos
cuantitativos segun la técnica descrita en el PNT-LP-
02. Es importante conocer la especie y serogrupos
de las cepas de Legionella recuperadas del agua. En
algunos hospitales ha transcurrido largo tiempo hasta
que se han diagnosticado por cultivo los primeros
casos de neumonia nosocomial por L. micdadei o por
L. pneumophila serogrupo 6 tras antigenurias
repetidamente negativas.

5.2.1. Hospitales con cultivos ambientales
negativos

No es necesario tomar ninguna medida
complementaria. Se recomienda seguir practicando
muestreos ambientales con una periodicidad anual.
5.2.2. Hospitales con cultivos ambientales
positivos

Es necesario aplicar una serie de medidas
complementarias que se sefialan a continuacion:

a) Areas con enfermos transplantados: La
presencia de Legionella en las aguas obligara a
considerar la implantacion de un sistema de
desinfecciéon local y/o general complementario,
como se detalla posteriormente.

b) En el resto de areas de hospitalizacion: Se
pueden dar dos situaciones:

- Si existen antecedentes de legionelosis en el
centro o se detectan como consecuencia de
los programas de vigilancia activa instaurados
hay que proceder a implementar protocolos de
desinfecciébn de choque y procedimientos
complementarios.

-Si no se conocen casos de legionelosis
nosocomial deben ponerse en marcha las
siguientes medidas:

- Vigilancia activa de los casos de neumonia

nosocomial
Tiene particular interés esta medida en las
areas de hospitalizacién convencional. Es
en estas areas donde suelen darse la
mayoria de casos esporadicos y brotes de
legionelosis.
En las areas de cuidados intensivos los
problemas que suelen plantearse son
mucho menores. Los enfermos ingresados
en ellas estdn menos expuestos a los
aerosoles generados por el agua sanitaria
(no se duchan ni asean personalmente);
ademas, si en estas unidades se dan casos
de neumonia se pondran en marcha
exploraciones invasoras que suelen
permitir filiar la etiologia de las mismas. Por
el contrario, en las areas de hospitalizacion
convencionales es donde resulta mas
complicado realizar una  vigilancia
epidemiolégica de la neumonia nosocomial,
dada la diversidad de servicios implicados y
la variedad de patologia que se atienden en
ellas.
Ademas, es habitual que en las areas de
hospitalizacion convencional los enfermos
desarrollen neumonias de gravedad
moderada, que suelen  evolucionar
favorablemente con tratamiento empirico y
que pocas veces llegan a catalogarse
etiolégicamente.
La vigilancia activa de la legionelosis
implica la blsqueda sistematica de la
neumonia nosocomial y la aplicacion, en
todos los casos, de técnicas diagnosticas
para Legionella.
Los centros en estas condiciones deben de
disponer de técnicas adecuadas para el
diagndstico de las legionelosis (cultivo en
medio BCYEaq, técnicas de deteccion de
antigeno en orina y serologia). Se debe
sensibilizar a los clinicos de la
disponibilidad de estas técnicas y de la
conveniencia de tratar de filiar
etiologicamente todos los casos de
neumonia nosocomial.

Se debe considerar también la posibilidad

de incluir una fluoroquinolona o wun

macrolido en los protocolos de tratamiento
de las neumonias nosocomiales.

6. DISENO Y MANTENIMIENTO DE LAS
INSTALACIONES

Teniendo en cuenta los medios a través de los
cuales se transmite Legionella, en el medio
hospitalario, la mejor forma de prevenciéon es la
adopcion de medidas dirigidas a evitar la
colonizacion, la multiplicacion y la dispersion de
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Legionella en las instalaciones. Las actuaciones
preventivas estaran encaminadas a la realizacién de
un buen disefio de estas instalaciones que favorezca
posteriormente un buen mantenimiento.

Este mantenimiento preventivo debe contemplar

los siguientes aspectos:

- Evitar la acumulacion de materiales que forman
la biocapa (mediante un programa de limpieza y
tratamiento fisicoquimico del agua).

- Evitar que la temperatura del agua se encuentre
dentro del intervalo Optimo de crecimiento de
Legionella.

- Evitar el estancamiento y la baja renovacion del
agua.

- Realizar un tratamiento de desinfeccién
permanente de todas las aguas de
abastecimiento publico y de abastecimiento
propio utilizadas para este tipo de instalaciones,
reduciendo al maximo la probabilidad de la
llegada de la bacteria.

6.1. DISENO DE LA RED DE AGUA SANITARIA,
TORRES DE REFRIGERACION Y DISPOSITIVOS
ANALOGOS

6.1.1. Red interna de agua potable

La red interna de agua potable debera garantizar
la total estanqueidad, el aislamiento y la correcta
circulacién del agua. Se procurara que esta red sea
lo mas mallada posible (con  tuberias
intercomunicadas) y se suprimirdn los ramales o
instalaciones fuera de uso o de baja circulacién, para
disminuir el riesgo de proliferacion de los
microorganismos.

La temperatura del agua en el circuito de agua
fria debera ser inferior a 20°C, siendo preciso que las
tuberias de esta red estén suficientemente alejadas
de las del agua caliente e, incluso, si es necesario,
gue estén aisladas térmicamente.

Las instalaciones del circuito tienen que permitir
la llegada de agua sanitaria caliente periédicamente
a una temperatura de 70°C, con el fin de poder
realizar el tratamiento de choque térmico. La
temperatura del agua no ha de ser inferior a 50°C en
el punto mas alejado del circuito o en la tuberia de
retorno al acumulador. Las tuberias deben disponer
de sistemas de aislamiento térmico a fin de que la
diferencia de temperatura entre el agua de entrada a
la distribucion y el agua de retorno no sea superior a
3°C. Es recomendable que sean de cobre, acero
inoxidable o materiales plasticos resistentes a la
temperatura y al cloro, y no cedan al agua sustancias
indeseables que comprometan su potabilidad
quimica y sus caracteristicas organolépticas.

Se recomienda que los grifos sean de
caracteristicas tales que minimicen la formacién de
aerosoles.
6.1.1.1. Red de agua sanitaria fria

Caracteristicas técnicas de los depositos. Si hay
depdsitos, éstos tienen que estar situados en lugares
de facil acceso para facilitar la limpieza y el
mantenimiento. Toda el agua de la instalacion

deberd pasar por este depdsito con el fin de
garantizar la renovacion permanente y evitar
estancamientos, ya que eso supone una pérdida de
cloro residual libre, con la consiguiente pérdida de
garantia sanitaria.

Han de estar tapados con una cubierta
impermeable y disponer de bocas de acceso para
facilitar la limpieza. Estas cubiertas o tapas deben
ajustar perfectamente, sobresalir 15 cm, como
minimo, y con las medidas de proteccién necesarias
para evitar cualquier contaminacidon accidental o
intencionada.

Han de disponer de bocas de entrada, salida,
desbordamiento y drenaje. Es conveniente que el
suelo del depésito tenga una pendiente hacia un
punto determinado, donde estara la boca de drenaje,
gue permita el vaciado total. La tuberia de salida al
sistema debe estar al menos 15 cm por encima del
fondo del depdsito. Se recomienda que haya, como
minimo, un dispositivo de ventilacién que no permita
la entrada de agua exterior ni cuerpos extrafios. Es
preciso que esté cubierto con una malla de paso
inferior a 1 mm.
6.1.1.2. Red de agqua sanitaria caliente

Caracteristicas técnicas de los acumuladores. Los
depdsitos acumuladores deben ser verticales, con la
entrada de agua por la parte inferior y la salida por la
superior. La relacion altura-diametro debe ser
elevada (mucha mas altura que anchura) y han de
tener elementos que permitan reducir al maximo la
velocidad residual del agua de entrada al
acumulador.

Deben estar dotados de una boca de registro
para la limpieza interior y de una conexion para la
véalvula de vaciado.

Las superficies interiores de los depdsitos
acumuladores deben ser de materiales resistentes a
la agresividad del agua a 70°C y del cloro. La
temperatura del agua almacenada en el depdsito
acumulador debe ser, como minimo, de 60°C.

6.1.2. Torres de refrigeracion y dispositivos
analogos

Estos aparatos deberan situarse de manera que se
reduzca al minimo el riesgo de exposicién para las
personas. A este efecto se deberan ubicar en lugares
alejados de las personas, de las tomas de aire
acondicionado y de las ventanas.

Los equipos y aparatos han de ser faciimente
accesibles para la inspeccion, la limpieza y la
desinfeccion. Estaran dotados, al menos, de un
dispositivo para realizar la toma de muestras del
agua de recirculacién, en un lugar accesible.

Las bandejas de recogida de agua de los equipos
y los aparatos de refrigeracién deben estar dotadas
de fondo con la pendiente adecuada y un tubo de
desaglie, de manera que se puedan vaciar
completamente.

Estos aparatos tienen que estar dotados de
separadores de gotas de alta eficacia. La cantidad de
agua arrastrada tiene que ser inferior al 0,1% del
caudal de agua en circulacion en el aparato. Los




Servicio de Microbiologia

Hospital..........ccue....

Procedimientos para la prevencion y control
de lalegionelosis en los hospitales

Fecha:
PNT-LP-06

Edicién N° 01 | Pagina 5 de 12

materiales de los sistemas de refrigeracion deben
resistir la accién agresiva del agua y del cloro u otros
desinfectantes, con la finalidad de evitar la corrosion.

Asimismo, tienen que evitarse los materiales
particularmente favorables para el desarrollo de las
bacterias y los hongos. Han de evitarse las zonas de
estancamiento de agua en los circuitos, como
tuberias de bypass, equipos o aparatos de reserva,
ramales ciegos y similares. Los equipos o aparatos
de reserva, en caso de disponer de ellos, tienen que
aislarse del sistema mediante valvulas de cierre
hermético y estar equipados con una valvula de
drenaje situada en el punto mas bajo, para poder
vaciarlos cuando estén en parada técnica.

6.2. MANTENIMIENTO DE LAS INSTALACIONES
6.2.1. Programa basico de mantenimiento,
limpieza y desinfecciéon de los sistemas de agua
sanitaria fria y caliente

El mantenimiento adecuado de los elementos de
la red interna, tanto del agua caliente como del agua
fria, es esencial para evitar la colonizacién y el
crecimiento de Legionella. Periédicamente, tienen
gue revisarse estos elementos (valvulas, tuberias,
grifos, duchas) y sustituir los defectuosos,
especialmente aquellos susceptibles de haber sufrido
corrosiones y/o incrustaciones importantes.

