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Brote de Legionelosis en Manzanares (Ciudad Real)
Actuaciones Realizadas

Declaracion del Brote

A las 14 horas del dia 11 de diciembre de 2015 la Seccién de Epidemiologia de Ciudad Real
comunica al Servicio de Epidemiologia (correo electronico) dos casos de legionelosis:

* Ambos residentes en Manzanares y, en principio sin ninguna vinculacion entre si.

* Uno de ellos es un distribuidor de productos electronicos que se mueve bastante por
el Poligono Industrial de Manzanares.

A las 16 horas de ese mismo dia, la Seccién de Epidemiologia de Ciudad Real comunica
dos casos mas:

« Uno de ellos con residencia en Manzanares.

e Otro que trabaja en el Poligono Industrial de Manzanares y reside en Alcazar de
San Juan.

Del analisis inicial de los cuestionarios epidemiolégicos parece desprenderse una posible
asociacion con alguna instalaciébn de riesgo ubicada en el Poligono Industrial de
Manzanares ya que:

e Uno de los casos, el residente en Alcazar de San Juan, trabaja en el Poligono
Industrial de Manzanares y

e Otro, residente en Manzanares, trabaja como distribuidor de productos electrénicos
gue reparte fundamentalmente en el Poligono Industrial.

Dada la asociacién espacial (los cuatro casos tenian alguna relacién con Manzanares, dos
de ellos con el Poligono) y temporal (tres de ellos inician sintomas dentro de un periodo de 4
dias), El Jefe de Servicio de Epidemiologia comunica inmediatamente al Director General de
Salud Publica:

* La existencia de un posible brote de legionelosis en Manzanares

*  Probablemente relacionado con alguna instalacion de riesgo del Poligono Industrial
de Manzanares

Con la informacién existente, el Director General de Salud Publica ordena la puesta en
marcha con caracter de urgencia del protocolo de actuaciones ante brotes comunitarios de
legionelosis.

El Jefe de Servicio de Epidemiologia contacta telefonicamente con el Jefe de Servicio de
Sanidad Ambiental para informarle de la situacion, asi como de las instrucciones del Director
General de Salud Publica y, por lo tanto, la necesidad de adecuar el protocolo general de
actuaciones frente a brotes comunitarios de legionelosis a las circunstancias y
caracteristicas de la situacion actual.
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Actuaciones Inmediatas

El Jefe de Servicio de Epidemiologia propone al Director General de Salud Publica la
adopcion inmediata de las siguientes medidas

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Obtener la relacion de torres de refrigeracion y otras instalaciones de riesgo ubicadas en
el municipio de Manzanares. Examinar rigurosamente las revisiones e inspecciones
realizadas en el ultimo afio.

Los Inspectores de Distrito pedirdn a las empresas que paren las instalaciones de
riesgo, al menos de aquellas cuyo funcionamiento no sea absolutamente imprescindible,
hasta que se proceda a la toma de muestras y se obtengan los primeros resultados.

Se tomaran muestras lo antes posible de todas y cada una de las instalaciones de
riesgo ubicadas en Manzanares, priorizando las existentes en el Poligono Industrial.

Informar al Servicio de Urgencias del Hospital de Manzanares para que se descarte
legionelosis (prueba de antigeno en orina) a cualquier paciente que ingrese en
urgencias por neumonia o infeccién respiratoria grave.

Indicar que cualquier caso de legionelosis que se pudiera diagnosticar en el Hospital se
declare con caracter de urgencia a la Guardia de Epidemiologia.

Intentar obtener cultivo de esputo o de broncoaspirado de los casos que se pudieran
confirmar por antigeno.

Informar a los Servicios de Urgencias de los Centros de Salud de Manzanares y
Membrilla para que deriven al .Hospital de Manzanares todos los casos de neumonia
gue atiendan.

A las 17 horas del dia 11 de diciembre de 2015, el Director General de Salud Publica
aprueba la propuesta de actuaciones.

El Jefe de Servicio de Epidemiologia contacta con la Jefa de Seccién de Epidemiologia y la
Jefa de Salud Publica de la Direccidon Provincial de Sanidad de Ciudad Real a las que
remite inmediatamente por correo electrénico las instrucciones de actuacion aprobadas por
el Director General de Salud Publica

* La Seccion de Epidemiologia de Ciudad Real informa telefébnicamente al Servicio de
Urgencias del Hospital de Manzanares y a los Centros de Salud de Manzanares y
Membrilla.

* El Director General de Salud Publica, informa asimismo al Consejero de Sanidad y a
la Directora Gerente del SESCAM que aprueban las decisiones tomadas y piden
estar informados puntualmente de todas las incidencias que pudieran ocurrir y las
decisiones que hubieran de adoptarse en funcion de la marcha de los
acontecimientos.
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Esa misma tarde, el Jefe de Servicio de Sanidad Ambiental coordina con la Jefa de Servicio
de Salud Publica de Ciudad Real y con los Inspectores del Distrito de Salud Publica de
Manzanares la inspeccién y toma de muestras de las instalaciones de riesgo.

* Durante el fin de semana (dias 12 y 13 de diciembre) los inspectores de distrito
llevan a cabo la inspeccién y toma de muestras de las instalaciones de riesgo
ubicadas en el poligono industrial de Manzanares.

Asimismo, el Jefe de Servicio de Sanidad Ambiental coordina con la Jefa de Servicio de
Salud Publica de Ciudad Real el envio y recepcion de muestras al Laboratorio de Salud
Publica del Instituto de Ciencias de la Salud de Talavera de la Reina que comienza ese
mismo fin de semana el procesamiento y analisis de las muestras ambientales.

Durante el fin de semana, la Seccion de Epidemiologia de Ciudad Real se mantiene en
contacto permanente con la Gerencia de Atencién Integrada de Manzanares que declara
dos nuevos casos de legionelosis, uno de ellos derivado al Hospital General de Ciudad Real.

El sdbado dia 12 de diciembre se declara un nuevo caso confirmado que corresponde a una
mujer con residencia en Membrilla que trabaja en el Poligono Industrial de Manzanares, lo
gue refuerza aun mas la hipétesis inicial de asociacién de los casos con una instalacion de
riesgo ubicada en el Poligono.

Durante todo el fin de semana, el Director General de Salud Publica mantiene un contacto
permanente con los Jefes de Servicio de Sanidad Ambiental y  Epidemiologia,
coordindndose estos Ultimos con los respectivos servicios periféricos.

El domingo 13 de diciembre de 2015, el Director General de Salud Publica convoca a los
Jefes de Servicio de Sanidad Ambiental y Epidemiologia para celebrar una reunion el lunes
14 de diciembre en la sede de la Consejeria de Sanidad para analizar la informacion
existente, evaluar la adopciéon de medidas adicionales y proponer la constitucion de la
Comision de Seguimiento del Brote al objeto de coordinar las actuaciones y dirigir el estudio
del brote en sus vertientes epidemioldgica, ambiental y microbioldgica.

Administracién y Gestién del Brote

A primera hora de la mafiana del lunes 14 de diciembre se reune el Consejo de Direccion de
la Consejeria de Sanidad que toma las siguientes decisiones:

a) Nombrar como portavoz Unico ante los medios de comunicacion y la poblacion al
Director General de Salud Publica.

b) Emitir una nota de prensa informando a la poblacion de la declaracion de un brote de
legionelosis en el municipio de Manzanares.

c) El Director General de Salud Publica, a través de los medios de comunicacion, informara
diariamente a la poblacién de la marcha del brote asi como de las recomendaciones y
medidas que se vayan adoptando

d) Aprobar la constitucién de la Comisién Técnica del Brote cuya funcién esencial es
llevar a cabo un seguimiento detallado del curso del brote, coordinando la adopcién de
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las medidas necesarias para controlar el brote lo antes posible. Dicha Comision se
compone de las siguientes personas:

» Director General de Salud Publica

* Director Provincial de Sanidad de Ciudad Real

» Jefe de Servicio de Sanidad Ambiental

« Jefa de Servicio de Salud Publica de Ciudad Real

« Jefe de Servicio de Epidemiologia

e Jefas de Seccion de Sanidad Ambiental y Epidemiologia de Ciudad Real

* Técnicos de Epidemiologia y Sanidad Ambiental (Servicios Centrales y Periféricos)

Comisién de Seguimiento del Brote

Desde el primer momento, el Servicio de Epidemiologia y la Seccién de Epidemiologia de
Ciudad Real llevan a cabo un seguimiento y andlisis detallado de todos y cada uno de los
casos declarados, informando puntualmente al Director General de Salud Publica que
informa a su vez al Consejero de Sanidad y a la Direccion Gerencia del Servicio de Salud de
Castilla-La Mancha.

