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Resumen

El Real Decreto 865/2003 para la prevencién y control de la legionelosis menciona el método de cultivo de la norma ISO 11731
para el ensayo de Legionella spp, norma en torno a la cual, se definen limites paramétricos. Las debilidades observadas en esta
ISO (falsos negativos y elevados tiempos de espera), han hecho necesario buscar métodos alternativos. Se estudia si el método
de separacién inmunomagnética y cuantificacién por colorimetria de Legionella spp, Legipid © Legionella Fast Detection, (SIM), es
adecuadoy eficiente en un laboratorio oficial de Salud Publica para muestras ambientales de agua. En ausencia de una metodologia
normalizada para verificar métodos alternativos, se ha disefado un método para realizar esta verificacion, teniendo en cuenta los
criterios especificos para andlisis microbioldgicos y la guia para kits de ensayo de ENAC. Asi, se han calculado los pardametros de
precision y recuperacién en las muestras inoculadas y, ademads, la linealidad a partir de la pendiente y la ordenada en el origen de la
relacion entre absorbancia y unidades formadoras de colonias, comparando los datos experimentales obtenidos con los resultados
de la validacion del método. Los resultados fueron satisfactorios en todos los casos. Una dispersién inferior al 20 %, una recuperacion
del 4 - 71 % y una linealidad conforme con la validacion a un nivel de significacion superior al 95 %. En base a estos resultados se
considera que el método SIM es un método valido para la deteccién y cuantificacion de Legionella spp. en un laboratorio oficial de
salud publica.

Palabras clave: Legionella spp.; verificacién; separacién inmunomagnética; cuantificacion; precision; recuperacion; linealidad.
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Resumo

O Real Decreto 865/2003 para a prevencdo e controle da legionelose menciona o método de cultivo da norma ISO 11731 para
o teste de Legionella spp, uma norma em torno da qual sdo definidos limites paramétricos. As fragilidades observadas nesta ISO
(falsos negativos e longos tempos de espera) obrigaram a procura de métodos alternativos. Estuda-se, se o método de separacdo
imunomagnética e quantificacao por colorimetria de Legionella spp, Legipid® Legionella Fast Detection, (SIM), é adequado e eficiente
num laboratério oficial de Saude Publica, para amostras ambientais de agua. Na auséncia de uma metodologia padronizada para
verificar métodos alternativos, desenhou-se um método para realizar essa verificacdo, tendo em conta os critérios especificos
para analises microbioldgicas e o guia ENAC para kits de teste. Assim, foram calculados os parametros de precisdo e recuperagao
nas amostras inoculadas e, adicionalmente, a linearidade da inclinacdo e da ordenada na origem da relagcao entre absorbancia e
unidades formadoras de colénia, comparando os dados experimentais obtidos com os resultados de método de validagao. Os
resultados foram satisfatérios em todos os casos. Uma dispersao inferior a 20 %, uma recuperagao de 4 % - 71 % e uma linearidade
de acordo com a validagao a um nivel de significancia superior a 95 %. Com base nesses resultados, o método SIM é considerado
um método vélido para a detecao e quantificacdo de Legionella spp. num laboratério oficial de satide publica.

Palavras-chave: Legionella spp.; verificagao; separacdo imunomagnética; quantificacao; exatidao; recuperacao; linearidade.
Abstract

Spanish Royal Decree 865/2003 on the prevention and control of legionellosis mentions the culture method of standard I1SO
11731 for testing Legionella spp., a standard which sets different parametric levels. The weaknesses that have been detected in the
method of said standard (false negatives and high waiting times) have made it necessary to look for alternatives. The aim of this
study is to determine whether the method of immunomagnetic separation (IMS) and quantification of Legionella spp. Legipid®
Legionella Fast Detection is suitable and effective for analyzing environmental water samples in an official public health laboratory.
In the absence of a standardized methodology for verifying alternative methods, we devised a method for carrying out this
verification taking into account specific criteria for microbiological analysis and the ENAC's guide for test kits. Thus, we calculated
the parameters of precision and recovery of the inoculated samples, as well as the linearity from the slope and the ordinate at
the origin of the absorbance-colony forming unit (CFU) relationship, and compared the experimental data we obtained with the
results of the validation of the method. The results were satisfactory in all cases: a dispersion below 20 %, a recovery in the 4-71 %
range, and a linearity compliant with the validation with a significance level exceeding 95 %. Based on these results, we consider
the ISM method to be a valid method for detecting and quantifying Legionella spp. in an official public health laboratory.

Keywords: Legionella spp.; verification; immunomagnetic separation; quantification; accuracy; recovery; linearity.