Cualquier reforma o reparacion de la red interior
del agua sanitaria debera prever, si es posible, el
tratamiento de desinfeccion por hipercloraciéon del
tramo sobre el cual se ha realizado la actuacion,
antes de volver a ponerla en servicio. Igualmente,
cuando se hagan nuevas instalaciones o
ampliaciones, se realizard este tratamiento de
desinfecciébn de choque. La desinfeccion puede
hacerse mediante la adiciéon en el tramo de red que
tiene que desinfectarse de una dosis de cloro de 20-
30 ppm durante un periodo de 2-3 h, una vez
finalizado este periodo, se efectuara el vaciado, el
aclarado y la puesta en servicio; durante todo el
tratamiento no puede consumirse el agua. En el caso
de las instalaciones que hayan estado
temporalmente fuera de uso y que quieren volver a
ponerse en servicio, como medida preventiva, se
llevara a cabo una fase previa de limpieza y
desinfeccion.
6.2.1.1. Mantenimiento de la red de agua sanitaria
fria

Captacion. El agua de consumo publico no debe
contener microorganismos ni sustancias quimicas en
concentraciones que puedan suponer un riesgo para
la salud de las personas, ni a corto ni a largo plazo.

El agua de consumo humano puede proceder de
la red de abastecimiento publico o de
abastecimientos propios, que tendran que cumplir
de antemano los requerimientos de la normativa
vigente, recogida en la Reglamentacion
tecnicosanitaria para el abastecimiento y el control
de la calidad de las aguas potables de consumo
publico.

Antes del inicio de cualquier actividad con
abastecimiento propio se recomienda realizar un
andlisis de control del agua, para valorar la calidad
sanitaria. Con el fin de garantizar en todo momento
la potabilidad microbiolégica del agua de los
abastecimientos propios, es imprescindible realizar
un tratamiento de desinfeccion.

Tratamiento de desinfeccion. La desinfeccion del
agua es necesaria, tanto en los casos en que el
suministro se haga mediante captacién propia, como
en los que procediendo el agua de la red de
abastecimiento publico se disponga de depésito, ya
gue, aunqgue el agua procedente de la red contenga
una concentracion de cloro adecuada, durante su
almacenamiento en el deposito, el cloro residual
libre se pierde y, por tanto, hace falta una re-
cloracion para mantener los niveles de desinfectante
gue garanticen las condiciones microbioldgicas
adecuadas y una renovacion continua del agua en el
depésito por recirculacion.

Habra que instalar un dosificador automatico de
cloro en la tuberia de entrada en el depdsito que sea
accionado por la entrada de agua al sistema, y que
esté controlado por un analizador automatico de
cloro residual que accione el dosificador de cloro,
instalado en la entrada del depdsito, en funcién de
los valores de cloro residual libre que se midan en el
agua de la tuberia de salida.

Control de la desinfeccion. Se recomienda que el
control de cloro residual libre sea diario, al menos en
un punto de la red interna. La seleccién de los puntos
de muestreo tiene que hacerse revisando las
caracteristicas de disefio de la red interna, buscando
los puntos mas representativos y accesibles al final
de la red. Para este proceso es conveniente disponer
de los planos de la red de agua sanitaria del edificio.

La determinacion del cloro residual libre puede
realizarse por un método de analisis basado en una
prueba colorimétrica (reaccion del cloro con la N,N-
dietil-p-fenilendiamina [DPD]). Este método de
andlisis estd comercializado en forma de kits vy
puede encontrarse facilmente en el mercado.

El intervalo 6ptimo de cloro residual libre en el
agua es de 0,2-0,8 ppm. Si se detecta que el valor
de cloro residual libre esta4 por debajo del minimo
indicado (<0,2 ppm), hara falta revisar
inmediatamente el sistema de desinfeccion,
comprobando el funcionamiento correcto del
dosificador y la reserva de cloro.

Limpieza de los depésitos. Los depdsitos deben
limpiarse peridédicamente, siendo recomendable
hacerlo como minimo una vez al afio, de la forma
siguiente: hay que vaciarlos y retirar los sedimentos,
limpiar las paredes y el suelo con un cepillo duro con
agua Y lejia a una concentracion orientativa de 100
mg de Cl,/L (que se consigue, por ejemplo, diluyendo
20 ml de lejia de 50 g de cloro activo en 10 L de
agua, en cualquier caso ajustar los célculos segin la
composicion de cloro detallada en la etiqueta del
envase), aclarar muy bien las paredes y el suelo con
agua a presion vy, finalmente, llenar y controlar la
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concentracion de cloro residual libre hasta los niveles
adecuados para el consumo, antes de ponerlos en
servicio.

Con el fin de poder realizar correctamente estas
operaciones, hace falta que haya una boca de
limpieza (drenaje) que permita la evacuacion
completa de los sedimentos y del agua utilizada en
esta operacion.

El personal encargado de hacer estas
operaciones de limpieza y desinfeccién tendra que
adoptar medidas de proteccion personal (proteccion
respiratoria y ropa adecuada), y estar debidamente
entrenado para ello.
6.2.1.2. Mantenimiento de la red de agua sanitaria
caliente
En lo que concierne al mantenimiento, los
intercambiadores de calor mas recomendados son
los de placas. Hay que realizar las operaciones de
limpieza y desinfeccién de los circuitos primarios y
secundarios de los intercambiadores de calor y de
los acumuladores (para eliminar barros e
incrustaciones). La limpieza tiene que realizarse con
medios mecanicos (cepillos metalicos) y desmontar
la bateria para hacer la limpieza y la desinfeccion
con una solucién de 20-30 mg de Cl,, durante un
tiempo minimo de 30 min.

Aunque en cada aparato el proceso de limpieza
es especifico, en general se recomienda el
siguiente: aislar la unidad del sistema, desmontar el
intercambiador, limpiarlo mecanicamente (cepillos
metalicos) sacando la totalidad de las
incrustaciones, observar la posible formacién de
corrosiones y decidir sobre su correcto
funcionamiento; si los problemas de corrosién son
importantes o0 es inviable la eliminacion de
incrustaciones por medios mecanicos o quimicos, es
aconsejable sustituirlo. Realizar la desinfeccion
externa del intercambiador por inmersién en una
solucion de 20-30 mg de Cly/L durante 30 min. Si la
inmersiébn es inviable, podrad realizarse la
desinfeccién rociando la unidad con esta solucion.
Posteriormente, se aclarard con agua de la red de
agua fria.

A continuaciéon hay que limpiar y desinfectar los
acumuladores de agua caliente de la misma manera
gue en los supuestos de los depdsitos generales de
agua para el consumo. Es aconsejable que
dispongan de los desagtes de
fondos correspondientes para que puedan
eliminarse los productos generados en las diferentes
operaciones. A continuacion, se procedera a montar
nuevamente la unidad intercambiadora.

Antes de la puesta en servicio, se realizara un
tratamiento por choque térmico aumentando la
temperatura del agua hasta 70°C y manteniéndola
durante un minimo de 2 h. Se debe poner en
servicio la unidad y regular los termostatos para que
la temperatura del agua sea, como minimo, de 50°C
en toda la instalacion.

En el libro de mantenimiento se haran constar las
operaciones de limpieza y desinfeccion realizadas,

la periodicidad y todas las anomalias e incidencias
encontradas.

El programa basico de mantenimiento de los
sistemas de agua sanitaria fria y caliente se detalla
resumidamente en el Anexo I.
6.2.1.3. Mantenimiento de las torres de refrigeracion
Y equipos analogos
Se detallan a continuacién los aspectos minimos que
deben tenerse en cuenta en la revisién, la limpieza y
la desinfeccién de este tipo de instalaciones.

Revision. La revision de todas las partes de una
instalacion incluira la comprobacion del correcto
funcionamiento y el buen estado de conservacién y
limpieza. Debe realizarse con la periodicidad

siguiente:
1. Anualmente, el condensador y el separador
de gotas

2. Semestralmente, el relleno

3. Mensualmente, la bandeja

Se debe revisar el estado de conservaciéon y
limpieza general, con la finalidad de detectar la
presencia de sedimentos, incrustaciones, productos
de la corrosion, lodos o cualquier circunstancia que
altere o pueda alterar el buen funcionamiento de la
instalacién. Si se detecta algin componente
deteriorado, hay que repararlo o sustituirlo.

Hay que revisar también la calidad fisicoquimica y
microbiolégica del agua del sistema y determinar
mensualmente los parametros siguientes:
temperatura, pH, conductividad, sélidos totales en
disolucién, turbidez, sodlidos en suspension,
concentraciones de cloro o biocida utilizado,
productos de corrosibon y  contaminacion
microbiolégica. Si es necesario, se incluiran otros
parametros que se consideren (tiles en la
determinacion de la calidad del agua, la efectividad
del programa de mantenimiento o el tratamiento del
agua.

Cuando se detecten cambios en la calidad
fisicoquimica o microbiolégica del agua, hara falta
aplicar las medidas correctoras necesarias para la
recuperacién de las condiciones del sistema. Hay
gue efectuar la desinfeccion automatica del agua del
circuito de refrigeracion, de manera que se garantice
la inocuidad microbiol6gica.

Limpieza y desinfeccion. Las torres de
refrigeracion tendran que someterse a una limpieza
y desinfeccion general preventiva dos veces al afio,
como minimo (preferentemente al inicio de otofio y
de primavera). Ademas, a causa del riesgo de
contaminacion general, deberan limpiarse vy
desinfectarse siguiendo el procedimiento detallado
en los Anexos lla 6 llb, en las situaciones siguientes:

- Antes de la puesta en funcionamiento inicial de
la instalacion, con la finalidad de eliminar la
contaminacion que se haya producido durante
la construccion.

- Antes de poner en funcionamiento Ila
instalacién cuando haya estado parada un
mes 0 mas tiempo.
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- Antes de poner en funcionamiento la
instalacién, si con motivo de operaciones de
mantenimiento o de obras de reforma hubiera
podido contaminarse.

En el Anexo Il se detalla resumidamente el
programa basico de mantenimiento de las torres de
refrigeracion y equipos analogos.

7. SISTEMAS DE DESINFECCION DE CHOQUE Y
COMPLEMENTARIOS
7.1. DESINFECCION DE CHOQUE

Se aconseja como medida de urgencia en casos
de brotes. Se utilizan indistintamente el choque
térmico o el choque con hipoclorito sédico. Tras el
calentamiento o la cloracidon de choque se observa
una disminucidon drastica de los niveles de
colonizacion ambiental que persiste un periodo de
tiempo variable de acuerdo con la complejidad del
sistema tratado. La recolonizacién es la regla, y se
produce debido a la resistencia intrinseca de
Legionella al calor y al cloro, con lo que no se
consigue erradicar de los biofilms o de los quistes de
las amebas (en estos Ultimos puede sobrevivir con
concentraciones de cloro en agua de 50 ppm).
7.1.1. Choque térmico

El método consiste en calentar el agua de los
acumuladores del circuto a 75-85°C v,
posteriormente, realizar una apertura secuencial de
todos los grifos y duchas del edificio durante un
tiempo determinado, idealmente durante 30 min, con
el fin de conseguir un flujo de agua por los mismos a
temperatura de 60°C o superior durante este periodo
de tiempo (existen diferentes modalidades).
7.1.2. Choque con hipoclorito sédico

Consiste en clorar masivamente el sistema de agua
sanitaria durante un periodo corto de tiempo (3-6 h).
Para ello, se vacia el sistema a tratar y se rellena de
nuevo con agua previamente clorada en los
acumuladores a 40 o 50 ppm con el objetivo de
alcanzar las 15-20 ppm en puntos distales del circuito
(existen diferentes modalidades).