Desde el dia 11 de diciembre de 2015 hasta el dia 16 de diciembre, la declaracién diaria y
acumulada de casos fue la siguiente:

Fecha Diario Acumulado
11/12/2015 4 4
12/12/2015 1 5
13/12/2015 1 6
14/12/2015 7 13
15/12/2015 1 14
16/12/2015 5 19

A la luz de estos datos y teniendo en cuenta que las instalaciones identificadas como
posibles causas del brote se habian cerrado entre los dias 14 y 15 de diciembre, la
Comision Técnica del Brote consideré que en los proximos 6-8 dias podrian aparecer un
namero importante de casos por lo que seria necesaria una coordinacion estrecha entre los
servicios de salud publica y los servicios asistenciales, trasladando esta consideracion al
Consejero de Sanidad que, a la vista de los informes, dio instrucciones para que se
constituyera de forma inmediata la Comisién de Seguimiento del Brote de Legionelosis
en Manzanares.

De acuerdo con sus instrucciones, dicha Comision deberia estar compuesta por las
siguientes personas:

1.- Director General de Salud Publica.
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2.- Director General de Asistencia Sanitaria del Servicio de Salud de Castilla-La
Mancha.

3.- Director de Hospitales de la Direccion General de Asistencia Sanitaria del Servicio
de Salud de Castilla-La Mancha.

4.- Director de Atencidon Primaria de la Direccion General de Asistencia Sanitaria del
Servicio de Salud de Castilla-La Mancha.

5.- Director de la Gerencia de Atencion Integrada de Manzanares

6.- Director Provincial de Sanidad de Ciudad Real

7.- Jefe de Servicio de Salud Ambiental de la Direccion General de Salud Publica

8.- Jefe de Servicio de Epidemiologia de la Direccién General de Salud Publica.
Inicialmente, se encomendaron a la Comisiobn de Seguimiento del Brote las siguientes
funciones:

a) Conocimiento puntual y permanente de la aparicion de nuevos casos.

b) Seguimiento de la situacion clinica de los casos declarados.

c) Coordinar la toma, envio y andlisis de muestras clinicas y ambientales

d) Controlar la situacion y funcionamiento de las instalaciones de riesgo

e) Coordinarse con las instituciones y autoridades sanitarias nacionales

f) Programacion de las actuaciones a realizar hasta la remision del brote.

g) Informar puntualmente al Consejero de Sanidad de todas las incidencias y medidas
adoptadas.

Los miembros de la Comisién deberan estar en contacto permanente, reuniéndose, bien con
presencia personal de sus miembros o por videoconferencia, de manera inmediata cuando
las circunstancias asi lo requieran.

La Comision de Seguimiento del Brote celebra su reunion constitutiva el dia 17 de diciembre
de 2015 en la sede de la Consejeria de Sanidad.

En la reunion constitutiva, el Consejero de Sanidad dio instrucciones para que, a través de la
Comision Técnica del Brote, se canalizara y fomentara la participacidon de todos los
profesionales sanitarios implicados en el brote.

Siguiendo las instrucciones del Consejero de Sanidad, el viernes 18 de diciembre se
convocé una videoconferencia en los Servicios Centrales del Servicio de Salud de Castilla-
La Mancha con la participacion de los siguientes profesionales:
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Director General de Salud Publica.
Director de la Gerencia de Atencién Integrada de Manzanares
Director Provincial de Sanidad de Ciudad Real

Personal técnico de la Direccidon de Asistencia Sanitaria del Servicio de Salud de
Castilla-La Mancha.

Jefe de Servicio de Sanidad Ambiental de la Direccidon General de Salud Publica

Jefa de Servicio de Salud Publica de la Direccion Provincial de Sanidad de Ciudad
Real.

Jefe de Servicio de Epidemiologia de la Direccion General de Salud Publica

Jefas de Seccion de Epidemiologia y Sanidad Ambiental de la Direccién Provincial
de Sanidad de Ciudad Real.

Profesionales sanitarios de las Gerencias de Atencion Integrada de Manzanares y
de Ciudad Real, correspondientes a las siguientes unidades y servicios:

* Urgencias Hospitalarias

* Medicina Interna

* Unidad de Cuidados Intensivos
*  Microbiologia

* Enfermeria

e Coordinadoras de los Centros de Salud de Manzanares.

En dicha videoconferencia se revisé la situacion del brote asi como las actuaciones llevadas
a cabo hasta esa fecha tanto por los servicios de salud publica como por los clinicos de las
gerencias de Manzanares y Ciudad Real.

Las conclusiones y actuaciones mas relevantes de la videoconferencia fueron las siguientes:

a)

b)

El brote estaba adquiriendo una magnitud importante por lo que era necesario aunar
y coordinar ain mas los esfuerzos y actuaciones de todos los implicados.

No obstante, teniendo en cuenta el control llevado a cabo sobre las instalaciones de
riesgo y la curva epidémica, se estimdé que en los préximos dias habria un
incremento considerable de los casos aunque previsiblemente, como asi ocurrio, a
partir de los dias 24-25 de diciembre se observaria un acusado descenso.

Era previsible que después de los dias 24-25 de diciembre se siguieran observando
algunos casos aislados, bien por ser pacientes que acuden con retraso a los
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servicios sanitarios asistenciales o bien, como ocurre en la mayoria de los brotes,
por tratarse de casos atipicos.

Se revisé y actualizé el protocolo de actuaciones clinicas elaborado por la Gerencia
de Atencion Integrada de Manzanares.

El Servicio de Epidemiologia se comprometié a difundir los dos informes de
situacion que se elaboraban diariamente a todos los profesionales sanitarios
implicados en el brote.

Reunidén de la Comisiéon de Seguimiento del Brote (Martes 22 de Diciembre de 2015)

La reunién se celebra en la sede de los Servicios Centrales del Servicio de Salud de
Castilla-La Mancha.

Se revisan las actuaciones llevadas a cabo hasta el momento.

Con la informacion disponible, se constata que esta descendiendo de manera
importante el numero de urgencias atendidas en el Hospital de Manzanares.

Se evallan la eficacia de las medidas adoptadas y la plausibilidad de las hipétesis
causales barajadas hasta ese momento.

A pesar de que el brote parece ir atenuandose, se plantean y formulan hip6tesis
alternativas ante la posibilidad de que la instalacién o instalaciones de riesgo no
estuvieran controladas.

Se baraja que una de las posibles causas de persistencia del brote, si asi ocurriera,
estuviera en la existencia de una instalacion de riesgo no identificada por lo que se
decide que un helicéptero de la Gerencia de Urgencias y Emergencias del Servicio
de Salud de Castilla-La Mancha inspeccione el municipio en busca de instalaciones
de riesgo no controladas.

El dia 23 de diciembre, el helicoptero sobrevuela el municipio de Manzanares sin
encontrar ninguna instalacion de riesgo no controlada.

Reunion de la Comisién de Seguimiento del Brote (Lunes 4 de Enero de 2016)

La reunion se celebra en la sede de la Consejeria de Sanidad de Castilla-La
Mancha.

Se constata que desde el dia 25 de diciembre tan sélo se ha declarado algun caso
atipico, coincidiendo con las previsiones efectuadas en la primera semana del brote.

Se revisan las actuaciones llevadas a cabo hasta el momento, especialmente las
inspecciones, toma de muestras y resultados analiticos de las instalaciones
consideradas de riesgo.
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* Se decide llevar a cabo controles analiticos tanto en las instalaciones que hubieran
dado resultado positivo como en las que no lo hubieran dado hasta ese momento.

 De acuerdo con esa decisidbn se ordena que los inspectores de salud publica
procedan a la toma de muestras ambientales en todas las instalaciones de riesgo a
partir del dia 5 de enero de 2016.

Reuniones Celebradas en Manzanares
1) Lunes 21 de Diciembre de 2105

a) Rueda de Prensa, abierta al publico, en el Salén de Actos del Hospital de
Manzanares con la intervencion del Director General de Salud Publica, el
Alcalde de Manzanares y el Director de la Gerencia de Atencién Integrada de
Manzanares.

b) Reunién en la Sala de Juntas de la Direccién del Hospital de Manzanares con
participacién del Director General de Salud Pdblica, Concejales del
Ayuntamiento de Manzanares, Director Provincial de Sanidad de Ciudad Real y
Jefes de Servicio de Epidemiologia y Sanidad Ambiental.

e Se acuerda que al dia siguiente los inspectores de distrito mantendran una
reuniéon con técnicos del Ayuntamiento de Manzanares para contrastar las
instalaciones de riesgo inspeccionadas hasta el momento por Salud Publica
con las identificadas por el Ayuntamiento.

c) Reunién de Coordinacién en la Sala de Juntas de la Direccion del Hospital de
Manzanares con participacion del Director General de Salud Publica, Director de
la Gerencia de Atencion Integrada de Manzanares, Director Provincial de
Sanidad de Ciudad Real, profesionales sanitarios de la Gerencia de Atencion
Integrada de Manzanares y los Jefes de Servicio de Epidemiologia y Sanidad
Ambiental.