INTRODUCCION No cabe duda que una caracteristica que contribuye
a la alta incidencia de la enfermedad es la capacidad
de la bacteria de crecer y multiplicarse en el interior
de protozoos, siendo estos su hospedador natural®’.
Esta caracteristica no solo les confiere resistencia a las

fluctuaciones que pudiesen ocurrir en su ambiente

La legionelosis es una enfermedad con una
amplia distribucién geogréafica, hasta el punto de
que puede considerarse mundial. Sin embargo, su
incidencia es mas alta en los paises mas desarrollados,

seguramente debido a que poseen un mayor nimero
de instalaciones en las que la Legionella spp. es capaz
de proliferar y diseminarse. Asi, en Europa, Australia
y Estados Unidos son detectados entre 10 y 15 casos
por millén de habitantes al ano' y ademas parece que
es una enfermedad cuya incidencia va en aumento. En
2017 se observé un aumento del 30 % en el nimero de
habitantes europeos afectados en comparacién con el
anoanterior’y en enero de 2018 las autoridades del CDC
(Centros para el Control y Prevencién de Enfermedades
de EE. UU.) informaron de un aumento en la incidencia
de la legionelosis en Estados Unidos, multiplicindose
por 4,5 anualmente desde el afio 2000%>.

acuatico, incluida la desinfeccion, sino que también
parece estar relacionada con su capacidad infectiva®. Pero
ademas, esta propiedad estd intimamente relacionada
con la dificultad para ser cultivada en el laboratorio,
puesto que al encontrarse de forma libre o concentrada
en vacuolas intracelulares, una unidad formadora de
colonias contada en placa podria ser el resultado del
crecimiento de una sola célula o de cientos de bacterias
vivas presentes en una vesicula, en el caso de encontrarse
en el interior de hospedadores®. A este respecto se han
encontrado diferencias de resultados por cultivo de entre
1y 2 unidades logaritmicas entre alicuotas de una misma
muestra analizadas con diferencia de tiempo entre 6 y 48
horas, debido seguramente a la liberacién por lisis de las
bacterias contenidas en su interior'.
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El método de cultivo de Legionella spp., ademas, tiene
otras debilidades que se manifiestan habitualmente
en la practica diaria de un laboratorio. Por ejemplo,
esta bacteria posee un lento crecimiento en cultivo,
en torno a cinco dias o una semana, lo que ademas de
retrasar la resolucion de algunas situaciones sanitarias
de riesgo urgentes, como los brotes, permite, sobre
todo en muestras muy sucias, que crezcan antes otros
microorganismos acompafantes. Esto ultimo impide
en algunos casos el aislamiento posterior de colonias
de Legionella spp., bien porque colonizan toda la placa
con un crecimiento invasivo o confluente''?, bien
porque algunos microorganismos que han crecido mas
rapidamente inhiben el crecimiento en placa de la propia
Legionella spp.’>™.

Todo ello l6gicamente puede llevar a subestimar el
riesgo real de una instalacién. Sin embargo, en Espaia
el cultivo es el método exigido por el RD 865/2003 y por
tanto el de referencia para su deteccion y cuantificacion.
Este Real Decreto dice en su articulo 6 que con caracter
complementario se tendrd en cuenta lo establecido en
la norma UNE 100030 IN, en la que se especifica que
“el andlisis debe realizarse de acuerdo con la norma UNE-
EN ISO 11731 o, alternativamente, mediante la utilizacion
de técnicas que cuentan con una certificacion nacional o
internacional que valide su protocolo, siendo el método de
referencia, el de cultivo”

Asimismo, el Real Decreto 865/2003 dispone que
los andlisis de aislamiento de Legionella spp. en agua
deben ser realizados en laboratorios acreditados, o
con un sistema implantado de control de calidad para
este tipo de ensayos'™. Esto en la practica requiere
demostrar conformidad con la norma UNE-EN ISO 17025
sobre requisitos generales para la competencia de
los laboratorios de ensayo y calibracion. Y esta norma
exige la necesidad de “usar métodos y procedimientos
apropiados para todas las actividades del laboratorio”
y, para conseguirlo, exige al laboratorio “verificar que
puede llevar a cabo apropiadamente los métodos antes
de utilizarlos, asegurando que puede lograr el desempefio
requerido™®.

La validacion y la verificacion han sido desarrolladas
en las normas de la serie ISO 16140. En este sentido, la
norma UNE-EN ISO 16140-1 define la validacién de un
método como el “establecimiento de las caracteristicas
de comportamiento de un método y la provisién de
evidencia objetiva, que demuestre que se cumplen los
requisitos de comportamiento para un uso previsto"". Y,
ademas, la norma UNE-EN ISO 16140-2, ahade como
requisito que los estudios de validacién “se desarrollen
por parte de organizaciones dedicadas a la validacion de
métodos”'8, La validacion por tanto no es una obligacion
de los laboratorios de ensayo, sino de los laboratorios
que desarrollan y comercializan los métodos, y son
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ellos los que deben establecer “las caracteristicas de
comportamiento de un método” y proveer “de evidencia
objetiva” de que se adecua al “uso previsto”.