7.2. MEDIDAS DE DESINFECCION ACTIVA O

COMPLEMENTARIAS

Se deben introducir cuando se persigue una
desinfeccién continuada del sistema. Segin se
intente desinfectar un area concreta del hospital o
todo el sistema de agua sanitaria del mismo se habla
de desinfeccion local (parcial, de areas concretas) o
general (sistémica, de todo el circuito).

Estos métodos son especialmente
recomendables para el circuito de agua sanitaria
caliente.

7.2.1. Desinfeccion local (desinfeccion del agua

sanitaria de un area del hospital)

- Sistema de hipercalentamiento instantaneo. Los
sistemas de calentamiento instantaneo se basan en
el aumento brusco de la temperatura del agua
(90°C) (mediante la interposicion en el circuito de
un intercambiador de calor) en un punto de la red
proximo al area que deba protegerse, para luego

enfriarla (mezclandola con agua fria) cerca de su

salida a grifos o duchas, con el fin de alcanzar su

temperatura habitual en aquella zona. Es complejo
de instalar en hospitales con redes antiguas y no
posee efecto residual.

Luz ultravioleta. La emisién de luz ultravioleta (UV)

mata a las bacterias al producir dimeros de timina

en el ADN que impiden su replicacion gendmica.

Las lamparas UV se sitlan dentro de una camara

de cuarzo con piezas de acero inoxidable pulidas

para minimizar la formacién de depésitos vy
minerales. Estos equipos se intercalan en puntos
clave del sistema de distribucion de agua que
alimente areas concretas e idealmente pequefias.
Es importante que la distancia de la cafieria entre
el equipo UV vy la salida del agua al exterior (puntos
de uso) no sea muy grande dada la ausencia de
efecto residual. Es aconsejable que los equipos
dispongan de un sensor de UV y de prefiltros que
eviten la acumulacion de sedimentos en las
paredes del equipo con el fin de asegurar una
intensidad adecuada de la radiacion. Es un sistema
facil de instalar, no posee efectos adversos sobre
las cafierias ni sobre el agua, no produce mal olor
ni mal gusto, ni genera subproductos quimicos. Es
mas eficaz en areas pequefias; es un buen
complemento a un sistema de desinfeccion
sistémica en areas que alberguen enfermos muy
inmunocomprometidos. Su mayor desventaja es la
ausencia de proteccion residual en lugares distales

y su limitado poder de penetracion.

- Filtros bacterianos. Se instalan a la salida del agua
(duchas o grifos). Muy eficaces. Dado que deben
cambiarse con frecuencia (3-7 dias), el coste anual
es extraordinariamente elevado en comparacion a
otros métodos de desinfeccion local.

7.2.2. Desinfeccibn general o0 sistémica

(desinfeccion de la red de agua sanitaria de

hospital)

- Desinfeccion térmica (hipercalentamiento).
Consiste en la aplicacion periddica y continuada de
choques de calor, siguiendo la metodologia
descrita anteriormente. El calentamiento del agua
fue el primer método de desinfeccién utilizado para
eliminar Legionella del sistema de distribucion del
agua. Es un sistema rapido y sencillo, de eficacia
transitoria, Gtil en casos en los que se requiera
actuar con rapidez, pero con problemas técnicos
diversos que desaconsejan su uso como sistema
habitual de desinfeccion. Temperaturas superiores
a 60°C inhiben el crecimiento de Legionella.
Experimentalmente, para reducir en un logaritmo la
poblacion de Legionella se requieren unos tiempos
de exposicion distintos segun la temperatura del
agua: 40 h a 45°C, 6 h a 50°C, menos de 5 min a
60°C y 1 min a 70°C. El hipercalentamiento de
agua es la modalidad de menor coste, no necesita
un equipo especial, se puede iniciar
inmediatamente y disminuye drasticamente las
cifras de Legionella en todos los puntos del sistema
de distribucidon. Sin embargo, es un sistema que
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requiere mucho personal disponible para la
apertura y el control del tiempo de flujo y la
temperatura del agua. Se pueden producir
guemaduras, aunque el riesgo es bajo si se toman
las precauciones adecuadas. El inconveniente mas
importante, sin embargo, es que produce una
desinfeccion transitoria con una recolonizacion
invariable que esta en relacion directa con el
tiempo de apertura de grifos y las dimensiones y la
complejidad del circuito de agua sanitaria del
hospital. Hay que repetirlo con mucha frecuencia a
lo largo del afio, lo que entrafia un cierto cansancio
del personal y un dificil cumplimiento, ademas
acelera los depositos calcareos de la red y es
relativamente caro a largo plazo.

Cloracién continua. El cloro (hipoclorito sodico) es
un agente oxidante utilizado como desinfectante en
el control de patégenos. Ha sido uno de los
primeros métodos utilizados en la lucha contra
Legionella, el que mas éxitos transitorios ha
alcanzado, mas fracasos a largo plazo ha
conseguido y el que mas problemas en las redes
de distribucion de agua sanitaria ha causado. Debe
considerarse actualmente como un método
alternativo y usarse en su modalidad de choque
para actuar rapidamente en situaciones de brotes
nosocomiales sobre el agua caliente. En agua fria
constituye un sistema de desinfeccién adecuado,
aun a pesar de la relativa tolerancia de Legionella
al cloro (0,1 mg/L de cloro libre mata el 99% de
Legionella en 40 min y el 100% de E. coli en 1 min).
La modalidad de cloracion continua es poco eficaz
en agua caliente, dado que el cloro se evapora en
el agua (especialmente con recirculaciones lentas),
y para alcanzar valores adecuados en puntos
periféricos se requiere la inyeccién de dosis muy
altas al inicio del circuito, lo que produce corrosion.
Su accion sobre el biofilm es minima; la formacién
de trihalometanos (carcinégenos) debido a su
reaccion con materiales organicos y clorofenoles
(responsables del mal olor) son también
limitaciones a su uso en forma continua.

Cloracion discontinua. Es un método relativamente
sencillo, y cuyos efectos a largo plazo sobre las
cafierias han resultado ser satisfactorios. Consiste
en permitir la entrada de agua fria clorada (a unos
niveles moderados de cloro residual) en el circuito
de agua sanitaria caliente de forma periédica,
mediante la interposicién de un cortocircuito (por
ejemplo, cada dia por la noche durante 2 h). Se
consigue asi una desinfeccién por cloracion del
circuito de agua sanitaria caliente. La purga
periédica del sistema de agua caliente, hace
posible que todos los cabos distales de los
complejos sistemas de fontaneria, entren en
contacto con el agua conteniendo en todo momento
los niveles de cloro adecuados, desinfectdndose
progresivamente las areas que presentan dificultad
de acceso, no resultando agresivo este tratamiento
con los elementos de los sistemas de fontaneria.

- lonizacién cobre/plata. Los metales pesados, como
los iones de cobre y plata, son buenos agentes
bactericidas. Estos cationes forman uniones
estaticas con las cargas negativas de la pared
celular de los microorganismos que producen la
lisis y muerte celular. La emisién de cationes por
todo el sistema de distribucién de agua creados por
la ionizacion de una célula de flujo que contiene
electrodos compuestos por una aleacion de
cobre/plata es un proceso aniénico, activo en
superficie, y microbiocida. La tasa de iones
liberados se controla mediante un microprocesador.
Las concentraciones recomendadas por los
fabricantes son de 0,2-0,4 y 0,02-0,04 mg/L de
iones cobre y plata, respectivamente, en agua
caliente, y de 0,2 (Cu) y 0,002 (Ag) ppm en agua
fria.

Una evaluacion controlada de la ionizacion
cobre/plata en varios hospitales ha demostrado la
caida drastica de la colonizacion ambiental por
Legionella y la disminucion o desaparicion de los
casos de legionelosis nosocomial, incluso en
aquellos hospitales donde se aplica vigilancia activa
sistemética de la neumonia nosocomial en el
enfermo no sometido a ventilacion mecanica.

La eficacia de la ionizacidn cobre/plata no se ve
afectada por una elevada temperatura del agua, a
diferencia de la luz ultravioleta y la cloracion. No
genera carcinégenos ni malos olores, penetra el
biofilm y deja un residuo bactericida estable. Por otra
parte, posee cierto efecto desincrustante (por su
accion corrosiva sobre los depositos
organominerales depositados en la pared de las
cafierias) con lo que mejora la circulacion de agua
por el circuito.

Los electrodos acumulan depdsitos de cal, de
manera que tienen que lavarse regularmente para
asegurar el maximo rendimiento (puede colocarse un
filtro previo al contacto del agua con los mismos).
Unos niveles excesivos de iones pueden causar
coloracion del agua y una decoloracién de
superficies de porcelana. La monitorizacion periddica
de los mismos es necesaria para asegurar la eficacia
del sistema.

Uno de los inconvenientes de este sistema es la
dificultad de controlar los niveles apropiados de cada
ion, ya que no se pueden efectuar por sistemas de
medicion “in situ”.

7.3. RESUMEN

Como resumen de los métodos preventivos, algunos
estudios preliminares sugieren que la ionizaciéon de
plata/cobre es el método mas eficaz y el que
presenta una mejor relacion coste-eficacia para
efectuar la desinfeccibn en continuo. La
hipercloraciéon continua con hipoclorito sddico es
poco viable en el circuito de agua sanitaria caliente
por los motivos expuestos  anteriormente;
desconocemos las posibles experiencias con didxido
de cloro que, desde un punto de vista tedrico,
obviaria muchos de los problemas del -cloro
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convencional. La cloracién discontinua y periddica, a
niveles moderados de cloro podria ser una buena
alternativa. Tanto el hipoclorito sodico como el
diéxido de cloro y la cloramina pueden utilizarse en el
circuito de agua fria a concentraciones moderadas, y
los resultados son buenos, aunque como se ha
comentado, los tratamientos de choque periddicos
utilizados como método de prevencion, a elevadas
concentraciones de estos compuestos producen un
deterioro progresivo de los sistemas en contacto, que
obliga a la larga a su reposicién, debido a que
poseen un alto poder oxidante. Como métodos de
desinfeccion local se aconseja la luz ultravioleta, aun
cuando, en la mayoria de casos, debera asociarse a
un sistema de desinfeccion continua. Los filtros son
eficaces pero muy caros.

En casos de brotes nosocomiales, la desinfeccion
térmica de choque puede usarse como control de
emergencia ya que no requiere un equipo especial y
puede ser iniciada inmediatamente. El choque
puntual con hipoclorito sédico constituye también una
buena alternativa, pero su puesta en practica es mas
laboriosa que el térmico. La desinfeccion térmica de
choque se aconseja, asimismo, en aquellas areas
que se cierren temporalmente o que se hayan
construido recientemente y que se abran.

Una vez superada la crisis se tienen que
considerar soluciones a largo plazo, dada la
posibilidad de que aparezcan casos esporadicos
durante todo el afio.