2) Martes 5 de Enero de 2016

a) Reunién de Coordinacién en la Sala de Juntas de la Direccion del Hospital de
Manzanares con participacion del Director General de Salud Publica, Director de
la Gerencia de Atencion Integrada de Manzanares, Director Provincial de
Sanidad de Ciudad Real, profesionales sanitarios de la Gerencia de Atencion
Integrada de Manzanares, Jefe de Servicio de Epidemiologia y técnicos de la
Direccion Provincial de Sanidad de Ciudad Real (Jefa de Servicio de Salud
Publica, Jefas de Seccion de Epidemiologia y Sanidad Ambiental).

3) Martes 9 de Febrero de 2016

a) Reunidén en las dependencias del Ayuntamiento de Manzanares con el Alcalde
y empresarios con instalaciones de riesgo para informarles de la justificacion de
las medidas adoptadas y la necesidad de mantener rigurosamente los
programas de control de legionelosis en sus instalaciones.
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Reunion en el Centro Social anexo al Ayuntamiento de Manzanares con
asociaciones y entidades ciudadanas para presentar las actuaciones llevadas a
cabo y las conclusiones provisionales hasta ese momento y responder a las
dudas que pudieran tener los asistentes.

Lunes 15 de Febrero de 2016

a)

Sesion Clinica en el Salén de Actos del Hospital de Manzanares para presentar
a los profesionales sanitarios y resto de trabajadores del hospital el informe
provisional del brote.

Jueves 18 de Febrero de 2016

a)

Sesidn Clinica en la Sala de Reuniones del Centro de Salud | de Manzanares
para presentar a los profesionales sanitarios de Atencion Primaria el informe
provisional del brote.

Coordinacion con Autoridades e Instituciones Sanitarias Nacionales

1) El Director General de Salud Publica de Castilla-La Mancha mantuvo informada de
la situacion (teléfono y correo electrénico) a la Directora General de Salud Publica
del Ministerio de Sanidad y Asuntos Sociales.

2)

El Servicio de Epidemiologia informé puntualmente y facilité los correspondientes
informes de situacion a:

a)

b)

c)

Director del Centro Coordinador de Alertas y Emergencias Sanitarias (CCAES)
del Ministerio de Sanidad y Asuntos Sociales.

Jefa de Area de Vigilancia Epidemiolégica del Centro Nacional de
Epidemiologia.

Directora del Centro Nacional de Epidemiologia.

3) Reunién de Expertos Nacionales

El Jueves 14 de Enero de 2016 se celebra en la Sede de la Consejeria de
Sanidad una Reunién con un Grupo de Expertos en brotes de legionelosis.

En dicha reunion participan profesionales de salud publica de diferentes
instituciones:

e Centro Coordinador de Alertas y Emergencias Sanitarias (CCAES) del
Ministerio de Sanidad y Asuntos Sociales.

e Centro Nacional de Epidemiologia

e Comunidad Auténoma de Madrid
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* Comunidad Valenciana
e Comunidad Auténoma de Murcia
* Comunidad Auténoma de Andalucia

— El Jefe de Servicio de Epidemiologia llevo a cabo una exposicion detallada del
brote procediéndose a continuacion a un andlisis de las actuaciones y posibles
causas del mismo.

— Las conclusiones mas relevantes de la discusién fueron:

e Todos los expertos valoran positivamente las medidas adoptadas asi como la
rapidez con la que se han tomado.

» Todos coinciden en que la curva epidémica parece corresponderse con un
brote ocasionado por una exposicion puntual de una fuente comdn aunque
no descartan la posibilidad de que algunos casos procedan de otras fuentes.

e Consideran que el brote esta finalizado.

* Proponen que se lleven a cabo mas estudios epidemioldgicos para identificar
con mayor precision el origen del brote.

Finalizacion del Brote
» El lunes 3 de Febrero de 2016, una vez que han transcurrido 28 dias (el doble del
maximo periodo de incubacion en brotes) desde la declaracién del ultimo caso, el

brote se puede dar por finalizado desde el punto de vista de la transmision
comunitaria.
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Brote de legionelosis en Manzanares (Ciudad Real)

Informe Medioambiental
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Brote de Legionelosis en Manzanares

Investigacion Ambiental

| INTRODUCCION

La legionelosis es una enfermedad de origen ambiental causada por la bacteria
Legionella. El término legionelosis se utiliza para describir las distintas formas de
presentacion de la enfermedad: la infeccion pulmonar denominada “enfermedad del
legionario” que se caracteriza por neumonia con fiebre alta, y la forma no
neumaonica conocida como “fiebre de Pontiac”, que se manifiesta como un sindrome
febril agudo y de prondstico leve.

La enfermedad puede ser adquirida en el ambito comunitario y en el hospitalario
(nosocomial), presentdndose como casos aislados o esporadicos o como brotes.

La Legionella es una bacteria ambiental capaz de sobrevivir en un amplio intervalo
de condiciones fisico-quimicas, multiplicandose entre los 20°C y 45°C. Desde su
nicho ecologico natural, principalmente aguas superficiales, coloniza los sistemas de
abastecimiento de las poblaciones, incorporandose a las instalaciones de riesgo que
requieren agua para su funcionamiento. Las instalaciones que han sido identificados
con mayor frecuencia como focos de infeccion son los sistemas de distribucion de
agua sanitaria (caliente y fria) y los sistemas de refrigeracion (las torres de
refrigeracion y condensadores evaporativos).

El mal estado de las instalaciones, su inapropiado disefio y la ausencia o incorrecto
mantenimiento, pueden originar un estancamiento de agua y acumulacion de lodos,
materia organica, materiales de corrosion y protozoos, formando una biocapa.

La presencia de esta biocapa y temperaturas propicias, favorecen la multiplicacion
de Legionella en estas instalaciones de riesgo hasta concentraciones infectantes
para el ser humano.

El 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, determina las
medidas que deben adoptarse en aquellas instalaciones de riesgo, donde la
Legionella es capaz de proliferar y diseminarse.

e En la citada normativa, se confiere la responsabilidad a los titulares de las
instalaciones para el cumplimiento de los dispuesto en el Real Decreto y de
que se lleven a cabo los obligados programas de mantenimiento periédico,
las mejoras estructurales y funcionales de las instalaciones, asi como del
control de la calidad microbiologica y fisico-quimica del agua, con el fin de
gue no representen un riesgo para la salud publica. La contratacion de un
servicio externo no exime al titular de la instalacion de su responsabilidad.
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ANTECEDENTES CRONOLOGICOS

El dia 11 de diciembre, tras la declaracion inicial del brote, el Jefe de Servicio de
Sanidad Ambiental, realiza las siguientes comunicaciones:

v' Con la Jefa de Servicio de Salud Publica de la Direccién Provincial de

Sanidad de Ciudad Real, estableciendo la necesidad de realizar inspeccion y
toma de muestras de las diferentes instalaciones de riesgo del poligono
industrial de Manzanares.

Debido a que los Inspectores del Distrito de Salud Publica informan de la
imposibilidad de la toma de muestras, por problemas de oscuridad y ausencia
de luminosidad para la realizacion de la toma, se decide realizar la
programacion, iniciando la toma de muestras a primeras horas del dia
siguiente. Las muestras se tomaran en diferentes puntos de la instalacion de
riesgo por duplicado: una de ellas para el andlisis mediante técnica rapida
con el método de separacion inmunomagnética (SIM) y la otra para cultivo.

Con el Jefe de Seccion de Microbiologia Ambiental del Laboratorio de Salud
Pablica del Instituto de Ciencias de la Salud de Talavera de la Reina,
indicandole que, debido a la declaracion de brote, se remitiran muestras a
ese Laboratorio.

El Jefe de Servicio de Sanidad Ambiental informa de estas actuaciones al Director
General de Salud Publica y al Jefe de Servicio de Epidemiologia.

2. Con fecha 12 de diciembre de 2015, se declara un nuevo caso (trabajadora en
una empresa del Poligono Industrial de Manzanares) lo que refuerza la sospecha de
gue alguna instalacién de riesgo podria estar provocando casos:

Los Inspectores de distrito proceden a la toma de muestras de las siguientes
instalaciones de riesgo:

[0}
Establecimiento Tipo de instalacion (n°) NP3
muestras
Empresa Aluminios Cortizo Torres de refrigeracion (1) 4
Empresa Exide Tecnologie Torres de refrigeracion (7) 14
Empresa Lacteos Cuquerella | Condensador evaporativo (1) 4
— Quesos El Hidalgo

Asimismo, comunica que no se ha realizado la toma de muestras en las siguientes
instalaciones de riesgo:
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- Las 3 torres de refrigeracion del Hospital de Manzanares, debido a que desde
el 1 de noviembre de 2015 estaban paradas y por lo tanto, actualmente,
vacias.