En este caso concreto, el método de separacion
inmunomagnética (SIM) con cuantificacion
espectrofotométrica, estd validado, siendo la AOAC
International  (Association  of  Official ~ Analytical
Collaboration) la entidad competente que lo ha
certificado, por lo que cumple el primer requisito
requerido en la UNE-EN ISO 17025.

También la norma UNE-EN ISO 16140-1 define la
verificaciéon como la “demostracion de que un método
validado, utilizado por un usuario, funciona conforme a
las especificaciones del método determinadas en el estudio
de validacién y que resulta adecuado para sus objetivos™.
Este por tanto si es un objetivo de los laboratorios de
salud publica. Por desgracia, en la actualidad, no hay
un criterio normalizado para la verificacion de métodos
en muestras ambientales, como ya existe en muestras
clinicas con la guia EP-15 User verification of precision and
bias estimation. En la actualidad dentro del entorno de
la ISO 17025 se esta trabajando en la elaboracién de la
norma UNE-EN ISO 16140-3:"“Protocolo para la verificacion
de métodos de referencia y métodos alternativos validados
implementados en un laboratorio”™®. Por tanto, se hace
necesario el disefio y desarrollo de un procedimiento ad
hoc para cada método, si se quiere dar cumplimiento a
los requerimientos de la norma UNE-EN ISO 17025 en un
método alternativo ya validado.

En este trabajo, para el disefio de un protocolo de
verificacién, tratdndose de un método microbioldgico,
se ha considerado necesario aplicar los criterios
especificos de acreditacion recogidos en el documento
de la Entidad Nacional de Acreditacion (ENAC) CEA-
ENAC-20 rev.1 de mayo de 2017. En este, se indica que
para métodos cuantitativos normalizados y basados en
métodos normalizados, se deben confirmar al menos
recuperaciéon y reproducibilidad de las caracteristicas
de funcionamiento del método, y se menciona que “el
laboratorio debe disponer de un control de calidad para
realizar el seguimiento de la validez de los ensayos” como
asi se recoge en la norma UNE-EN ISO/IEC 17025%.
Ademas, como este método se presenta en forma de kit
de ensayo, se han seguido las directrices recogidas en la
Guia para la seleccién y utilizacién de kits de ensayo por los
laboratorios acreditados de ENAC*'.

Bajo estos criterios, en este trabajo se lleva a cabo
la verificacion del método SIM como una alternativa al
cultivo para la deteccion y cuantificacién de Legionella
spp. en aguas, aplicando las directrices de las normas
UNE-EN ISO 16140, la legislacion vigente y los criterios de
acreditacion que exige ENAC.



Eva Alvarez Merchan, Juan Manuel Ferndndez Gallego, Juan Carlos Montero Rubio

MATERIALY METODOS

1. DESCRIPCION DEL METODO

Este método se basa en la unidon de particulas
magnéticas a la bacteria mediante anticuerpos que han
sido inmovilizados en dichas particulas. De este modo,

se forman complejos que pueden separarse facilmente
del resto de sustancias presentes en la muestra mediante
un iman. Una vez formados los complejos, estos son
incubados con anticuerpos policlonales especificos
conjugados con una enzima, obteniéndose complejos
marcados que pueden ser observados por colorimetria
tras anadir el sustrato enzimatico (figura 1).

Figura 1. Esquema del método de separacién inmunomagnética

A. Particula magnética ; B. Célula de Legionella ; C. Anticuerpo de captura; D. Anticuerpo de lectura (conjugado) ; E. Antigenos

2. MATERIAL

Para la realizacion del ensayo se utilizaron los
eluyentes y reactivos suministrados en el kit Legipid®
Legionella Fast Detection.

La filtracion se realizd sobre membranas de
policarbonato 0,4 um, suministrados por Millipore™ (ref.
HTTP04700).

Cepas y/o material de referencia utilizado en la
verificacion

El material de referencia utilizado en la verificacion fue
la suspension (Levertest Lp, ref.:711-10-00), consistente
en Legionella pneumophila serogrupo 1 (ATCC 33152).
Cada lote deriva de cultivos ensayados por triplicado en
placas Agar BCYE a + GVPCincubadas a 36 + 1 °C durante
3-4 dias.

Descripcion de las muestras

Se utilizaron muestras de agua representativas de
dos tipos de matrices. Teniendo como base los criterios
recogidos en el anexo H de la norma UNE-EN ISO 11731
se seleccion6 el agua de consumo como matriz de aguas
con una baja concentracién de microbiota acompanante
y agua procedente de torres de refrigeracion como matriz
para aguas con una alta concentracién de microbiota
acompanante.

Las muestras fueron seleccionadas entre las recogidas
de forma rutinaria por el laboratorio.

El ensayo se llevd a cabo a partir de un volumen
de muestra de partida de 10 litros, del que se toman
alicuotas de 1 litro, y se dopan individualmente.