De todas formas, la completa eliminaciéon de
Legionella del sistema de distribucion del agua es
muy dificil de conseguir, especialmente con un solo
método de desinfecciébn. Se pueden combinar
modalidades para asegurar una mas completa
desinfeccibn o minimizar los efectos sobre las
instalaciones.

8. INVESTIGACION DE BROTES HOSPITALARIOS
DE LEGIONELOSIS

La eclosién de un brote hospitalario es debido
generalmente a la proliferacion de Legionella,
presente en los sistemas de agua sanitaria
(generalmente caliente) o, mucho mas raramente, en
las torres de refrigeracion, alcanzando inéculos muy
elevados. Este fendmeno suele coincidir con
alteraciones transitorias del funcionamiento de algun
punto del sistema hidromecanico. Por otra parte, la
aparicion de un brote de legionelosis nosocomial
debe hacer sospechar la existencia de casos previos
y, en todo caso, ha de reforzar las medidas de
vigilancia de la neumonia intrahospitalaria y la
disponibilidad de métodos para el diagnostico
microbiolégico de esta infeccion.

La investigacién de los brotes hospitalarios de
legionelosis debe incluir los siguientes pasos:

8.1. DEFINICION DE BROTE
Un brote de legionelosis de origen nosocomial se
define como la aparicion de dos o mas casos

relacionados epidemiolégicamente, aparecidos en un
periodo de 6 meses.

8.2. CREACION DE UN GRUPO DIRECTIVO

En este grupo deben de participar miembros de los
servicios de microbiologia, medicina preventiva,
enfermedades infecciosas, neumologia, de otras
especialidades implicadas y del servicio de
mantenimiento del hospital. EI grupo ha de incluir
también técnicos comunitarios expertos en vigilancia
epidemioldgica y sanidad ambiental.

Es conveniente mantener reuniones periédicas
con expertos en el tema y con miembros del comité
de Direccion del hospital. En estas reuniones se
consensuaran los pasos a seguir y, en caso
necesario, se definira con claridad quien y como se
informara a la opinién publica.

8.3. ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO

Después de aceptar la definicion de caso de
acuerdo con los criterios epidemiolégicos vy
microbiolégicos convencionales, se procedera a
realizar una encuesta epidemioldgica que incluya
inexcusablemente los siguientes aspectos:
Distribucion espacial y temporal de los casos

El estudio de la aparicién de casos en el tiempo
ayuda a determinar el periodo posible de exposicion.

La localizacion geogréafica de los casos puede
ayudar a filiar el origen del brote. Los casos pueden
agruparse en una planta, verticalmente en el mismo
lado del edificio pero en plantas distintas, siguiendo la
distribucion de las conducciones del aire o del agua, o
bien distribuirse heterogéneamente por todo el
hospital.

Exposicién de los pacientes a fuentes hospitalarias
de riesgo

Se debe interrogar a los enfermos sobre aquellos
aspectos de su estancia hospitalaria que puedan
estar relacionados con la adquisicion de la infeccion
por Legionella. El antecedente de exposicién al agua
del sistema de distribucion del hospital es siempre
fundamental, especialmente cuando este esta
colonizado por Legionella.

A pesar de que no existe evidencia directa de que
la ingesta de agua se relaciona con la adquisicion de
la enfermedad, este dato debe recogerse en la
encuesta y analizarlo en el contexto de los estudios
epidemiolégicos que se planteen.

Revision de las practicas del personal gue atienden a
los enfermos

Las entrevistas con el personal son sumamente
valiosas. Asi es posible conocer si se utiliza agua del
grifo en los equipos de terapia respiratoria
(nebulizadores y humidificadores), en los equipos de
ventilacion mecénica, en los lavados de la sonda
nasogastrica o nutriciones enterales, entre otros.
Revision de los procedimientos de mantenimiento

Es fundamental investigar, de forma conjunta con
el servicio de mantenimiento del hospital, diferentes
aspectos relacionados con el circuito de agua
sanitaria y/o torres de refrigeracion y, especialmente,
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cualquier modificacion del mismo como son la
interrupcion o el funcionamiento inadecuado de estos
sistemas. Los puntos concretos a revisar son:
a) Puntos centrales del sistema de agua fria
- Limpieza del depdsito y fecha en la que se
ha realizado
- Funcionamiento del clorador
- Control del cloro
- Averias del sistema de distribucién
b) Puntos centrales del sistema de agua caliente
- Fecha de la dltima limpieza de todos los
acumuladores
- Fuera de servicio transitorio de los
acumuladores por averia u otra causa
- Funcionamiento intermitente o averia de las
bombas de inyeccion del agua sanitaria
caliente o de otros elementos
¢) Puntos periféricos (grifos y duchas del sistema
de agua caliente)
- Averias 0 paros en el circuito del agua
sanitaria debido a obras mayores o menores.
- Disminucién de la temperatura o del flujo
habitual del agua sanitaria caliente (el flujo
de agua en los tramos mas altos del circuito
disminuye en horas de maximo consumo, lo
gue comporta el estancamiento prolongado
del agua sanitaria caliente y un incremento
notable del in6culo de Legionella).
- Situaciébn y fecha de cambio de las
alcachofas de las duchas
d) Torres de refrigeracion
- Control de desinfeccién continua
- Limpieza y desinfeccion. Fecha de en que se
ha realizado
Formulacién de hipétesis
Realizada la encuesta epidemioldgica y revisados
los procedimientos de mantenimiento, se formulara la
hipétesis, que se comprobara con estudios
epidemiolégicos analiticos y epidemiologia molecular.

8.4. TOMA DE MUESTRAS AMBIENTALES

El conocimiento de la cadena epidemiolégica de
Legionella spp. obligan a investigar la presencia de la
bacteria en el circuito del agua sanitaria caliente del
edificio a nivel central (central térmica) y periférico
(duchas y grifos de lavabos) y en los sistemas de
enfriamiento  (torres de refrigeracion y de
cogeneracion), mediante la toma de muestras de
agua (revisar los procedimientos recogidos en el
PNT-LP-02 de cultivo de la bacteria en muestras de
agua). Si a partir de la encuesta epidemiolégica, se
sospecha la existencia de otros posibles focos de
infeccion  (nebulizadores,  humidificadores  de
oxigeno, equipos de ventilacidn mecéanica), deberan
tomarse muestras de los mismos.

8.5. PRIMERAS MEDIDAS DE PREVENCION A
TOMAR

En funcién del conocimiento de este tipo de
infeccién y pendientes de comprobar la hip6tesis

establecida en funcion de los resultados del
procesamiento ambiental, deberdn tomarse las
primeras medidas de prevencion. Estas consisten en
un hipercalentamiento con apertura de grifos y
duchas de todo el edificio durante 30 min, verificando
gue la temperatura en los puntos distales sea igual o
supere los 60°C (choque térmico), y/o paro de las
torres de refrigeracion si las investigaciones apuntan
a estas Ultimas como foco probable de infeccién. En
su defecto puede realizarse un choque con
hipoclorito sédico.

8.6. ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS ANALITICOS
Y DE EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

Los estudios epidemiolégicos analiticos, como los
de cohorte y de casos y controles, permitiran
comprobar las hipétesis establecidas. Estos seran
especialmente Utiles cuando no se resuelva el brote
con las medidas adoptadas.

Legionella pneumophila serogrupo 1 es la mas
universalmente distribuida en el ambiente y en la
infeccion en humanos, por lo que la identidad de
especie y de serogrupo no sera suficiente para
implicar una cepa como causante de un brote de
legionelosis. Resulta imprescindible tipificar las
cepas procedentes de muestras clinicas y las de
origen ambiental mediante un estudio genotipico,
como se explica en el documento cientifico, y en el
caso de disponer de la técnica molecular AFLP,
como se detalla en el PNT-LP-07. La epidemiologia
molecular es, en estos casos, de gran interés para
corroborar la hipétesis establecida inicialmente y
adoptar medidas de prevencidn eficaces.
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- Anexo |. Programa bésico de mantenimiento, limpieza y desinfeccion de los sistemas de agua sanitaria fria y
caliente (RD 865/2003)

PROCEDIMIENTO. Revisién de la instalacion

En la revision de una instalacion tiene que comprobarse el correcto funcionamiento y el buen

estado de conservacion y limpieza

1. Larevision general del funcionamiento de la instalacién, incluyendo todos los elementos, tiene
gue realizarse una vez al afio y reparar o sustituir los elementos defectuosos

2. La revision del estado general de conservacion y limpieza de la instalacion debe realizarse
trimestralmente en los depdsitos acumuladores y mensualmente en los puntos terminales de la
red, las duchas y los grifos. Cuando se detecte la presencia de suciedad, incrustaciones o
sedimentos se realizara la limpieza

Deben abrirse los grifos y las duchas semanalmente en las estancias no ocupadas y dejar correr el

agua unos minutos. Hay que comprobar la temperatura del agua con la periodicidad siguiente:

- Mensualmente, en el depésito de agua fria de consumo humano y en una muestra
representativa de duchas y grifos (muestra rotatoria a lo largo del afio). No debe superar los
20°C

- Diariamente, en el depésito de agua caliente. No ha de ser inferior a 60°C

- Mensualmente, en una muestra representativa de grifos (muestra rotatoria), incluyendo las
mas proximas y las mas alejadas de los acumuladores. No ha de ser inferior a 50°C

- Anualmente, en todos los grifos y duchas

Limpiezay desinfeccion

Se tendra en cuenta que una desinfeccién no sera efectiva si no va acompafiada de una limpieza

exhaustiva

La limpieza y desinfeccion se realizard al menos una vez al afio en la instalacién completa v,

ademas, en los supuestos siguientes:

- Cuando se ponga en marcha la instalacion por primera vez

- Después de una parada superior a un mes

- Después de una reparacion o modificacion estructural

- Cuando una revision general asi lo aconseje

El procedimiento que hace falta seguir en el caso de la desinfeccion con cloro es el siguiente:

1. Clorar el circuito de agua sanitaria (caliente y fria) con 20-30 ppm de cloro residual libre, a una
temperatura no superior a 30°C y un pH de 7-8. Abrir por sectores todos los grifos y duchas, de
forma secuencial, durante 5 min cada uno. La concentracién de cloro residual en estos puntos
ha de ser superior a 5 ppm. La duracién total del procedimiento ha de ser de 3 h

2. Neutralizar la cantidad de cloro residual libre y vaciar el depésito

3. Limpiar a fondo las paredes de los depdsitos con un cepillo duro, realizar las reparaciones
necesarias y aclarar con agua limpia

4. Volver a llenar con agua y regular el dosificador de cloro para el funcionamiento habitual (0,2-
0,8 ppm de cloro residual libre)

Los elementos desmontables, como grifos y duchas, tienen que limpiarse a fondo con un cepillo

duro y sumergirlos en una solucion que contenga 20 ppm de cloro residual libre, durante 30 min.