- Los 25 equipos de enfriamiento evaporativo de la empresa SMS (System
Manufacturing Spain), al no funcionar estos equipos desde el mes de octubre
de 2015.

- Latorre de refrigeracion del hotel El Cruce, al no funcionar desde al afio 2013
y los 3 equipos de enfriamiento evaporativo del mismo hotel que no han
funcionado en el afio 2015.

De forma general, se informa a los establecimientos de la obligacion de parar
el funcionamiento de las instalaciones hasta la obtencion de resultados
analiticos. En caso de resultado negativo, pueden volver a su funcionamiento,
previo tratamiento.

3. Con fecha 13 de diciembre de 2015, se empiezan a procesar las muestras en el
Laboratorio de Salud Publica del Instituto de Ciencias de la Salud de Talavera de la
Reina.

A las 20:30 horas el Jefe de Seccion de Microbiologia Ambiental del citado
Laboratorio, informa al Jefe de Servicio de Sanidad Ambiental que las muestras
analizadas por la técnica rapida (SIM) han sido negativas.

Esta informacion es trasladada por éste ultimo al Director General de Salud Publica,
al Jefe de Servicio de Epidemiologia y a la Jefa de Servicio de Salud Publica de la
Direccion Provincial de Sanidad de Ciudad Real.

4. 14-15 de diciembre de 2015

Asimismo, los dias 14 y 15 de diciembre de 2015, se continia con la toma de
muestras de instalaciones de riesgo con emisiones exteriores. La sistematica es
equivalente a la anterior toma de muestras, es decir, muestras por duplicado de
diferentes puntos de la instalacion de riesgo; si es posible: una para analisis
mediante técnica rapida (SIM) y la otra para cultivo.

Asimismo, se comunica a los establecimientos, la paralizacién de las instalaciones
hasta conocer los resultados analiticos.
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Los muestreos de las instalaciones y establecimientos son los siguientes:

Establecimiento Tipo de instalacion (n°) msgsotlfas

Campo de futbol Riego por aspersion (1) 2
Fuentes ornamentales municipales

- Estacion de autobuses Chorro y depésito (1) 4

- Piedra junto al teatro Fuente (1) 2

- Parque municipal Estanque (1) 2
Hospital Virgen de Altagracia Riego por aspersion (1) 2
Empresa Talleres Alcantara Lavadero de coches (1) 2
Empresa Lavanderia Manzanares Torre de refrigeracion (1) 2
Empresa Telefénica Espafa Torre de refrigeracion (1) 2
Empresa Tostados y Fritos (TOSFRIT) | Torre de refrigeracion (2) 4

Como datos adicionales, los Servicios Oficiales de Salud Publica informan lo
siguiente:

- La torre de Telefonica de Espafa funciona 2 horas al mes, recirculando
diariamente el biocida por todo el circuito.

Las ultimas puestas en marcha fueron el 4 de octubre y 4 de diciembre de
2015.

- El agua de riego del Hospital se acumula en un depdésito donde se clora.
- Sobre las fuentes municipales:

- Segun informacion municipal, el agua de la fuente ornamental de la
estacion de autobuses se clora una vez a la semana.

- En el estanque de la fuente ornamental del parque municipal, el agua
esta estancada sin cambiar. En el centro del estanque hay un geiser.

- La torre de la empresa Lavanderia Manzanares en el momento de la
inspeccion esta parada, ya que estan reparando un motor, indicando la
empresa que lleva 17 dias sin funcionar (posteriormente se tuvo
conocimiento que la averia no era de la torre sino de un sistema de
cogeneracion al cual enfria la torre).

- El agua de riego del campo de futbol procede de un pozo y no se clora. Se
riega de manera alterna cada dos dias.
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- La empresa Tostados y Fritos (TOSFRIT) tiene 2 torres de refrigeracion no
censadas, al no haber presentado el titular su solicitud, tal como establece la
normativa vigente.

Las citadas torres estan en mal estado de conservacion.

Asimismo, la Inspeccion de Salud Publica informa que no se toma muestras de las
siguientes instalaciones por las causas que se indican:

- La torre de refrigeracion de la empresa Yuntero, quel no estaba censada,
debido a que unicamente ha funcionado en el mes de septiembre, para
realizar pruebas hidraulicas.

- El humectador y equipo de enfriamiento evaporativo de la empresa Bodegas
Isidro Milagro, debido a que los aerosoles no salen al exterior.

- El equipo de enfriamiento evaporativo de la empresa JVS Passion Fruit, al
estar cerrada.

Los resultados analiticos de las muestras tomadas en los dias 14-15 de diciembre
son negativos a excepcion de las siguientes:

Fuente municipal de la | Fuente (chorro) 0.6 SIM 7.200 ufc/l
estacion de autobuses Deposito 0.16 SIM 3.300 ufcl/l
Empresa Lavanderia Torre de refrigeracion - SIM 210 ufc/l
Manzanares

(*) nivel de desinfectante clorado en ppm

Sobre estos resultados hay que especificar que:

e En el caso de la fuente de la estacion de autobuses (chorro y depdésito):

0 Son significativos los resultados cuantitativos de presencia Legionella
teniendo en cuenta el nivel de desinfectante.

o Posterior a los analisis por técnica rapida se procedié a realizar
cultivos para intentar aislar la bacteria. El resultado del cultivo fue
negativo.

e En el caso de la torre de la empresa Lavanderia Manzanares:

Como en el caso anterior, se procedio a realizar cultivo de para intentar aislar la
bacteria observandose, asimismo, un crecimiento excesivo de microorganismos
acompanantes.

Después de varios tratamientos se consiguio aislar dos cepas:

- El dia 23/12/2015 se aisla una colonia cuya morfologia es
compatible con Legionella. Tras realizar pruebas de
identificacion se confirma como Legionella pneumophila
serogrupo 3.
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- El dia 28/12/2015 se aisla una colonia cuya morfologia es
compatible con Legionella. Tras realizar pruebas de
identificacion se confirma como Legionella pneumophila
serogrupo 1.

Ambas cepas se remitieron al Centro Nacional de Microbiologia (CNM)
para su tipificacidon por secuenciacion genética, con objeto de su
posible comparacién con los aislamientos obtenidos de las muestras
clinicas de los enfermos.

5. Con fecha 16 y 17 de diciembre de 2015, se comunica al Ayuntamiento que,
debido al resultado positivo, la fuente de la estacion de autobuses debera continuar
con la parada de su funcionamiento de la instalacion, vaciar el sistema y realizar
limpieza y desinfeccion, indicandose el procedimiento.

Esta parada de funcionamiento se extiende al resto de las fuentes ornamentales
municipales.

En el caso de la empresa Lavanderia Manzanares, se procede a informar del
resultado ordenando parar el funcionamiento de la instalacion, vaciar el sistema,
limpiar y realizar un tratamiento de choque.

Por otro lado, el 16 de diciembre de 2015 el Distrito de Salud Publica informa que se
han visitado 82 establecimientos para la comprobacién de la existencia de
instalaciones de riesgo, amplidandose en 21 establecimientos, con fecha 17 de
diciembre de 2015.

6. Con fecha 21 de diciembre de 2015, el Distrito de Salud Publica informa de 13
nuevas actuaciones realizadas en distintos establecimientos.

El Servicio de Epidemiologia comunica la posibilidad de remision de muestras al
Laboratorio de Secuenciacion Genética de la Unidad Mixta de Infeccion y Salud
Puablica de la Universidad de Valencia. Se estudia esta posibilidad y, entendiendo
gue puede ayudar a la investigacion, se seleccionan las muestras para su remision.

7. Con fecha 22 y 23 diciembre de 2015, se procede a realizar las siguientes
actuaciones:

a) Remision de las siguientes muestras al Laboratorio de la Universidad de
Valencia:

v' 10 muestras ambientales:
0 2 muestras de la torre de la empresa Lavanderia Manzanares.
0 8 muestras de las fuentes municipales:

= 2 muestras de raspado de los chorros de la fuente ornamental
de la estacion de autobuses.
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» 2 muestras del depoésito de la fuente ornamental de la estacion
de autobuses.

= 2 muestras de la fuente ornamental de piedra junto al teatro.
= 2 muestras de la fuente ornamental del estanque

b) Por otro lado, se programa y toman muestras de nuevas instalaciones que se
describen a continuacion, para su analisis en el Laboratorio de Salud Publica de
Talavera de la Reina.