3. PROCEDIMIENTO DE ENSAYO

Cada muestra analizada se concentra con un equipo
de filtracién a vacio y filtros estériles de policarbonato.
Posteriormente se eluye por agitacion utilizando el
agitador vortex. Sobre este concentrado se afade una
suspension de particulas magnéticas inmuno-activadas
con un anticuerpo anti-Legionella. Las células presentes
en la muestra preparada se unirdn a los anticuerpos
inmovilizados en la superficie de las particulas, para
formar complejos de bacterias/particulas. A continuacion,
los complejos obtenidos son incubados con anticuerpos
policlonales especificos conjugados con una enzima,
obteniéndose complejos marcados que son detectados
por colorimetria tras afadir el sustrato enzimatico
(Legipid® Legionella Fast Detection. Bidtica, Espaia).

Lalectura se obtiene mediante un fotdmetro (Primelab
2.0 Multitest, Water ID, Alemania). Un control negativo
(sin microorganismo diana) se ensaya en paralelo en otra
cubeta de control. La variabilidad entre lotes estd sujeta a
control de calidad realizado por el fabricante.

Rev. salud ambient. 2021; 21(1):4-15
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El célculo se lleva a cabo sustituyendo el resultado
obtenido en la ecuaciéon de la recta obtenida en su
proceso de validacién?2,

Y =2,3061X + 4,9815

Donde,
X =logq9(4r)
Y =1 N < UFC )
= 0910 9 ml del concentrado
Siendo,

- la absorbancia relativa medida por el fotometro.

N - el nimero de UFC equivalentes detectadas en la
muestra analizada.

Estos calculos son realizados por el programa
incorporado en el fotémetro PrimelLab. Los resultados
se reportan como unidades formadoras de colonia
equivalentes (UFC eq), es decir, la cantidad de unidades
formadoras de colonias (UFC) que se habrian obtenido
utilizando el método de cultivo en ausencia de
microbiota interferente, células de Legionella spp. libres e
intactas, con los antigenos expresados y accesibles a los
anticuerpos.

4. VERIFICACION DE LA RECTA DE CALIBRADO DEL METODO
DE SEPARACION INMUNOMAGNETICA (SIM) Y DETECCION
COLORIMETRICA DE LEGIONELLA SPP

Fundamento

En la validaciéon del método publicada se encontré
una relacion lineal entre la absorbancia y las UFC
equivalentes. El objetivo de este andlisis, siguiendo los
requerimientos de la Guia para la seleccidn y utilizacién de
kits de ensayo por los laboratorios acreditados, es verificar
que los resultados obtenidos experimentalmente en el
ensayo de nuestro laboratorio se encuentran dentro de
los intervalos de confianza obtenidos en la validacién del
método*.

Desarrollo experimental

Se llevd a cabo la inoculacién con el material de
referencia Legionella pneumophila serogrupo 1, en
formato de suspension (Levertest Lp, ref: 711-10-00,
Bidtica, Espafna), a tres niveles de contaminacién,
utilizando 1, 0,5 y 0,2 ml del patrén, completando
hasta llegar a un volumen de 9 ml con el eluyente LO
suministrado en el kit Legipid ® Legionella Fast Detection.
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Se analizaron 5 réplicas y un control negativo para
cadaunodelos niveles. Con los resultados se compararon
los valores obtenidos para la pendiente y la ordenada en
el origen con los intervalos de confianza al 95 %.

Los criterios de aceptacion y rechazo (valores
logaritmicos en base 10) fueron:

A. para la pendiente, el intervalo [1,83, 2,78].
B. paralaordenada en el origen, el intervalo [4,53, 5,43].

5. VERIFICACION DE LA REPRODUCIBILIDAD Y LA RECUPERACION

Fundamento

Los criterios especificos de acreditacion para analisis
microbiol6gicos (CEA-ENAC-20 Rev. 1 mayo 2017) exigen
que, en un método de ensayo cuantitativo, al menos,
deben confirmarse los parametros de reproducibilidad y
recuperacion®,

La reproducibilidad se define como la “precision de la
medida bajo condiciones de medida de reproducibilidad'.
Estas condiciones “incluyen medidas con localizaciones,
analistas, sistemas de medida y replicados de medida
diferentes sobre un mismo objeto u objetos similares""’.

Para determinar la reproducibilidad del método se ha
utilizado la sistematica de verificacién propuesta por el
Gabinete de Servicios para la Calidad (GSC)*.

La recuperacion es “la proximidad de la concordancia
entre el valor de una cantidad medida y el valor de una
cantidad asignada a un mesurando”’. En este caso, se
calcula como el cociente entre el valor obtenido y el valor
de referencia, expresado en forma de porcentaje:

Vobtenido

Recuperacion(%) = -100

referencia

Desarrollo experimental

Las matrices utilizadas en el cdlculo de |la
reproducibilidad y la recuperacién se seleccionaron en
base a los criterios de la UNE-EN ISO 11731 (Anexo H)?°. En
concreto se seleccionaron dos matrices representativas
de las muestras recibidas habitualmente, al menos
en cuanto a microbiota acompanante y grado de
contaminacion no microbiana se refiere, y que, ademas,
son consideradas como ejemplo de dos de los niveles
establecidos en la norma UNE-EN ISO 11731, publicada
en 2017:
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A. Aguas de consumo: representativa de aguas con
poco nivel de microorganismos acompanantes.