Posteriormente, deben aclararse con abundante agua fria. Los elementos dificiles de desmontar o

sumergir tienen que cubrirse con un trapo limpio impregnado con la misma solucion durante el

mismo tiempo

El procedimiento a seguir en el caso de la desinfeccién térmica es el siguiente:

1. Elevar la temperatura del agua del depdsito hasta 70°C o mas y mantenerla durante un periodo
de 12 h. Abrir por sectores todos los grifos y duchas, de forma secuencial, dejando correr el
agua para que en los puntos terminales de la red se alcance una temperatura de 60°C durante
10 min como minimo. La duracién total de este procedimiento serd como minimo de 2 h

2. Vaciar el sistema, limpiar a fondo las paredes de los depédsitos acumuladores, realizar las
reparaciones necesarias y aclarar con agua limpia. Volver a llenar para su funcionamiento
habitual (deposito, dosificador de desinfectante).
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Anexo Il. Torres de refrigeracién y equipos analogos

Anexo lla. Protocolo de limpieza y desinfeccion preventiva de las instalaciones con posibilidad de parada

1.

Parar los ventiladores y tapar las oberturas de la torre para evitar emisiones de aerosoles al
medio. Los operarios adoptaran las medidas de seguridad adecuadas, como caretas protectoras,
ropas impermeables y protecciones frente al riesgo biologico y quimico

. Clorar el agua del sistema, al menos hasta concentraciones de 5 ppm de cloro residual libre, y

hacer la adicion de biodispersantes capaces de actuar sobre las biocapas y anticorrosivos
compatibles con el cloro y el biodispersante, en cantidad adecuada, manteniendo el pH entre 7 y
8. La concentracion de cloro residual libre debera mantenerse durante 3 h mientras se hace
recircular el agua a través del sistema. Cada hora se realizara la determinacién de cloro residual
libre y se restableceran los valores iniciales en caso de necesidad

. Al cabo de 3 h, adicionar tiosulfato sédico en cantidad suficiente para neutralizar el cloro, hacer

recircular el agua de la misma manera que en el punto anterior. La cantidad de tiosulfato a
afiadir, expresada en kg, se calcula multiplicando 0,005 por los m® de agua a neutralizar por la
concentracién de cloro en ppm que tiene en este momento el agua a neutralizar

. Vaciar y aclarar el sistema
. Realizar el mantenimiento del aparato y reparar todas las anomalias detectadas:

- Las piezas desmontables seran limpiadas y desinfectadas. La desinfeccion, si se puede, se
hara por inmersion en soluciéon de agua clorada a 15 ppm de cloro residual libre durante un
periodo de al menos 20 min, y aclarar posteriormente

- Las piezas no desmontables y los puntos de dificil acceso se limpiardn y desinfectaran
pulverizandolos con una solucién de agua clorada a 15 ppm de cloro residual libre; se dejara
transcurrir un periodo de tiempo de al menos 20 min

- En el caso de que el equipo, por sus dimensiones o disefio, no admita la pulverizacion, la
limpieza y desinfeccion se realizara mediante nebulizacion eléctrica, utilizando un desinfectante
adecuado para esta finalidad (la nebulizacién eléctrica no puede realizarse con cloro)

. Una vez realizado el mantenimiento mecanico del equipo, realizar la limpieza final. Se utilizara

agua a presion con detergentes. Han de mantenerse tapadas las oberturas de la torre de
refrigeracion para evitar las emisiones al medio, durante esta operacion

. Después de un buen aclarado, introducir en el circuito de agua una cantidad de cloro suficiente

para llegar a unos niveles de 15 ppm de cloro residual libre y afiadir anticorrosivos compatibles
con el cloro en cantidad adecuada. Con los ventiladores apagados se pondra en funcionamiento
el sistema de recirculacién, se controlard cada 30 min las concentraciones de cloro residual libre
y restableceran los valores iniciales en caso de necesidad. Esta recirculacion se hara durante 2 h

. Al cabo de 2 h, afadir tiosulfato soédico en cantidad suficiente para neutralizar el cloro y hacer

recircular el agua hasta verificar que la concentracion de cloro residual libre en el agua de retorno
a la torre sea de 0 ppm. La cantidad de tiosulfato a afiadir se calculara segun el punto 3

. Vaciar el sistema y afadir el desinfectante de mantenimiento. El caso de que sea cloro se

mantendran unos valores de cloro residual libre de 2 ppm mediante un dosificador continuo,
afiadiendo el anticorrosivo y antiincrustante compatibles con el cloro en cantidad adecuada

Anexo llb. Protocolo de limpieza y desinfeccion preventiva de instalaciones sin posibilidad de parada

3.

4,

5.

La limpieza y desinfeccidn, tanto del relleno como de la balsa y del resto de componentes, de torres
de refrigeracion industriales, sin posibilidad de parada, se realizard al menos dos veces al afo,
preferiblemente en primavera y el otofio, segun el procedimiento siguiente:

1.
2.

Ajustar el pH entre 7 y 8, para mejorar la accion del acido hipocloroso (HCIO)

Afadir hipoclorito sédico (NaClO) en cantidad suficiente para mantener en el agua una
concentracién maxima residual de cloro libre residual de 5 ppm

Afiadir la cantidad adecuada de biodispersante para que actle sobre la biocapa y permita el
ataque del cloro en su interior, asi como un inhibidor de la corrosion, especifico para cada
sistema

Hacer recircular el agua por espacio de 4 h manteniendo los valores de cloro residual libre. Se
realizaran determinaciones cada hora, para asegurar el contenido de cloro residual previsto

Una vez finalizada la operacién de limpieza, renovar la totalidad del agua del circuito abriendo la
purga al maximo posible y manteniendo el nivel de la balsa

Normalizar las condiciones de operacién. Con el fin de eliminar la biocapa que pudiera permanecer
en los intercambiadores y zonas muertas (baja velocidad del circuito), se mantendra una
concentracién de cloro residual libre entre 1-2 ppm y la cantidad adecuada de biodispersante
durante 24 h
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objeto de este documento es describir el
procedimiento de genotipificacion de Legionella
pneumophila mediante la comparacion  del
polimorfismo encontrado seguin el tamafio de los
fragmentos de ADN cromosémico amplificados
(Amplified Fragment Length Polimorphism, AFLP),
para reconocer la relacién epidemioldgica entre
aislados o diferenciar aislados no relacionados. Es
de aplicacion en el estudio epidemioldgico de cultivos
de L. pneumophila, clinicos y/o ambientales, siendo
especialmente atil en investigaciones
epidemiolégicas de brotes de legionelosis.

2. FUNDAMENTO

Legionella se encuentra ampliamente distribuida
en ambientes acuaticos y se detecta con frecuencia
en una gran variedad de instalaciones. La frecuencia
de L pneumophila serogrupo 1 (produciendo
enfermedad y en el ambiente) y su gran
heterogeneidad hacen que la identidad de especie y
serogrupo no sea suficiente para implicar una cepa
como causante de un caso/brote de legionelosis. Por
tanto, para la comparacion de las cepas clinicas y
ambientales (epidemiolégicamente relacionadas) se
requieren procedimientos de genotipificacion o de
tipificacién molecular.

Esta comparacién permite la adecuada
identificacién de las fuentes ambientales implicadas
en enfermedad, y confirmar, desde el punto de vista
microbiolégico, las hipotesis establecidas en las
investigaciones de los brotes. Sin embargo, la
consideracion final del origen ambiental de un brote
requiere el analisis conjunto de los datos
epidemiolégicos, microbioldgicos y ambientales.

La técnica AFLP consiste en la comparacion del
polimorfismo de los fragmentos amplificados de ADN.
Para ello, el ADN cromosémico es digerido con un
enzima de restriccion de corte frecuente (Pstl), a la vez
que se realiza el ligado de unos adaptadores
especificos que sirve de diana en una posterior
reaccion de amplificacion, que se realiza con unos
iniciadores especificos. Los fragmentos de ADN son
separados en funciéon de su peso molecular (Pm) y
carga mediante una electroforesis convencional en
geles de agarosa, que se tifien con bromuro de etidio
para visualizar las bandas (fragmentos de ADN), al
hacer incidir luz ultravioleta (UV). La imagen se recoge
en una fotografia y se compara el polimorfismo de las
bandas, en numero y tamafio, entre las cepas
analizadas. Como el patrén de bandas obtenido es en
ocasiones complejo de analizar, se recomienda utilizar
sistemas computerizados de analisis de fragmentos.

Ha sido una técnica ampliamente utlizada en
investigaciones epidemiolégicas, llegando a ser
estandarizada en varios laboratorios del EWGLI
(European Working Group on Legionella Infections).
En la actualidad el EWGLI cuenta con una base de
datos europea de tipos de AFLP con cepas
representativas, a la que se puede acceder para la

asignacion de tipos, a través de su direccion web
(www.ewqli.org).

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Procedimiento en Microbiologia Clinica de la
SEIMC n° 1l1la de “Recogida, transporte vy
procesamiento general de las muestras en el
laboratorio de microbiologia”, 2003

- Procedimiento en Microbiologia Clinica de la
SEIMC n° 10 de “Seguridad en el laboratorio de
microbiologia clinica”, 2000

- Procedimiento en Microbiologia Clinica de la
SEIMC n°18 de “Métodos moleculares de
tipificacién epidemiolégica en bacteriologia”, 2005

- PNT-LP-01 de “Deteccibn de Legionella en
muestras clinicas mediante cultivo”

- PNT-LP-02 de “Detecciébn de Legionella en
muestras de agua mediante cultivo”

- PNT-LP-03 de “Identificacion de los aislados de
Legionella“

4. MUESTRAS

Las muestras a utlizar son cultivos de L.
pneumophila procedentes del procesamiento de
muestras clinicas o ambientales, identificados a nivel
de especie y serogrupo, Yy con informacién
epidemioldgica suficiente como para considerar que
proceden de la investigacibn de un brote de
legionelosis. Los procedimientos para el cultivo de
Legionella tras el procesamiento de muestras clinicas
0 de muestras de agua, y la identificacién de los
cultivos en especie y serogrupo, Se encuentran
detallados en los PNT correspondientes (PNT-LP-01,
PNT-LP-02 y PNT-LP-03).

Antes de realizar un ensayo de tipificacion hay que
asegurarse de que se parte de un cultivo puro en
medio BCYEaq, procedente del subcultivo de una Unica
colonia, y si fuera necesario, subcultivar de nuevo en
BCYEa y BCYEa sin cisteina. Se debe evitar trabajar
con cultivos viejos, es preferible realizar subcultivos.

Cuando se requiera enviar los cultivos de
Legionella a otro laboratorio, el transporte se realizara
en medio BCYEa en placa, o en tubo con agar
inclinado, sellado con parafilm, a temperatura ambiente
y en el menor tiempo posible. Se adjuntara la
informacion necesaria. Se utilizaran contenedores y
empresas de mensajeria que cumplan los requisitos
para el envio de material biolégico (Ver Procedimiento
la de la SEIMC).