Se toman las muestras que se describen:

[0}
Establecimiento Tipo de instalacion (n°) N EE
muestras

Camién lavadora (baldeo calles) | Deposito (1) 2
Camion limpieza de | Depdsito, grifo y pistola (1) 6
contenedores de basuras

Finca Cinco puentes Riego por aspersion (1) 2
Empresa Cooperativa Yuntero Agua de depuradora (1) 4
EDAR Manzanares Agua EDAR (1) 4

Los resultados analiticos de estas muestras y remitidas al Laboratorio de Talavera
de la Reina, son los siguientes:

Finca Cinco Puentes Riego por aspersion SIM Dudoso (*)

EDAR Manzanares Agua EDAR SIM Presencia

Sobre estos resultados hay que especificar lo siguiente:

e En el caso de la Finca de Cinco Puentes, inicialmente existe un resultado
dudoso de la presencia/ausencia de Legionella en los analisis realizados a
través de la técnica rapida de deteccion (SIM), por lo que el resultado debe
ser observado en cultivo, para verificar un posible crecimiento.

e En la EDAR de Manzanares, se detecta presencia a un nivel < de 100 ufc/L
de Legionella pneumophila serogrupos 8-10.

e Elresto de analisis son negativos a la presencia de Legionella.

8.- Por otro lado, el 22 de diciembre de 2015, se reune la Comision de Seguimiento
del Brote en la sede de los Servicios Centrales del SESCAM, donde se revisan las
actuaciones llevadas hasta el momento. Se constata que esta descendiendo el
namero de urgencias atendidas en el Hospital de Manzanares. No obstante, ante la
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posibilidad de que la persistencia del brote estuviera ocasionada por alguna
instalacién de riesgo no identificada, se decide solicitar apoyo a la Gerencia de
Urgencias y Emergencias del SESCAM. Con fecha 23 de diciembre de 2015, la
citada Gerencia de Urgencias facilita un helicoptero para realizar un
chequeo/reconocimiento aéreo, con objeto de divisar posibles instalaciones no
censadas o desconocidas. Realizada la visita aérea de comprobacién, no se
detectaron instalaciones que no hayan sido identificadas anteriormente.

9.- Asimismo, con fecha 29 de diciembre de 2015, segin comunica el Servicio de

Epidemiologia, el Laboratorio del Centro Nacional de Microbiologia emite informe de
los resultados de la caracterizacion de, al menos, 15 muestras clinicas humanas:

Identificacion: especie/serogrupo Legionella pneumophila SG1

Subgrupo de Legionella Pontiac Philadelfia

SBT (tipificacion secuencia 7

ST 899 (6,10,14,10,39,3,20)
genes)

10. Con fecha 4 de enero de 2016, se procede a seleccionar, nuevamente,
instalaciones de riesgo para realizar toma de muestras con dos destinos diferentes:

a) Para el Laboratorio de Talavera de la Reina, las siguientes muestras:

- . . . N° de
Establecimiento Tipo de instalacion
muestras

Campo de futbol Aljibe y aspersores 7
Fuentes ornamentales municipales:

v' de piedra junto al teatro Fuente 6

v de la estacion de | Fuente 5

autobuses

v del parque municipal Fuente/estanque 5

Empresa TOSFRIT Torres de refrigeracion 5

Todos los resultados analiticos fueron negativos, a excepcion de la siguiente
muestra:

Establecimiento Instalacion Técnica Resultado

Legionella No pneumophila

TOSFRIT Torre 2 Cultivo (presencia pero < 100 ufc/l)
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Aunque el resultado positivo es de Legionella no pneumophila con una presencia
baja, se comunica el cierre de la instalacién. Hay que significar que se trata de una
decision tomada como medida preventiva teniendo en cuenta el contexto del brote.

b) Para el Laboratorio de la Universidad de Valencia, se remite las siguientes

muestras:
. . . i N° de
Establecimiento Tipo de instalacion
muestras
Campo de futbol Aljibe y aspersores 3
Fuentes ornamentales municipales:
v' de piedra junto al teatro | Fuente 2
v de la estacion de | Fuente 2
autobuses
v del parque municipal Fuente 2
Empresa TOSFRIT Torres de refrigeracion 2
Camién lavadora (baldeo) Raspado 2

En espera de resultados analiticos, el Jefe de Servicio de Epidemiologia comunica
qgue, segun le han informado desde el Laboratorio de la Universidad de Valencia, se
estima posible deteccion de Legionella en las muestras del riego del campo de
futbol y del camién lavadora.

En espera de mayor informacién, se procede como medida preventiva a ordenar la
paralizacion del funcionamiento de ambas instalaciones.

12. Con fecha 7 de enero de 2016, se detecta crecimiento de Legionella
pneumophila serogrupo 1, Pontiac Philadelphia, de la muestra del riesgo por
aspersion de la finca Cinco Puentes, tomada el 22 de diciembre de 2015, y cuyo
resultado fue dudoso con la técnica rapida. Asimismo, se remite para su
caracterizacion al Centro Nacional de Microbiologia (CNM).

13. Con_fecha 8 de enero de 2016, a pesar de no tener constancia de anomalias en
los niveles de desinfectante en la red de distribucion de aguas, se decide
incrementar los niveles de desinfectante residual en cabecera de la red a valores
entre 0,8 y 0,9 ppm, con objeto de elevar el nivel de proteccion en la citada red de
abastecimiento. Esta decision se comunica al gestor y al Ayuntamiento.

14. Con fechas 11, 12 y 13 de enero de 2016, se realizan las siguientes
actuaciones:
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a) el dia 11 de enero, se toman nuevas muestras de instalaciones de los
establecimientos que se especifican:

Establecimiento Instalacién NEE
muestras
Empresa Aluminios Cortizo Torre de refrigeracion 4
Empresa Talleres Alcantara Lavadero 4
Empresa Lavadero Campsa Lavadero 4
Empresa Lavadero API2 Lavadero 6
Empresa Lavadero Pefiarroya Lavadero 6
Riego Cinco Puentes Riego 8
Empresa Telefénica Espafia Torre 2
Residencia 32 Edad Los Jardines | Habitaciones y acumulador 10
Residencia 32 Edad La Milagrosa | Habitaciones y acumulador 12

Se obtienen resultados analiticos de las muestras negativos a excepcion de:

Establecimiento Instalacién Técnica Resultado
Empresa Aluminios Cortizo Torre de refrigeracion SIM 640 ufc/l
Empresa Talleres Alcantara®” Lavadero - -

SIM 1.100 ufc/l
Empresa Lavadero API 2 Lavadero

SIM 200 ufc/l
Residencia La Milagrosa Acumulador SIM 1.600 ufc/l

(*) Inicialmente por técnica rapida, el resultado fue negativo pero,
posteriormente, al realizar cultivo se detectd Legionella no pneumophila
(presencia < 25 ufc/L)

(**) Posteriormente, el cultivo detecto presencia 7.500 ufc/l de Legionella
pneumophila serogrupo 8

b) El dia 12 de enero, con objeto de tener constancia de haber revisado todas las
instalaciones de riesgo se programo un rastreo de la localidad.

Para ello, se zonificd el municipio, dividiéndose la inspeccidén en varios grupos de
dos, contando para ello con el apoyo de Inspectores de otros distritos de Salud
(Ciudad Real y de Alcdzar de San Juan). No se encontraron instalaciones de riesgo
de las que no se tuviera constancia.

10
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c) El dia 13 de enero, teniendo en cuenta el resultado positivo de la muestra tomada
(con fecha 11 de enero de 2016) en la empresa Aluminios Cortizo, se traslada a la
citada empresa el cierre de la torre de refrigeracién, debiéndose proceder a la
limpieza y desinfeccion y remuestreo a los 15 dias.

15. Con fecha 14 de enero de 2016, tiene lugar una reunién en la que se cuenta con
expertos de la Administracion Sanitaria Central y de diferentes Autonomias.

16. Con fechas 15 de enero de 2016, el Centro Nacional de Microbiologia informa al
Servicio de Epidemiologia sobre la secuenciacion genética de las cepas de
Legionella pneumophila, serogrupos 1 y 3, obtenidas de las torre de la empresa
Lavanderia Manzanares con el siguiente resultado:

Identificacién: especie/serogrupo Legionella pneumophila SG1
Subgrupo de Legionella Pontiac Philadelfia
SBT (tipificacién secuencia 7 genes) ST- 899 (6,10,14,10,39,3,20)

Identificacién: especie/serogrupo Legionella pneumophila SG3
Subgrupo de Legionella Pontiac Philadelfia
SBT (tipificacién secuencia 7 genes) ST-87 (2,10,3,28,9,4,13)

17. Con fechas 15 de enero de 2016, se realizan las siguientes actuaciones:

a) Lavadero API2: Debido al requerimiento de efectuar tratamiento en el citado
lavadero, puesto que las muestras del dia 11 de enero de 2016 fueron positivas, se
procedio a la toma dos muestras.

Una de ellas sigue dando resultado positivo (200 ufc/L) por lo que la instalacion
permanece cerrada.

b) Aluminios Cortizo: Debido al requerimiento de la realizaciéon de tratamiento de
limpieza y desinfeccion a la empresa Aluminios Cortizo, la mercantil nos comunica
gue se realizarda el citado tratamiento el dia 16 de enero de 2016. Debido a ello, se
procede a tomar 4 muestras el dia 15 de enero de 2016 y 2 muestras el 18 de enero
de 2016 (anterior y posterior a la realizacion del tratamiento).