B. Torres de refrigeracién: representativa de aguas con
alto nivel de microorganismos acompafnantes.

La reproducibilidad y la recuperacién del método se
analizaron en tres niveles de concentracion de Legionella
spp. diferentes, a partir de la inoculacién en las matrices
seleccionadas del mismo material de referencia (Levertest
Lp, ref.: 711-10-00, Bidtica, Espaia) que en el ensayo de
verificacién de la recta de calibrado.

Los criterios de aceptacion y rechazo en este caso son:

A. Para la reproducibilidad: el criterio es tener unos
valores de dispersién de resultados menores a los
obtenidos en la validacion publicada en la UNE-
EN ISO 11731 para los diferentes métodos de cultivo
y los diferentes niveles de contaminacién de fondo
(niveles de microbiota acompanante). En la tabla 1
se presentan los valores de validacion obtenidos y
descritos en la norma de recuento de Legionella spp.
mediante cultivo.
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B. Para la recuperacién: no existe en la norma UNE-
EN ISO 11731 ningun valor objetivo publicado
obtenido de la validacion, ni se ha encontrado otro
valor de referencia en la bibliografia, por lo que
la evaluaciéon no se llevard a cabo y se quedard el
resultado Unicamente como dato orientativo del
funcionamiento del método y como referencia para
el posterior control de calidad.

Este ensayo se desarrolla en dos etapas:
1. Titulacién del material de referencia (etapa preliminar)

Se titularon tres niveles de contaminacion: alto,
medio y bajo (1,0 ml, 0,5 ml y 0,2 ml). Para ello se
realiz6 el ensayo Legipid® en cada uno de ellos por
triplicado con un control negativo por cada tanda. A
partir de los resultados, se calcula la media aritmética,
ladesviacién tipicaylaincertidumbre de la cepa, sobre
los valores expresados en logaritmos de base 10. Estos
resultados de titulacion serdn considerados el valor
de referencia para los ensayos de reproducibilidad y
recuperacion.

Tabla 1. Parametros para las caracteristicas de funcionamiento de ensayo interlaboratorio. Recuperado de UNE-EN I1SO
11731:2017, Calidad del agua. Recuento de Legionella. Anexo H. Datos de funcionamiento

Inoculacién directa Baja 56,4 %
Filtro sobre placa Baja 65,9 %
Filtracion con elucién Baja 49,5 %
Filtracion con elucién Alta 54,0 %
Inoculacién directa e inoculacion tras dilucidon Alta 78,5 %
Inoculacion directa e inoculacion tras dilucion Muy alta 46,0 %
2. Verificacion de la Reproducibilidad y la Recuperacion  RESULTADOS

Se inoculan 10 muestras de un litro para cada
nivel de contaminacion titulado (alto, medio y bajo)
y para cada matriz seleccionada (agua de consumo y
torres de refrigeracion) y se analizan por el método
que estamos verificando. Posteriormente se realizan
los célculos estadisticos descritos en el fundamento
de la reproducibilidad y la recuperacién.

En la titulacion se realizan 5 réplicas por cada matrizy
nivel seleccionados y, del mismo modo en la inoculacién
de matrices se realizan 10 réplicas por cada matrizy nivel.

1. VERIFICACION DE LA CURVA

Los resultados obtenidos en la verificacion de la
curva se recogen en la tabla 2, siendo para la pendiente
y la ordenada en el origen 2,27 y 5,27 respectivamente.
Ambos se encuentran dentro de los intervalos de
confianza propuestos por el fabricante.
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Tabla 2. Resultados de la verificacién de la curva

Media ABS

Log,, UFC Log,, Pendiente
4,83 -0,22
4,12 -0,47 2,27
3,31 -0,88

Parala Parala
Ordenada pendiente, ordenada,
95 % 95 %
5,27 [1,83-2,78] [4,53-5,43]

2. VERIFICACION DE LA EXACTITUD Y LA REPRODUCIBILIDAD:

AGUAS DE CONSUMO

Enlatabla 3 se muestran los resultados de la titulaciéon

e inoculacion de la matriz aguas de consumo, con 3
niveles de contaminacion del microorganismo diana.
Los valores de reproducibilidad son muy similares, en
torno al 44 %. Sin embargo, en el caso de la exactitud, los
resultados obtenidos en los diferentes niveles estdn mas
dispersos, encontrandose entre el 23,20 % y el 71,42 %.

3. VERIFICACION DE LA EXACTITUD Y LA REPRODUCIBILIDAD: TORRES DE
REFRIGERACION

Para la matriz torres de refrigeracion se presentan los
mismos resultados que en el caso anterior (tabla 4). La
reproducibilidad, en este caso, se sitUa entre el 27,72 % y
el 48,57 %y la exactitud entre el 3,85 % y el 13,38 %, mas
bajas que para la matriz anterior.