Legionella puede manipularse en un laboratorio de
microbiologia convencional conforme al Nivel de
Contencion 2, teniendo en cuenta que la infeccion se
produce por la inhalaciéon del microorganismo, por lo
gue se debe evitar la produccién de aerosoles en la
manipulacién de los cultivos.

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS
1) Tampodn Tris-EDTA pH 8 (TE)
- Preparar Tris HCI (1 M) disolviendo 60,57 g de
Tris en 400 ml de agua destilada y ajustar el pH a
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8, enrasando posteriormente con agua destilada
hasta 500 ml.

- Preparar EDTA (acido etilen-diamino-tetra-
acético) 0,5 M disolviendo 186,12 g de EDTA-
Tritiplex en 100 ml de solucién de NaOH 5 N y
400 ml de agua destilada. Ajustar el pH a 8 y
enrasar hasta 1 L con agua destilada. Esterilizar
en autoclave a 120°C durante 20 min.

- Mezclar 4 ml de EDTA 0,5 M pH 8 con 20 ml de
Tris-HCI 1 M y 1.600 ml de agua destilada. Ajustar
el pH a 8 y enrasar hasta 2 L con agua destilada.
Esterilizar en autoclave a 120°C durante 20 min y
conservar a temperatura ambiente.

2) Solucién de SDS (dodecil sulfato sédico) al 10%

- Preparar 100 ml de solucién con 10 g de lauril
sulfato en 100 ml de agua destilada.

- Mezclar y conservar a temperatura ambiente.
Manejar con precaucion utilizando mascarilla.

3) Enzima Proteinasa K a una concentracion final de

20 mg/ml

- Preparar una solucion con 200 mg de proteinasa
K en 10 ml de agua destilada.

- Repartir en alicuotas de 1 ml y conservar a —20°C
hasta su uso.

4) Solucién de NaCl5 M

- Preparar una solucién con 146,1 g de NaCl en 500
ml de agua destilada.

- Mezclar y conservar a temperatura ambiente hasta
Su uso.

5) Solucion de CTAB (bromuro de hexadecil-trimetil-
amonio) al 10% en NaCl 0,7 M

- Disolver 4,1 g de NaCl en 80 ml de agua destilada y
afiadir 10 g de CTAB.

- Calentar a 65°C en un bafio de agua, agitando de
vez en cuando hasta su disolucién. Enrasar hasta
100 ml con agua destilada.

- Repartir en alicuotas de 2 ml y conservar a
temperatura ambiente hasta su uso.

6) Soluciébn de cloroformo/alcohol isoamilico
(proporcion 24:1)

-Preparar 50 ml de wuna solucion de
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) con 48 ml de
cloroformo y 2 ml de alcohol isoamilico.

- Mezclar y conservar a 4°C hasta su uso. Manejar
con precaucion, utilizando guantes y mascarilla.

7) Solucién de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
(proporcién 25:24:1)

- Estabilizar la solucion de fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico  (25:24:1) afadiendo la cantidad
necesaria de 8-Hidroxiquinoleina, siguiendo las
instrucciones del fabricante.

- Mezclar y conservar a 4°C hasta su uso. Manejar
con precaucion, utilizando guantes y mascarilla.

8) Isopropanol
- Mantener a 4°C hasta su uso
9) Etanol absoluto y solucién de etanol al 70%

- Preparar la solucion de etanol al 70% mezclando
70 ml de etanol absoluto y 30 ml de agua
destilada.

- Mantener etanol absoluto y al 70% a —20°C hasta
Su uso.

10) Agarosa

- Preparar 50 ml de agarosa al 0,7% en TBE 1x y
200 ml de agarosa al 1,5% en TBE 1x, como se
detalla mas adelante.

11) Tampo6n TBE pH 8,3 en concentraciones 10x y
1x

- Preparar solucion TBE concentrado 10x mezclando
216 g de Tris HCl con 9,3 g de EDTA Tritiplex y
111,3 g de acido borico en 1.400 ml de agua
destilada. Medir el pH y, si no es necesario
rectificarlo, afiadir agua destilada hasta completar 2
L. Esterilizar en autoclave a 120°C durante 20 min y
conservar a 4°C hasta su uso.

- Preparar solucién tampén TBE 1x mezclando 200
ml de tampén TBE 10x con 1.800 ml de agua
destilada y mantener a 4°C hasta su uso.

12) Tampén de carga

- Preparar 50 ml de colorante que contiene glicerol al
30%, azul de bromofenol al 0,25% vy xilencianol al
0,25%. Para ello, mezclar 17,24 ml de glicerol
(87%), 0,125 mg de azul de bromofenol y 0,125 mg
de xilencianol en 32,76 ml de agua destilada.
Conservar a 4°C.

Este colorante se puede adquirir preparado
comercialmente, en cuyo caso se seguiran las
instrucciones de uso y conservacion del fabricante.
13) Solucion de Bromuro de Etidio (1 pg/ml)

- Preparar 500 ml de solucién de bromuro de etidio
mezclando 50 pl de bromuro (10 mg/ml) en 500 ml
de agua destilada.

- Conservar a 4°C y oscuridad hasta su uso.

- Manejar con precaucion, utilizando guantes.

Para desechar el bromuro utilizado se debe
inactivar previamente:

- Afiadir 0,8 g de carbdn activo por cada 500 ml de
bromuro de etidio.

- Dejar la mezcla expuesta a la luz solar durante 3
meses, agitandola de vez en cuando.

- Filtrar, eliminar el sobrenadante y desechar el filtro
en contenedores para material infeccioso.

14) Enzima de restriccion Pstl y su tampon
correspondiente

- Preparar el tampén y la enzima siguiendo las
instrucciones del fabricante.

15) Adaptadores especificos

- Los 2 adaptadores utilizados son: AFLP-LG1 (5'-
CTC GTA GAC TGC GTA CAT GCA-3") y AFLP-
LG2 (5-TGT ACG CAG TCT AC-3").

- Preparar una solucion stock de cada adaptador a
una concentracion de 1 pg/ul, diluyendo una
cantidad de pg de adaptador liofilizado en igual
cantidad de pl de agua destilada.

- Diluir 1/10 en agua destilada cada soluciéon y
mantener a —20°C hasta su uso.

16) Enzima T4 ADN Ligasa y su tampon
correspondiente

- Preparar el tampén y la enzima siguiendo las
instrucciones del fabricante.

17) Solucién de acetato amoénico 7,5 M
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- Diluir 583,1 g de acetato amoénico en 1 L de agua
destilada.

- Conservar a temperatura ambiente hasta su uso.

18) Solucién de MgCl, 50 mM

- Se puede utilizar un preparado comercial que se
puede fraccionar en alicuotas (5 6 10 pl) antes de
su conservacion. Conservar a —20°C hasta su uso.

19) Iniciador especifico AFLP Pstt G (5-
GACTGCGTACATGCAGG-3")

- Preparar una solucién stock del iniciador a una
concentracion de 1 ug/ul diluyendo una cantidad de
Hg de adaptador liofilizado en igual cantidad de pl
de agua destilada. Mantener a —20°C.

- Preparar 1 ml de una dilucién 1/10 de la solucion
stock en agua destilada. Mantener a —20°C hasta
su uso (0,1 ug/ul).

20) Patron de peso molecular de ADN

- Utilizar un marcador de Pm con un rango de
fragmentos de 100 a 10.000 pares de bases. Se
puede utilizar un preparado comercial, como
Ladder Mix (MBI-Fermentas) a una concentracién
de 0,5 mg/ml.

- Conservar a -20°C.

21) Solucion HCI 1 N

- Preparar una solucioén con 10 ml de HCl y 110 ml
de agua destilada.

- Mezclar y conservar a temperatura ambiente.

22) Solucion de NaOH 5 N

- Preparar una solucién con 200 g de NaOH en 1 L
de agua destilada.

- Mezclar y conservar a temperatura ambiente.

23) Tubos de reaccién conteniendo la mezcla para la
reaccion de PCR

- Tubos de 0,5 6 0,2 ml de capacidad conteniendo
una mezcla de reaccion de PCR liofilizada. Cada
tubo contiene: 1-1,5 U de Taq ADN polimerasa,
10 mM de Tris-HCI pH 9, 50 mM de KCI, 1,5 mM
de MgCl,, 200 uM de cada dNTP, estabilizadores
y seroalbdmina bovina (BSA).

6. APARATOS Y MATERIAL

- Termociclador con tapa térmica

- Bafio de agua (o bloque térmico) capaz de
mentener temperaturas de 37, 50 y 65°C

- Transiluminador con luz ultravioleta y céamara
fotogréfica Polaroid (o captador automatico de
imagenes con luz ultravioleta)

- Microcentrifuga para alcanzar 12.000 xg, a 4°C

- Congelador —20°C

- Nevera de 4°C

- Horno microondas

- Balanza

- Agitador Vortex

- Desecador a vacio

- Equipo de electroforesis convencional, que consta
de:

- Cubeta de electroforesis pequefia con soporte
para gel
- Cubeta de electroforesis grande con soporte
para gel

- Fuente de electroforesis
- Cinta de autoclave
- Peines para cada cubeta de electroforesis
- Papel parafilm
- Asa de siembra
- Tubos Eppendorf de 1,5 ml
- Micropipetas automaticas (de 1-10 pl y 10-100 pl)
- Puntas con filtro para micropipetas automaticas
- Bandeja de plastico para la tincién de los geles
- Guantes y mascarilla

7. PROCEDIMIENTO

La técnica de AFLP consta de 4 pasos: Extraccion
y cuantificacion del ADN, reaccién de restriccion-
ligado, amplificacion de los productos digeridos y
separacion y visualizacion de los fragmentos de ADN
amplificados.