Los resultados son los siguientes:

Establecimiento Fecha Lugar de toma Resultado
15/01/2016 | Raspado torre 1.735 ufcll
Empresa 15/01/2016 | Agua balsa 62.951 ufcl

Aluminios Cortizo

18/01/2016 | Raspado 210 ufc/l

11
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Debido a los resultados obtenidos, el 19 de enero de 2016 se comunica a la
empresa la continuacion de la paralizacion de la torre de refrigeracion, con la
necesidad de realizacion de nuevo tratamiento de limpieza y desinfeccion.

18. Con fecha 19 de enero de 2016 se realiza toma de 12 muestras de la torre de la
empresa Lavanderia Manzanares, siendo negativas por técnica rapida (SIM).

19. Con fecha 21 de enero de 2016, se procede a realizar las siguientes
actuaciones:

a) Inspeccion de la torre de Telefénica Espafa, S.A., con los siguientes resultados:

v Latorre de refrigeracion es de funcionamiento intermitente.
v' El agua es de la red publica sin depésitos previos post-red.

v' El agua de la torre de refrigeracion, se recircula todos los dias, de 9:00 a
11:00 horas y de 21:00 a 23:00 horas, para que el biocida pase por todo el
circuito.

v' Diariamente se mide el biocida.

v' La torre se pone en marcha con generacion de aerosoles, Unicamente
cuando se realizan tratamientos preventivos (cada 4 meses, con un
funcionamiento de 2 horas) o cuando hay caidas del servicio de red eléctrica
(sin cortes en los Ultimos meses).

v La Ultima prueba preventiva fue el 4/12/2015.

<

La empresa de mantenimiento y el laboratorio de analisis son externos.

v' En el mes de junio, realizaron tratamiento de choque por un positivo de
Legionella en uno de los controles. El remuestreo posterior fue negativo.

v' Presentan certificados de limpieza y desinfeccion de marzo, junio y
septiembre.

v" Aportan listado de 3 eventos del dltimo trimestre de 2015:

o Sustitucion de bomba por averia eléctrica (arranque sin carga) el dia
19/11/2015.

o Prueba preventiva anual (arranque con carga) el dia 4/12/2015.
0 Puesta temporal en manual (sin arranque) el 15/12/2015.

Se procede a la toma de 2 muestras por duplicado (agua torre y raspado) para su
traslado al Laboratorio de Talavera de la Reina, cuyo resultado es negativo.

Asimismo, se toman muestras para su remision al Laboratorio de la Universidad de
Valencia.

b) Lavadero API2: Debido al requerimiento de efectuar tratamiento en el citado

lavadero, al ser una muestra del dia 15 de enero de 2016 positiva, se procedio a la
toma dos muestras con resultado negativo.

12
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20. Con fecha 22 y 25 de enero de 2016, se realizan las siguientes actuaciones:

a) El dia 22 de enero de 2016, se inspecciona la industria Cuquerella—Quesos El
Hidalgo, con objeto de la revision del programa de mantenimiento del condensador
evaporativo, registros, fichas técnicas, etc. El Distrito de Salud Publica no manifiesta
nada relevante al respecto.

b) Se inspecciona la empresa Aluminios Cortizo: debido al requerimiento de
tratamiento de limpieza y desinfeccion por presencia de Legionella en las muestras
tomadas con fecha 18 de enero de 2016, la empresa comunica la realizacién del
citado tratamiento.

En esta empresa, se procede a la toma de muestras, anterior y posterior al
tratamiento (22 y 25 de enero de 2016, respectivamente), para su remision al
Laboratorio de Talavera de la Reina, obteniéndose resultados negativos.

c) El dia 25 de enero de 2016, se remiten las siguientes muestras al Laboratorio de
la Universidad de Valencia:

- De las 3 fuentes ornamentales.

- De la torre de Telefonica de Espafia, S.A.

- De la torre de Aluminios Cortizo.

d) Desde el Servicio de Sanidad Ambiental se remite al Servicio de Salud Publica de
la Direccion Provincial de Ciudad Real, el protocolo de seguimiento de instalaciones

de riesgo frente a Legionella en el contexto del brote de Manzanares (ver anexo ).

21. Con fecha 26 de enero de 2016, se mantienen cerradas/paradas las siguientes
instalaciones:

v Torre de la Lavanderia Manzanares.
Lavadero API2.

Riego de Cinco Puentes.

Torre de TOSFRIT.

Torre de Aluminios Cortizo.

D N NI N N N

Fuentes ornamentales municipales de la estacion de autobuses, fuente de
piedra y del estanque.

<

Camion lavadora/barredora
v" Riego del campo de fatbol.

22. Con fecha 28 de enero de 2016, el Centro Nacional de Microbiologia informa
sobre la secuenciacion genética de las cepas de Legionella pneumophila,
serogrupos 1 obtenida del riego de Cinco Puentes, con el siguiente resultado:

13



Castilla-La Mancha

Identificacién: especie/serogrupo Legionella pneumophila SG1

Subgrupo de Legionella Pontiac Philadelfia
SBT (tipificacién secuencia 7 genes) ST 899 (6,10,14,10,39,3,20)

23. Con fecha 1 de febrero de 2016, con motivo de los tratamientos de limpieza y
desinfeccion realizados tanto en la residencia de la tercera edad La Milagrosa como
en el lavadero de coches de Talleres Alcantara Alsanco, se tomaron muestras en
ambos establecimientos, siendo los resultados negativos.

24. Con fecha 3 de febrero de 2016, una vez transcurridos 28 dias (el doble del
maximo periodo de incubacion en brotes) desde la declaracion del ultimo caso, el
brote se considera cerrado desde el punto de vista de la transmisién comunitaria.

RESUMEN ACTUACIONES

A. SISTEMA DE ABASTECIMIENTO DEL AGUA DE CONSUMO HUMANO

De manera resumida, los datos del abastecimiento, son los que se indican a
continuacion:

%+ El municipio pertenece a la zona de abastecimiento denominada
“Manzanares-Membrilla”. Las infraestructuras son las siguientes:

% EIl abastecimiento procede de una captacion subterrdnea (captacion
“Los Romeros”). Disponen de otras 2 captaciones mas pero estan
fuera de servicio.

Desde la captacion, el agua es conducida y almacenada en un
deposito de rebombeo, donde se impulsa hasta dos depésitos de
distribucion (circular y rectangular).

Previo a la entrada en estos depdsitos, el agua se somete en
conducciéon a un tratamiento de desinfeccién (hipoclorito). Desde
estos depdsitos, en una Unica conduccion, el agua se dirige hasta la
localidad.

« En la red existen 21 puntos de control declarados, comprendiendo
instalaciones interiores, que permiten controlar la calidad del agua
suministrada al ciudadano.

X/
°e

X/
L X4

+ El agua suministrada a través de la red de distribucion esta calificada como
apta para el consumo. Los niveles de desinfeccién son correctos (ver punto
7 del apartado de antecedentes cronologicos).

+ La empresa que realiza la gestién indirecta es ACCIONA AGUA SERVICIOS
S.L.U.
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B. ACTUACIONES DE INSPECCION REALIZADAS

B.1. DURANTE EL BROTE

Se han visitado un total de 116 establecimientos !, que disponian de 68
instalaciones de riesgo. De estas instalaciones, 30 se han inspeccionado
activamente*,

Establecimientos visitados 116
Instalaciones visitadas 68
Instalaciones visitadas activamente* 30

(*) Inspeccién o toma de muestras

El resumen de instalaciones visitadas es el siguiente:

Instalacion de riesgo Visitadas ac\t/ii\?gr?\i?\ie*
Torres de refrigeracion 17 12
Condensador evaporativo 1 1
Fuentes Ornamentales 4 4
Sistemas de riego 3 3
Agua fria y caliente sanitaria 4 2
Equipo enfriamiento evaporativos 31 -
Lavado de vehiculos 4 4
Otros
Camion baldeo 1 1
Camiodn lavado de residuos 1 1
EDAR 2 2
68 30

1 como establecimientos se incluyen todo tipo de actividades empresariales e industriales, edificios y espacios publicos y
edificios de vivienda humana.
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(*) con inspeccion o toma de muestras

Se han analizado 215 muestras en la Seccion de Microbiologia Ambiental del
Laboratorio de Ciencias de la Salud de Talavera de la Reina. Asimismo, se han
remitido 29 muestras al Laboratorio de Secuenciacion Genética de la Unidad Mixta
de Infeccion y Salud Puablica de la Universidad de Valencia.