Tabla 3. Resultados experimentales obtenidos para la matriz aguas de consumo

Titulacion

Matriz Parametros

4,36E+04 1,21E+04 1,01E+04 4,74E+03 46,86 23,20
1,78E+04 9,65E+03 5,47E+03 2,35E+03 10 42,89 30,77
5,02E+03 2,99E+03 3,59E+03 1,59E+03 10 44,25 71,42

Tabla 4. Resultados experimentales obtenidos para la matriz torres de refrigeraciéon

Titulacion

Matriz Parametros

4,30E+05 8,76E+04 5,75E+04 2,29E+04 10 38,89 13,38
3,33E+05 1,32E+05 1,80E+04 4,98E+03 10 27,72 5,40
5,59E+05 2,47E+05 2,15E+04 1,05E+04 10 48,57 3,85
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DISCUSION

En primer lugar, se quiere destacar que, como se
explicé en la introduccién, no existe una normativa en la
que se describa una metodologia especifica para verificar
las capacidades de un laboratorio en la realizaciéon de un
método siguiendo las especificaciones de su validacién
para muestras ambientales y, por tanto, basandose en la
incompleta normativa que hoy existe, ha sido necesario
realizar un disefio de verificacién para esta técnica
alternativa. Quizas, este estudio y otros como este,
podrian servir de base para establecer una sistematica
adecuada a este propdsito.

Por otro lado, y ya examinando los resultados
obtenidos en la verificacidon de la recta de calibrado,
se comprueba que estos son conformes con los
resultados publicados en la validacién realizada por
los desarrolladores del método?*%. Asi, los valores
experimentales obtenidos para la pendiente y la
ordenada en el origen se encuentran dentro de los
intervalos de confianza establecidos en la validacién
(tabla 2), demostrando el cumplimiento de los requisitos
establecidos para el uso previsto del kit, asi como la
competencia técnica del propio laboratorio.

En cuanto al andlisis de la recuperacion y la
reproducibilidad, en primerlugar, hay que teneren cuenta
que en este trabajo se han seleccionado las mismas
matrices que en la validaciéon publicada en la norma de
referencia (Anexo H de la norma UNE-EN ISO 11731:2017)%.
Estas matrices se clasificaron en funcién de la cantidad
de microbiota acompafante en la muestra, pues esta
es una caracteristica que afecta considerablemente en
las técnicas de cultivo, disminuyendo la sensibilidad
del método al inhibir o enmascarar el crecimiento
del microorganismo diana y provocando una tasa de
resultados no concluyentes de hasta un 20 %*?. Lo
ideal para evaluar los datos de funcionamiento de la
cuantificacién de Legionella spp. mediante SIM habria sido
seleccionar las matrices de forma mas especifica para el
método verificado, pero, como se explica en el apartado
de Material y métodos, se han elegido las matrices en
funcién del Anexo H de la UNE-EN ISO 11731:2017. Sin
embargo, esta eleccion de matrices hubiera tenido el gran
inconveniente de que no se habrian podido comparar los
resultados frente al método considerado de referencia.

Antes de un anélisis mas pormenorizado de los datos
obtenidos,sedebetenerencuentaqueeltrabajorealizado
es una verificacion de los parametros de validacion
y, por tanto y atendiendo a las recomendaciones de
las diferentes guias referenciadas en la bibliografia,
se realizan un ndmero muy limitado de réplicas. Para
un andlisis mas ajustado se deberd comprobar si este
comportamiento se mantiene en los resultados que se

obtengan en el posterior control de calidad'. Por tanto,
estos datos pueden ser modificados hacia una mayor o
menor reproducibilidad y recuperacién cuando se vayan
obteniendo nuevos datos.

En los resultados obtenidos, lo primero que llama
la atencion en la recuperaciéon es el amplio rango
que presenta para las diferentes matrices analizadas,
entre 71,42 % y un 3,85 %. Esta inestabilidad podria
simplemente reflejar la alta reproducibilidad de las
técnicas de deteccidon de Legionella spp., como se
discutirda mas adelante, aunque también podria ser
debida a una inadecuada seleccion de las matrices, como
se explicé anteriormente. Pero, como se dijo también
anteriormente, estos datos deben ser considerados con
bastante cautela debido al bajo nimero de réplicas
realizadas.

En todo caso, se puede observar que en torres de
refrigeracion las recuperaciones mas bajas se producen
en el nivel medio y bajo, sin embargo, en aguas de
consumo las recuperaciones mas altas se observan en
niveles bajos. Como en el caso de la reproducibilidad
estos comportamientos se deberdn analizar para
observar si se mantienen o son corregidos al aumentar el
numero de muestras.