7.1. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DEL ADN

CROMOSOMICO
7.1.1. Extraccion
La extraccion del ADN se puede realizar utilizando
un kit de extraccion comercial o mediante el siguiente
procedimiento:
- Recoger dos asas cargadas de un cultivo puro en
BCYEaq, y emulsionar en un tubo que contiene la
siguiente mezcla: 567 pl de TE (pH 8), 30 pl de SDS
al 10% y 3 p de proteinasa K (20 mg/ml)
previamente atemperada. Agitar con vortex e incubar
1ha37°C.
Afiadir 100 pl de NaCl 5 M y agitar con vortex. Asi
aumentara la concentracion de sal y se evitara la
precipitacion de los acidos nucleicos. Afadir 80pl
de CTAB/NaCl, previamente atemperado en un
bafio a 65°C. Agitar con vortex e incubar 10 min a
65°C en bario.
Afadir 700 pl de la mezcla cloroformo/alcohol
isoamilico (24:1) y agitar por inversién. Centrifugar
a 12.000 xg, durante 5 min a 4°C. Transferir la fase
acuosa (superior) a otro tubo (= 400 pl).
Afadir 700 pl de la mezcla fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico (25:24:1) (fase inferior) y agitar con vortex
hasta su definitiva emulsion. Centrifugar a 12.000xg,
durante 5 minutos a 4°C y transferir la fase acuosa
(superior) a otro tubo.
Para precipitar el ADN, afiadir 0,6 voliumenes de
isopropanol, agitar y centrifugar a 12.000 xg
durante 5 min a 4°C. Retirar el sobrenadante y
lavar el precipitado con 400 ul de etanol al 70%.
Agitar y centrifugar a 12.000 xg, durante 5 min a
4°C. Descartar nuevamente el sobrenadante vy
secar el precipitado a temperatura ambiente (en un
desecador a vacio).
Resuspender el extracto de ADN en 50 pl de TE,
agitar y conservar a —20°C hasta su uso.
7.1.2. Cuantificacion del ADN

Para comprobar la concentracion de ADN de cada
extracto proceder de la siguiente manera:
- Hacer un blanco con 100 ul de TE 1x.
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- Diluir la muestra 1/100 en TE 1x (para la lectura se
necesitan 100 pl)
- Leer la absorbancia a una longitud de onda de 260
nm
- La concentracion de ADN se calcula con la siguiente
formula:
Concentracion de ADN (ug/ml) = (absorbancia de la
muestra — absorbancia del blanco) x 50
Calcular el volumen correspondiente de extracto
para conseguir una concentracion de ADN de 0,5
pg/ul, segun la formula siguiente:
500 / concentracion de ADN del extracto (ng/ml) =
Volumen (ul) de extracto para diluir en 1 ml de TE

7.2. REACCION DE RESTRICCION-LIGADO
Se utiliza Pstl como enzima de restriccion, y los
adaptadores especificos de L. pneumophila llamados

AFLP-LG1 y AFLP-LG2. Proceder de la siguiente

forma:

- Preparar una mezcla de reaccién en un tubo

conteniendo cantidad suficiente de cada reactivo

para el nimero “n” de muestras a analizar, teniendo
en cuenta que el volumen total de mezcla para
cada reaccion es de 20 pl:

- 2xn pl de tampdn T4-ligasa 10x

- 2xn pl AFLP-LG1 (0,1 pg/pl)

- 2xn pl AFLP-LG2 (0,1 pg/pl)

- 2xn pl Pstl (10 U/pl)

- 1xn pl T4-ligasa (1U/ul)

- 8xn pl de agua destilada

Dispensar en cada tubo de reaccion: 17 ul de la

mezcla y 3 pl del extracto de ADN correspondiente

e incubar a 37°C durante 3 h, para que tenga lugar

la reaccion de restriccion/ligado (cada 20 pl de

mezcla de reaccién contienen: 1,5 pug de extracto

de ADN, 0,2 ug de cada adaptador AFLP-LG2, 20

U del enzima de restriccion Pstl, tamp6n T4 ligasa

1x y 1 U de T4 ADN-ligasa). Como consecuencia

de esta reaccién se obtendran distintos fragmentos
de ADN resultantes de la digestion con Pstl, todos
ellos flanqueados por los adaptadores.

- Afiadir a cada tubo de reaccion 47 pl de agua
destilada, 33 pl de acetato amonico 7,5 M y 100 pl
de etanol absoluto, para la precipitacién de los
productos de restriccion-ligado. Incubar 5 min (no
exceder este tiempo de incubacion) a temperatura
ambiente. Centrifugar a 12.000xg durante 10 min a
4°C y eliminar el sobrenadante. Lavar afiadiendo
100 pl de etanol al 70%. Centrifugar a 12.000xg
durante 10 min a 4°C, retirar el sobrenadante con
micropipeta y secar el precipitado a temperatura
ambiente (en un desecador a vacio).

- Afiadir 100 pl de TE pH 8 a cada tubo de reaccion,
mezclar y conservar el ADN ligado y purificado a —
20°C hasta su uso.

7.3. AMPLIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE

RESTRICCION-LIGADO

La amplificacién de los productos de restriccion-

ligado se realiza mediante una reaccion de PCR,

utilizando un iniciador especifico llamado AFLP-Pstl-

G. Se procede de la siguiente manera:

- Preparar, inmediatamente antes de la reaccion de
PCR, una dilucion 1/100 en agua destilada (libre de
nucleasas) del producto de restriccion-ligado.

- Preparar una mezcla de reaccion en un tubo
conteniendo cantidad suficiente de cada reactivo,
para el nimero “n” de muestras a analizar, de
manera que el volumen final de cada reaccion sea
de 25 pl: 17,75 xnul de agua destilada, 0,5 xnpl
MgCl, 50 mM (para suplementar la cantidad de
MgCl, contenida en la mezcla liofilizada hasta 2,5
mM), 1,75 xnul del iniciador AFLPPSTI-G (0,1
Ho/pl).
En cada tubo con la mezcla de reaccion liofilizada,
dispensar 20 pl de la mezcla de reaccion
anteriormente preparada y 5 pl de la dilucion 1/100
del producto de restriccién-ligado. Incluir un tubo
control negativo que contenga agua destilada (libre
de nucleasas) en lugar deproducto de restriccion-
ligado (éste debe tenerse en cuenta en los céalculos
anteriores).

Colocar los tubos de reaccién en el termociclador.

El programa de amplificacion dura

aproximadamente 4 horas y consiste en un primer

ciclo de desnaturalizacién a 94°C durante 4 min,
seguido de 33 ciclos de: 1 min a 94°C

(desnaturalizacion), 1 min a 60°C (apareamiento de

las cadenas de ADN con el iniciador) y 2,5 min a

72°C (extension del ADN usando como molde una

de las hebras del ADN-ligado/purificado),
terminando el programa a 4°C.

- Los productos amplificados se conservan a 4°C
hasta su separacion.

7.4. SEPARACION Y VISUALIZACION DE LOS
PRODUCTOS AMPLIFICADOS

La separacion de los productos amplificados se
realiza mediante una electroforesis convencional en
geles de agarosa. Proceder de la siguiente manera:
- Preparar 2 L de TBE 1x diluyendo 200 ml de TBE

10x en 1.800 ml de agua destilada.

- Preparar un gel de agarosa al 1,5%. Para ello,
mezclar 3 g de agarosa con 200 ml de TBE 1x, fundir
en horno microondas y mantener en bafio a 50°C.
Verter la agarosa fundida sobre un soporte de de
electroforesis (previamente montado con cinta de
autoclave y peine), y dejar solidificar a temperatura
ambiente. Retirar el peine y la cinta de autoclave.
Poner el gel en la cubeta de electroforesis llena de
TBE 1x, de manera que los pocillos queden en el
polo negativo (negro).
Mezclar 5 pl de cada ADN-amplificado con 2 pl de
colorante (en un trozo de papel parafiim) y
cargarlos en los pocillos. Se carga una muestra por
pocillo, incluyendo en cada gel una cepa control,
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con un patrén de bandas conocido, y varios pocillos

con el marcador de peso molecular (por ejemplo,

uno en cada extremo del gel y otro en medio).

Para los pocillos con el control de Pm, se mezclan

3 pl de agua destilada con 1 pl de colorante y 2 pl

del marcador de peso molecular (0,5 mg/ml).

- Las condiciones de la electroforesis son: 3,45

voltios/cm (en el caso de una cubeta 20/25 en la

gue la distancia entre los dos electrodos es de 29

cm, 29x3,45=100 voltios), durante 4 h.

Tefiir con solucidon de bromuro de etidio durante 20

min y lavar con agua destilada.

Colocar el gel en un transiluminador y hacer incidir

luz UV (con la proteccibn necesaria, gafas y

guantes).

Efectuar un registro grafico de la imagen, por

ejemplo fotografiar con cdmara Polaroid utilizando

un carrete de fotos con negativo, o utilizar un

captador de imagenes automatico. Es importante

optimizar la calidad de la imagen.

En el Anexo | se incluye un resumen de este
procedimiento.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE RESULTADOS

Cada cepa presentard un perfii de bandas o
fragmentos de ADN. Las bandas aparecen separadas
en el carril en funcién de la relacion masa/carga. Antes
de dar por valido un gel y pasar a su interpretacion, es
necesario comprobar que el control de Pm y la cepa de
control interno presentan las bandas esperadas, en
ndmero y posicion.

Cuando las cepas comparadas presentan idénticos
perfiles, es decir el mismo nimero de bandas y en la
misma posicién, consideramos que las cepas son
genéticamente iguales (con la técnica aplicada) y
pertenecen al mismo tipo de AFLP. Esto indica que el
origen de las cepas puede ser comin, pero es
recomendable confirmar la identidad de las mismas
aplicando una segunda técnica molecular, como por
ejemplo electroforesis en campo pulsado (PFGE)
utilizando Sfil como enzima de restriccion (Consultar el
procedimiento de la SEIMC n°18 de “Métodos
moleculares de tipificacion epidemiologica en
bacteriologia”), o secuenciacion de genes (SBT).

Cuando las cepas comparadas presentan perfiles
claramente diferentes, es decir, distinto nimero de
bandas o diferentes alturas, o ambas diferencias,
consideramos que las cepas son genéticamente
diferentes (con la técnica aplicada) y pertenecen a
distinto tipo de AFLP. Esto indica que el origen de las
cepas es diferente.

Cuando las cepas comparadas presentan perfiles
similares pero no idénticos, consideramos que las
cepas son genéticamente relacionadas (con la técnica
aplicada). En estos casos es recomendable aplicar una
segunda técnica molecular que ayude a establecer el
grado de relacién, como PFGE-Sfil o secuenciacion de
genes (SBT).

8.1 ANALISIS COMPUTERIZADO DE LOS
RESULTADOS

Es preferible realizar un analisis computerizado de
los patrones de bandas obtenidos. El andlisis se basa
en el célculo de los coeficientes de similitud de los
patrones de bandas para cada par de cepas. Los
resultados se expresan en una matriz de similitud que
puede representarse graficamente en forma de
dendrograma de homologias.

Para ello, es importante estandarizar las
condiciones experimentales para que los patrones
electroforéticos sean reproducibles y la comparacién
de los resultados pueda realizarse entre patrones
incluidos en distintos geles.

El primer paso en el andlisis es la normalizacion de
los geles, que consiste en asignar la misma posicion a
bandas del mismo tamafio. La normalizacién se realiza
con programas informaticos, aunque se requiere una
cuidadosa supervision visual.

El segundo paso consiste en el célculo de la
similitud entre 2 cepas, y para ello se pueden utilizar
diversos coeficientes, como Dice, Jaccard o Pearson.
El mas utilizado es el coeficiente de Dice que se
basa en la posicion de las bandas una vez definidas
la totalidad de las mismas, cuyo calculo esta
explicado con detalle en el Procedimiento en
Microbiologia Clinica de la SEIMC n°18 de “Métodos
moleculares de tipificacion epidemiolégica en
bacteriologia” (2005).

Por dltimo, el algoritmo matematico mas utilizado
para construir un dendrograma a partir de una matriz
de similitud es el método de agrupacién por pares no
ponderado, UPGMA (unweighted pair group method
with averages).