Laboratorio de Talavera de la Reina 215
Método: SIM 95
' Método: Cultivo 120
Laboratorio de la Universidad de Valencia | 29

El resumen detallado del nimero de analisis es el siguiente

Instalacion Laboratorio de Salud Publica Universidad de
Valencia
Método SIM
NO
Cultivo
. L 36
Torres de refrigeracion 80 ) 7
Condensadores evaporativos 4 5 -
11
Fuentes ornamentales 38 > 13
. . 10
Sistemas de riego 21 3
11
] o 14
Agua fria y caliente sanitaria 28 m -
14
Lavado de vehiculos 28 -
14
) 1
Camién baldeo 2 1 2
- . 3
Camién lavado de residuos 6 3 -
4
EDAR 8 -
4
95
TOTAL 215 29
120
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El resumen del resultado de los analisis, realizados por el Laboratorio de Salud
Pulblica de Talavera de la Reina, es el siguiente:

Cultivo Total
(@200)) (215)

Torres de refrigeracion 80 5 31 2 42 7 73
Condensadores 4 0 2 0 2 0 4
evaporativos

Fuentes ornamentales 38 2 9 0 27 2 36
Sistemas de riego 21 1 9 1 10 2 19

Agua fria y caliente sanitaria 28 1 13 1 13 2 26

Lavado de vehiculos 28 3 11 1 13 4 24
Camion baldeo 2 0 1 0 1 0 2
Camion lavado de residuos 6 0 3 0 3 0 6
EDAR 8 1 3 1 3 2 6

B.2. POST-BROTE

Se han visitado 11 establecimientos, inspeccionandose activamente 17
instalaciones de riesgo.

Establecimientos visitados 11
Instalaciones visitadas 17
Instalaciones visitadas activamente* 17

(*) Inspeccién o toma de muestras
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El resumen de instalaciones visitadas, de los 11 establecimientos, es el siguiente:

Visitadas
activamente*

Instalacion de riesgo Visitadas

Torres de refrigeracion 12 12

Condensador evaporativo

Lavado de vehiculos 4 4
17 17

(*) con inspeccidon o toma de muestras

Se han analizado 105 muestras en el Laboratorio de Talavera de la Reina.
Asimismo, se han remitido 10 muestras al Laboratorio de la Universidad de
Valencia.

Laboratorio de Talavera de la Reina 92
Método: SIM 45
| Método: Cultivo 47
Laboratorio de la Universidad de Valencia 10

El resumen del nimero de analisis es el siguiente:

Instalacion Laboratorio de Salud U. Valencia
Publica
Método SIM
NO
Cultivo

. L, 39

Torres de refrigeracion 79 9
40
_ 3

Condensadores evaporativos 5 5 1
3

Lavado de vehiculos 8 c -
45

TOTAL 92 10
a7
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El resumen del resultado de los analisis, realizados por el Laboratorio de Salud
Pulblica de Talavera de la Reina, es el siguiente:

SIM Cultivo Total
(54) (51) (105)

Torres de refrigeracion 79 3 36 1 39 4 75
Condensadores evaporativos 5 0 3 0 2 0 5
Lavado de vehiculos 8 0 3 2 3 2 6

B.3. RESUMEN DE ACTUACIONES DE INSPECCION

Se han visitado un total de 116 establecimientos, de los cuales 68 disponian de
instalaciones de riesgo.

Durante el brote se han inspeccionado activamente 30 instalaciones y en la fase de
post-brote 18.

Establecimientos visitados (durante el brote y post-brote) 116
Instalaciones observadas (durante el brote y post-brote) 68
Instalaciones visitadas activamente* (durante el brote) 30
Instalaciones visitadas activamente* (en el post-brote) 17

(*) Inspeccién o toma de muestras
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El resumen de instalaciones visitadas es el siguiente:

Visitadas

Instalacién de riesgo Visitadas . "
activamente

(1) (@) (1) (@)

Torres de refrigeracion 17 12 12 12
Condensador evaporativo 1 1 1 1
Fuentes Ornamentales 4 - 4 -
Sistemas de riego 3 - 3 -
Agua fria y caliente sanitaria 4 - 2 -
Equipo enfriamiento evaporativos 31 - - -
Lavado de vehiculos 4 4 4 4
Otros
Camion baldeo 1 - 1 -
Camion lavado de residuos 1 - 1 -
EDAR 2 _ 2 ]
68 17 30 17

(1) durante el brote
(2) post-brote
(*) inspeccidon o toma de muestras

Se han analizado 307 muestras en el Laboratorio de Talavera de la Reina.
Asimismo, se han remitido 39 muestras al Laboratorio de la Universidad de
Valencia.

Laboratorio de Talavera de la Reina 307
Método: SIM 140
Método: Cultivo 167

Laboratorio de la Universidad de Valencia 39
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El resumen del nimero de analisis es el siguiente:

Instalacion Laboratorio de Salud Universidad de
Publica Valencia
Método SIM
NO
Cultivo
) ., 75
Torres de refrigeracion 159 a4 16
) 5
Condensadores evaporativos 9 4 1
11
Fuentes ornamentales 38 >7 13
) . 10
Sistemas de riego 21 11 3
. . L 14
Agua fria y caliente sanitaria 28 v -
) 17
Lavado de vehiculos 36 19 -
., 1
Camion baldeo 2 1 2
., . 3
Camion lavado de residuos 6 3 -
4
EDAR 8 -
4
140
TOTAL 307 39
167
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El resumen del resultado de los analisis, realizados por el Laboratorio de Salud
Pulblica de Talavera de la Reina, es el siguiente:

Cultivo Total
(171) (320)
Torres de refrigeracion 159 8 67 3 81 11 | 148
Condensadores evaporativos 0 0 5 0 4 0 9
Fuentes ornamentales 38 2 9 0 27 2 36
Sistemas de riego 21 1 9 1 10 2 19
Agua fria y caliente sanitaria 28 1 13 1 13 2 26
Lavado de vehiculos 36 3 14 3 16 6 30
Camion baldeo 2 0 1 0 1 0 2
Camion lavado de residuos 6 0 3 0 3 0 6
EDAR 8 1 3 1 3 2 6
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Brote de Legionelosis en Manzanares
Investigacion Microbiologica

1.- Introduccioén

La prueba de oro en el diagndstico de la legionelosis es el cultivo. Sin embargo, dadas las
caracteristicas de la bacteria, es un procedimiento complejo y con un rendimiento
relativamente bajo, determinado en gran medida por el tipo y calidad de la muestra
respiratoria. Con el aspirado broncoalveolar se suele obtener una muestra de mejor calidad
y rendimiento, aunque la necesidad de aplicar procedimientos invasivos limita mucho la
obtencion y utilizacion de este tipo de muestra. De forma esquemaética, el cultivo de
legionella sigue los siguientes pasos:

Aglutinacién en porta (Legionella pneumophila SG 1 al4 y Legionella spp.).

Inmunofluorescencia (IF) de identificacién de Legionella pneumophila SG 1.

Inmunofluorescencia (IF) tipificacion de Legionella pneumophila SG 1 (AcMc).

SBT (Sequence-Based Typing).

En el contexto de un brote de legionelosis, el objetivo del andlisis microbiolégico (muestras
humanas y ambientales) es detectar la presencia de Legionella pneumophila en la muestra
correspondiente y, en su caso, caracterizarla genéticamente, mediante secuenciacion de
siete regiones (loci) del genoma de la bacteria que permiten su clasificacion en STs, tal
como se detalla a continuacion.

El analisis genético de muestras de Legionella pneumophila relacionadas con un brote se
basa en la obtencion de los perfiles alélicos (STs, o Sequence Types) de muestras
procedentes de pacientes afectados en el mismo y de las posibles fuentes ambientales
consideradas. Para ello, cada muestra recibida se somete a un procedimiento que consiste
en la extraccion del material hereditario de la misma (DNA).

Una vez extraido el DNA de cada muestra, se procede a detectar la presencia de DNA de
Legionella en la misma mediante una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en la que
se emplean cebadores especificos de la especie en cuestion. De esta manera, caso de
haber DNA de Legionella en la muestra, incluso en cantidades minimas, la PCR permite su
amplificacion y posterior deteccion mediante electroforesis en gel de agarosa y la reaccion
con un reactivo especifico que permite revelar la presencia de DNA, asi como el tamafio del
mismo. La PCR tiene como objetivo amplificar una region concreta y de tamafio conocido
del genoma de la bacteria, por lo que la deteccibn de una banda con la intensidad
(dependiente de la cantidad de DNA amplificado) y tamafio (conocido para cada gen)
adecuados informa de la presencia de material hereditario del organismo en cuestion,
Legionella pneumophila, en la muestra problema. Es necesario destacar que esta técnica no
permite discriminar entre células vivas o muertas del organismo, pero en este andlisis no se
pretende establecer esa naturaleza sino simplemente poner de manifiesto la presencia de
Legionella en la muestra problema, aunque sus células ya no sean capaces de replicarse.