Sin embargo, la reproducibilidad muestra unos
resultados mucho mas parecidos en todos los niveles y
matrices analizadas, estando practicamente en todos en
torno al 40 %. Pero lo mas importante es que en todos los
casos son mas bajos que los de la validacién publicada
en la norma de referencia, la UNE-EN ISO 11731 y, por
tanto, muestran un método ligeramente mds preciso o
en consonancia con el método de referencia®. Asi, para
aguas de consumo los datos de precision obtenidos estan
en un rango entre el 42,9 % y el 46,9 %, mientras que el
valor de referencia en el método de cultivo es, en el mejor
de los casos (filtracidn con elucién), de 49,5 % (tabla 1).
Por su parte, el rango para torres de refrigeracion se situa
entre el 27,72 % y el 48,57 %. En este caso el resultado
mas bajo obtenido en la validacién en el método de
cultivo es de 54,0 % (tabla 1).

Si se comparan, tanto los valores de referencia de
reproducibilidad obtenidos en la técnica de cultivo,
como los valores obtenidos en esta verificacion,
con los obtenidos en validaciones de otros tipos de
microorganismos que habitualmente son manejados
en laboratorios de microbiologia de aguas y alimentos,
se observa que se obtienen valores especialmente altos
(tabla 5)%3', Esta alta dispersién analitica muestra la
naturaleza extraordinariamente compleja de la Legionella
spp., algo que, sin duda, afecta a nuestra capacidad de
estudio de esta bacteria y se debe tener en cuenta en la
interpretaciéon de los resultados de las muestras de rutina.
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Tabla 5. Reproducibilidad de los ensayos de: Enterococos intestinales, E. coli y bacterias coliformes, Listeria

monocytogenes y Campylobacter spp.

Reproducibilidad (%)

4,45

33

2,73 2,53

Sin duda esta falta de precisién y recuperacion es la
principal motivacion para buscar técnicas alternativas y,
sobre todo, complementarias en la deteccién y recuento
de Legionella spp., y no solo porque la presencia de
microbiota acompanante o el origen heterogéneo de las
unidadesformadorasde coloniade unaplacacondicionen
el resultado en la técnica de cultivo, como se describid
brevemente en el apartado de introduccién. Nuestra
capacidad analitica también puede verse afectada por
el estado metabdlico de la bacteria, ya que Legionella
spp. es una bacteria pleomérfica y hasta la fecha se ha
podido evidenciar la diferenciacién de 14 formas que
presentan notables diferencias entre ellas®2 Estas formas
se alternan en complejos ciclos de vida descritos en
dos esquemas fundamentales interconectados entre
si, uno de desarrollo extracelular y otro intracelular®® y
recientes estudios demuestran que no todas sus formas
son igualmente cultivables, tal y como se reflejaba en la
monografia sobre Diagndstico microbioldgico y control de
la legionelosis de la Sociedad Espanola de Infectologia y
Microbiologia Clinica (SEIMC)**.

El ciclo de desarrollo extracelular es el que ocurre
en los medios de cultivo artificiales ricos en nutrientes
y también en comunidades microbianas libres como
las presentes en las biopeliculas®*. Se puede describir
sintéticamente como un ciclo bifasico de alternancia
entre las formas denominadas de fase exponencial
replicativa (EPF), y las de fase estacionaria transmisiva
(SPF)*.

La forma EPF es considerada como no infecciosa,
sin embargo, la SPF si lo es, constituyendo el modelo
de Legionella spp. para estudiar los mecanismos
moleculares de diferenciacién en formas transmisivas®.
Ambas pueden dar lugar a formas filamentosas (FF) vy,
pese a que los mecanismos de filamentaciéon aun no se
conocen demasiado, se observa como la diferenciacion
hacia FF estd ligada a situaciones de estrés, como la
falta de nutrientes o la presencia de antibidticos. Estas
FF también son capaces de iniciar infecciones en células
epiteliales del pulmén y macréfagos®>3.

Por su parte, y también de forma muy simplificada, en
el desarrollo intracelular podemos distinguir dos formas
fundamentales: las formas infecciosas maduras (MIF) y
las formas de fase replicativa (RPF). Las formas MIF son
fundamentalmente transmisivas, moéviles y dependiendo
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de sus necesidades ecolégicas pueden presentar
caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas relacionadas
con la adaptaciéon y supervivencia tanto en medio
extracelular, como en el interior de un hospedador y
diferentes comportamientos en cuanto a su virulencia en
funcién del tipo de hospedador infectado. Sin embargo,
las formas RPF, no son virulentas, metabdlicamente
activas, no persistentes en el medio ambiente y, ademas,
morfolégicamente indistinguibles de las formas
replicativas del ciclo extracelular (EPF)*738,