En la estandarizacion del procedimiento de AFLP
realizada por varios laboratorios de referencia
europeos (www.ewgli.org), para la tipificacion
epidemiolégica de L. pneumophila serogrupo 1, y la
asignacion de tipos de AFLP, se incluyeron en el
andlisis las bandas comprendidas entre 100 pb y
3.500 pb, con un 2% de tolerancia, y se utilizé el
punto de corte del 90% de similitud para la
asignacion de tipos. El punto de corte puede ser
modificado en funcién de los resultados obtenidos y
de la finalidad del andlisis.

9. RESPONSABILIDADES

El personal técnico serd el responsable del
procesamiento de las muestras, de la realizacién de
las técnicas y de la validacion de los resultados en
funcion de los controles. ElI facultativo sera
responsable de la supervision de las tareas
mencionadas, de mantener al dia los procedimientos
de validacion final de los resultados, de su
interpretacioén y del informe de los mismos.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Para la asignacion de tipos se puede utilizar la base
de datos europea de AFLP, introduciendo en la pagina
web del EWGLI (www.ewgli.org) el peso molecular de
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las bandas o el % de la distancia recorrida por cada
banda en el gel.

El bromuro de etidio es mutagénico por contacto,
por lo que debe utilizarse con precauciéon y en areas
especialmente designadas para ello. Su eliminacién
debe realizarse como se ha detallado anteriormente, o
siguiendo lo indicado en el apartado 5 (solucion n° 13)
de este procedimiento.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

La principal limitacién del procedimiento es que la
interpretacion de los resultados entrafia cierta
dificultad, y debe realizarse con detenimiento. La
asignacion de tipos o patrones se basa en la diferente
altura de las bandas de ADN observadas en cada gel
de electroforesis, por lo que se debe ser muy
cuidadoso en la normalizacién del método, y seguir
con mucha precision todos los pasos detallados en el
procedimiento, optimizando aquéllos pasos que
ayuden a mejorar la calidad de las imagenes, como
puede ser el andlisis computerizado de los fragmentos,
lo que aportard mayor poder de resolucion y menor
riesgo de error que el ojo humano, pues los patrones
obtenidos son con frecuencia dificiles de interpretar.

Esta metodologia se debe utlizar sélo en
laboratorios que cuenten con experiencia en la
aplicacién de métodos de genotipificacion, y que
conozcan muy bien los requisitos exigibles a una
técnica para que ésta pueda ser utilizada como
método de genotipificacion en la investigacion de
brotes, como son los siguientes parametros:
Tipabilidad (porcentaje de cepas asignadas a un tipo
dado). Reproducibilidad (capacidad de asignacion de
un mismo tipo a una cepa analizada en pruebas
separadas e  independientes). Discriminacion
(probabilidad de que el método asigne tipos diferentes
a dos cepas no relacionadas muestreadas al azar). Se
calcula aplicando la formula del indice de Diversidad
de Simpson. Concordancia epidemiolégica (coherencia
epidemiolégica de los resultados).

No es recomendable la utilizacion de la técnica de
manera  esporadica en una investigacion
epidemiolégica puntual, sin conocer previamente los
antecedentes de la enfermedad y de la bacteria en el
entorno geografico implicado.
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Anexo |: Tipificacién molecular de Legionella pneumophila mediante AFLP

PROCEDIMIENTO: La técnica de AFLP consta de 4 pasos: 1) Extraccion de ADN, 2) Reaccién de restriccion-ligado, 3) Amplificacién de los productos
digeridos y 4) Separacion y visualizacion de los fragmentos de ADN amplificados.

1) Extraccion de ADN: La extraccion del ADN se puede realizar utilizando un kit de extraccion comercial o mediante el siguiente procedimiento:

- Recoger dos asas cargadas de un cultivo puro en BCYEaq, y emulsionar en un tubo que contiene la siguiente mezcla: 567 pl de TE (pH 8), 30 pl de SDS
al 10% y 3 ul de proteinasa K (20 mg/ml) previamente atemperada. Agitar con vortex e incubar 1 h a 37°C.

- Afadir 100 pl de NaCl 5 M y agitar con vortex. Asi aumentara la concentracion de sal y se evitara la precipitacion de los acidos nucleicos. Anadir
80ul de CTAB/NaCI, previamente atemperado en un bafio a 65°C. Agitar con vortex e incubar 10 min a 65°C en bafio.

- Afadir 700 pl de la mezcla cloroformo/alcohol isoamilico (24:1) y agitar por inversion. Centrifugar a 12.000 xg, durante 5 min a 4°C. Transferir la fase
acuosa (superior) a otro tubo (= 400 pl).

- Afiadir 700 pl de la mezcla fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) (fase inferior) y agitar con vortex hasta la definitiva emulsion. Centrifugar a
12.000xg, durante 5 minutos a 4°C y transferir la fase acuosa (superior y transparente) a otro tubo.

- Para precipitar el ADN, afiadir 0,6 volimenes de isopropanol, agitar y centrifugar a 12.000 xg durante 5 min a 4°C. Retirar el sobrenadante y lavar el
precipitado con 400 ul de etanol al 70%. Agitar y centrifugar a 12.000 xg, durante 5 min a 4°C. Descartar nuevamente el sobrenadante y secar el
precipitado a temperatura ambiente (en un desecador a vacio).

- Resuspender el extracto de ADN en 50 pl de TE, agitar y conservar a —20°C hasta su uso.

Calcular el volumen correspondiente de extracto para conseguir una concentracion de ADN de 0,5 pg/ul

2) Reaccion de restriccion-ligado: utilizando Pstl como enzima de restriccion y los adaptadores especificos AFLP-LG1 y AFLP-LG2. Proceder de la siguiente
forma:
- Preparar una mezcla de reaccién en un tubo conteniendo cantidad suficiente de cada reactivo para el nimero “n” de muestras a analizar, teniendo
en cuenta que el volumen total de mezcla para cada reaccion es de 20 pl:
- 2xn ul de tampdn T4-ligasa 10x
- 2xn yl AFLP-LG1 (0,1 pg/ul)
- 2xn pl AFLP-LG2 (0,1 pg/ul)
- 2xn pl Pstl (10 U/pl)
- 1xn pl T4-ligasa (1U/pl)
- 8xn ul de agua destilada
- Dispensar en cada tubo de reaccion: 17 pl de la mezcla y 3 pl del extracto de ADN correspondiente e incubar a 37°C durante 3 h. Cada 20 pl de
mezcla de reaccion contienen: 1,5 ug de extracto de ADN, 0,2 ug de cada adaptador AFLP-LG2, 20 U del enzima de restriccion Pstl, tampon T4
ligasa 1x y 1 U de T4 ADN-ligasa). Como consecuencia de esta reaccion se obtendran distintos fragmentos de ADN resultantes de la digestion con
Pstl, todos ellos flanqueados por los adaptadores.
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Afadir a cada tubo de reaccién 47 pl de agua destilada, 33 pl de acetato aménico 7,5 M y 100 pl de etanol absoluto, para la precipitacion de los
productos de restriccion-ligado. Incubar 5 min (no exceder este tiempo de incubacion) a temperatura ambiente. Centrifugar a 12.000xg durante 10
min a 4°C y eliminar el sobrenadante. Lavar afiadiendo 100 pl de etanol al 70%. Centrifugar a 12.000xg durante 10 min a 4°C, retirar el sobrenadante
con micropipeta y secar el precipitado a temperatura ambiente (en un desecador a vacio).

Afiadir 100 pl de TE pH 8 a cada tubo de reaccion, mezclar y conservar el ADN ligado y purificado a —20°C hasta su uso.

3) Amplificacion de los productos de restriccidon-ligado: Se realiza mediante una reaccion de PCR con el iniciador especifico AFLP-Pstl-G. Se procede de

la siguiente manera:

Preparar, inmediatamente antes de la reaccion de PCR, una dilucién 1/100 en agua destilada (libre de nucleasas) del producto de restriccion-ligado.
Preparar una mezcla de reaccién en un tubo conteniendo cantidad suficiente de cada reactivo, para el nimero “n” de muestras a analizar, de manera
gue el volumen final de cada reaccion sea de 25 ul: 17,75 nul de agua destilada, 0,5xn pl MgCl, 50 mM (para suplementar la cantidad de MgCl,
contenida en la mezcla liofilizada hasta 2,5 mM), 1,75 xnul del iniciador AFLPPSTI-G (0,1 pg/ul).

En cada tubo con la mezcla de reaccion liofilizada, dispensar 20 pl de la mezcla de reaccién anteriormente preparada y 5 pl de la dilucién 1/100 del
producto de restriccion-ligado. Incluir un tubo control negativo que contenga agua destilada (libre de nucleasas) en lugar del producto de restriccion-
ligado (éste debe tenerse en cuenta en los calculos anteriores).

Colocar los tubos de reaccion en el termociclador. El programa de amplificacion dura aproximadamente 4 horas y consiste en un primer ciclo de
desnaturalizacion a 94°C durante 4 min, seguido de 33 ciclos de: 1 min a 94°C, 1 min a 60°C y 2,5 min a 72°C, terminando el programa a 4°C.
Los productos amplificados se conservan a 4°C hasta su separacion.

4) Separacion y visualizacion de los productos amplificados: La separacion de los productos amplificados se realiza mediante una electroforesis
convencional en geles de agarosa. Proceder de la siguiente manera:

Preparar 2 L de TBE 1x diluyendo 200 ml de TBE 10x en 1.800 ml de agua destilada.

Preparar un gel de agarosa al 1,5%. Para ello, mezclar 3 g de agarosa con 200 ml de TBE 1x, fundir en horno microondas y mantener en bafio a 50°C.
Verter la agarosa fundida sobre un soporte de electroforesis previamente montado, y dejar solidificar a temperatura ambiente. Retirar el peine y la cinta de
autoclave.

Poner el gel en la cubeta de electroforesis llena de TBE 1x, de manera que los pocillos queden en el polo negativo (negro).

Mezclar 5 ul de cada ADN-amplificado con 2 pl de colorante y cargarlos en los pocillos. Se carga una muestra por pocillo, incluyendo en cada gel
una cepa control, con un patrén de bandas conocido, y varios pocillos con el marcador de peso molecular (por ejemplo, uno en cada extramo del gel
y otro en medio).

Para los pocillos con el control de Pm, se mezclan 3 pl de agua destilada con 1 pl de colorante y 2 ul del marcador de peso molecular (0,5 mg/ml).
Las condiciones de la electroforesis son: 3,45 voltios/cm (en el caso de una cubeta 20/25 en la que la distancia entre los dos electrodos es de 29 cm,
29x3,45=100 voltios), durante 4 h.

Tenir con solucion de bromuro de etidio durante 20 min y lavar con agua destilada.

Colocar el gel en un transiluminador y hacer incidir luz UV (con la proteccion necesaria, gafas y guantes).

Efectuar un registro gréafico de la imagen, por ejemplo fotografiar con camara Polaroid utilizando un carrete de fotos con negativo, o utilizar un
captador de imagenes automatico. Es importante optimizar la calidad de la imagen.
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