El problema es que tanto las formas MIF como
las formas EPF y SPF pueden entrar en el estado de
forma viable, pero no cultivable (VBNC). En este estado
fisioldgico reversible, la bacteria no crece en el medio de
cultivo, pero conserva no solo las caracteristicas de célula
viable, sino en el caso de las células MIF también las de
transmisividad y virulencia®**®. La incubacion fuera del
rango normal de temperatura, la ausencia de nutrientes,
la variacion de concentracién de oxigeno o la presencia
de metales pesados son factores que inducen esta
diferenciacién*'. En medios con escasez de nutrientes y a
45 oC se estima que entre un 70 %y un 90 % de las formas
MIF entran en estado de VBNC32,

Todo lo anterior nos lleva a la conclusién de que con
el cultivo no es posible controlar todas las situaciones
de riesgo asociadas a una instalacién, puesto que con
esta técnica no es posible detectar y cuantificar la
Legionella spp. en todas sus formas o con cualquiera
que sea su microbiota acompafante. Sin embargo, es
indispensable para obtener células vivas que nos sirvan
para identificaciones serolégicas o moleculares mas
precisas cuando epidemiolégicamente sea necesario.

Por tanto, otros procedimientos, basados en otras
técnicas, se convierten en herramientas complementarias
al método de referencia, aumentando el control sobre
las instalaciones de riesgo, facilitando una estrategia de
prevencion basada en una evaluacion integral del riesgo
y favoreciendo un control efectivo en situaciones de
brotes, ya que se puede detectar Legionella spp. donde
antes no se era capaz debido a las limitaciones del cultivo.

Esto significa que con las técnicas alternativas no
siempre se van a obtener resultados equivalentes a la
técnica de cultivo, sobre todo en muestras reales, pues
precisamente con estas técnicas lo que se pretende es
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soslayar aquellos escenarios en los que no es posible
cultivar Legionella spp. Pero los resultados si deben de
ser comparables, tanto para dar cumplimiento a las
obligaciones legislativas como para poder realizar una
evaluacién adecuada del riesgo de una instalaciéon. Una
de las dificultades para poder comparar los resultados es
que las distintas técnicas miden propiedades diferentes
de la bacteria y por tanto los resultados se expresan
en diferentes unidades. Para evitar este problema,
en este caso, los resultados se han convertido en
unidades formadoras de colonias equivalentes, que
se corresponden con el resultado que cabria esperar
mediante cultivo si todas las células estan libres, intactas,
accesibles, poco o nada agregadas, expresan sus
antigenos relacionados con la virulencia, y son capaces
de crecer in vitro.

Estas nuevas técnicas poseen sus fortalezas, pero
también sus debilidades, algunas todavia por revelarse
cuando su uso sea mas generalizado. Por ejemplo,
no sabemos cémo puede afectar a la técnica de
inmunoensayo, y en concreto a la absorbancia final
de los complejos formados, la presencia de éxidos de
hierro o cualquier otra sustancia que coloree la muestra,
ni tampoco sabemos si en las distintas formas descritas
en parrafos anteriores se producen con igual facilidad
las uniones Ag-Ac. En este sentido es necesario discutir
ciertas dificultades que han surgido a lo largo del
desarrollo experimental en esta verificacion.

El principal problema fue la imposibilidad de usar
un material de referencia fabricado en el laboratorio
a partir de la técnica de cultivo. Esto es debido a que
Legionella pneumophila, en un medio de cultivo rico
en nutrientes, sigue el ciclo bifasico descrito en los
parrafos anteriores sobre el desarrollo extracelular de la
bacteria, presentando ambas formas dificultades para ser
detectadas mediante separacién inmunomagnética®*2,
Por tanto hubo que usar el material refrigerado adecuado
que se dispone actualmente de forma comercial (Levertest
Lp, ref.: 711-10-00, Bidtica, Espana).

Este material de referencia, al ser titulado (etapa
preliminar), presenta un intervalo de concentracién
tan amplio que los resultados de distintos niveles de
dopaje en volumen se encuentran en el mismo orden
de magnitud. Un ejemplo de lo anteriormente expuesto
se puede observar en la tabla 3, en aguas de consumo
para los niveles de 0,5 ml y 1 ml. Esta incertidumbre tan
amplia podria ser debida a la complejidad del propio
microorganismo, que en ocasiones forma agregados
que, al romperse, aumentan la superficie de interaccion
para la reaccién antigénica, aumentandose asi el nimero
de UFC detectadas. Etapas de desagregacion durante la
preparacién del material podrian reducir la agregacion,
pero todavia seria distinta a la que puede encontrarse
en el medio natural. Ademas, el propio método de
refrigeracion como conservacién del material disminuye

la expresion antigénica. Actualmente se estd trabajando
en materiales congelados vy ultracongelados, que
aumenten su estabilidad.

Como conclusién final, se puede afirmar que el SIM,
al igual que la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), es un método adecuado para la cuantificacion de
la Legionella spp. y ademas ofrece ciertas caracteristicas
como la rapidez del andlisis o la posibilidad de detectar
células viables pero no cultivables, que lo convierten
en una herramienta que puede suplir algunas de las
carencias del método de cultivo.
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