Si la reaccion de PCR es positiva para alguno de los genes ensayados, se pasa a la
segunda fase del analisis. En ella, se toman los productos resultantes de la PCR especifica
de cada uno de los siete loci del esquema de tipado de Legionella adoptados por el ESGLI
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(Grupo Europeo para el Estudio de Infecciones de Legionella, European Group for the Study
of Legionella Infections) y se procede a su secuenciacién mediante el método Sanger.

Idealmente, la secuenciacidbn Sanger da como resultado una sucesion con los nucle6tidos
que conforman la secuencia del fragmento o gen estudiado que, al ser comparada con las
secuencias homoélogas depositadas en la base de datos del ESGLI, permiten identificar el
alelo que corresponde a ese locus en esa muestra. La identificacion del alelo se realiza
mediante un namero que no tiene mas misién que permitir la diferenciacion entre alelos
cuando sus secuencias respectivas no coinciden, aunque sea por una Unica base o
nucleétido. Cuando se obtienen los nimeros identificadores de cada uno de los siete loci del
esquema de tipado, se puede asignar, de nuevo con la ayuda de la informacién disponible
en ESGLI, el Sequence Type correspondiente a la muestra, al que también se asigna un
identificador numérico.

Asi, por ejemplo, la combinacién:

» fliC_6, pilE_10, asd_14, mip_10, mompS_39, proA_3, neuA_20 recibe el identificador
de ST 899 (6, 10, 14, 10, 39, 3, 20).

Este resultado completo suele obtenerse sin problemas cuando se trata de muestras
cultivadas, pero es mucho mas dificil y menos frecuente en aquellas que, como esputos y
biofilms, no lo son. En ocasiones, a pesar de hallarse Legionella en la muestra de partida, su
cantidad es demasiado pequefia para poderse detectar en una Unica reaccion de PCR y es
necesario realizar otra que proporciona mayor sensibilidad (PCR secundaria).

En otras ocasiones, aunque se puede detectar la presencia de una banda del tamafio
esperado para el locus concreto en una PCR primaria o secundaria, la reaccion de
secuenciacion de ese locus, o de otros loci, no da un resultado positivo, bien porque el
material es de calidad defectuosa y/o cantidad escasa, bien porque la amplificacion no es de
un dnico tipo de gen sino resultado de la mezcla de varios. Esta situacion es especialmente
frecuente en muestras no cultivadas, sobre todo en biofilms ambientales, en los que la
deteccién de Legionella por amplificacion de uno o varios loci no siempre puede completarse
con la secuenciacion eficiente de los mismos.

En resumen, la secuenciacion genética consiste esencialmente en la identificacion de
7 genes (fliC, pilE, asd, mip, mompS, proA, neuA). Para que una cepa de legionella
pueda considerarse idéntica a otra han de coincidir los 7 genes de ambas en el mismo
orden. Esta comparacion se hace extensible a las muestras ambientales.

2.- Procedimientos
2.1.- Muestras Humanas

En la actualidad, el diagnéstico clinico de la legionelosis se basa fundamentalmente en la
realizaciéon de la prueba de antigeno en orina (especifico sélo para Legionella pneumophila
Serogrupo 1) y en el cultivo de muestras de origen respiratorio, esputo y broncoaspirado
sobre todo. Dado que no siempre es posible obtener muestras respiratorias de calidad
suficiente y el proceso del cultivo es un tanto complejo, su rendimiento es relativamente
bajo.
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Los laboratorios de microbiologia de los hospitales del SESCAM que han atendido pacientes
relacionados con el brote de legionelosis en Manzanares realizaron la prueba de antigeno
en orina a todos aquellos pacientes que eran sospechosos de padecer la enfermedad.
Independientemente del resultado de la prueba del antigeno en orina, en la mayoria de los
casos obtuvieron muestras respiratorias (esputo fundamentalmente) que remitieron al
Centro Nacional de Microbiologia (CNM) para su caracterizacion. Los cultivos que se
obtuvieron en los laboratorios de microbiologia del SESCAM también se enviaron al CNM.

Con las muestras recibidas el CNM procedi6 en primer lugar a la clasificacion de las mismas
segun su calidad para, a continuacion, llevar acabo un procedimiento seriado de diagnéstico
y secuenciacidn genética, tal como se refleja en el Gréfico 1

Gréfico 1.- Procedimiento de Analisis segln Calidad de las Muestras Respiratorias
Centro Nacional de Microbiologia (Brote de Legionelosis en Manzanares)

Identificacién

Cultive =1 Positivo

SBT

Alta

Positivo Nested SBT

PCR

Negativo

Identificacion

iy . ' Positivo
Lestras
_J-H""' Media | cultivo 367
Positivo | Mested-SBT
Negativo PCR /
\ Negativo
Positivo —‘Nested-SBT

Baja [~ PCR

Negativo

Con las muestras consideradas de calidad alta se procedié a la realizacién simultdnea de
cultivo y PCR para deteccion de ADN de Legionella pneumophila (gen mip). Si el cultivo o la
PCR, o ambos, fueron positivos se procedi6 a la realizacién de la prueba PCR-Nested SBT
(Sequence-Based Typing) con el fin de conseguir la secuencia genética de la cepa.

Si las muestras eran de calidad media se procedid inicialmente a la realizacion de cultivo.
Si este dio resultado positivo se procedié a la identificacién de la cepa mediante SBT. Si el
cultivo dio resultado negativo se realizé la prueba de PCR y si esta prueba resultd positiva
se procedio a la realizacion de la prueba PCR-Nested SBT.



Castilla-La Mancha Consejerfa de Sanidad
Direccion General de Salud Publica y Consumo
Avenida de Francia, 4 - 45071 Toledo

Si las muestras eran de calidad baja se procedid tan solo a la realizacién de PCR para
deteccién de ADN vy, soélo si esta prueba fue positiva, se llevo a cabo la PCR-Nested SBT.

Ademas, se enviaron 24 muestras de esputo y una cepa procedente de cultivo al laboratorio
de la Fundacion para el Fomento de la Investigacion Sanitaria y Biomédica de la Universidad
de Valencia (Catedra de Genética). El procedimiento utilizado ha sido descrito en el
apartado de introduccion.

2.2.- Muestras Ambientales

La toma de muestras ambientales ha sido realizada por los Inspectores Sanitarios del
Distrito de Salud de Tomelloso-Manzanares apoyados puntualmente por inspectores de
otros distritos de la provincia de Ciudad Real.

Las muestras fueron analizadas inicialmente en el Laboratorio Regional de Salud Publica de
Talavera de la Reina dependiente de la Consejeria de Sanidad. Las muestras enviadas
consistian en agua con raspado obtenidas de las distintas instalaciones de riesgo. Se
utilizaron dos métodos en paralelo:

— Deteccion de legionella (unidades formadoras de colonias o ufc) con un método
cuantitativo basado en la separacién inmunomagnética (método SIM). Este método
tiene la particularidad de que soélo detecta bacterias vivas (capaces de
reproducirse).

— Cultivo por métodos tradicionales de Legionella pneumophila SG 1 al4 y Legionella
spp.

Si se obtenia un cultivo positivo la cepa se remitia al laboratorio del CNM para su
identificacion y secuenciacion genética, utilizando los procedimientos descritos para cultivo y
secuenciacion de muestras humanas.

Ademds, se enviaron muestras de biofilms, obtenidas por raspado con bisturi en las
instalaciones de riesgo, al laboratorio de la Universidad de Valencia. El procedimiento
utilizado consiste basicamente en la extraccion de material hereditario (DNA), deteccién de
DNA de Legionella, amplificacion del mismo y secuenciacion genética (ver introduccién).

3.- Resultados
3.1.- Muestras Humanas

En el contexto del brote de legionelosis en Manzanares se enviaron al CNM 323 muestras
respiratorias (315 esputos, 6 broncoaspirados y dos cepas cultivadas de Legionella
pneumophila SG 1). Ademas se proceso la peticibn de 32 muestras que no llegaron a
recepcionarse en el CNM.

Las 323 muestras respiratorias corresponden a 311 pacientes (en algin caso se envié mas
de una muestra de un mismo paciente), de los cuales 149 eran casos confirmados, 33
probables, 120 sospechosos y 9 descartados.
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Segun los criterios de calidad aplicados por el CNM, las muestras respiratorias se
clasificaron de la siguiente forma:

— Calidad Alta: 43 (13,3%)

— Calidad Media: 114 (35,3%)
— Calidad Baja: 166 (51,4%)
—  Total: 323 (100%)

De acuerdo con el plan establecido por el CNM para la gestién de las muestras se procedio
al cultivo de 157 muestras (43 de calidad alta y 114 de calidad media). Se obtuvieron 30
cultivos positivos (19,1%). En la tabla 1 se reflejan los resultados segun la calidad de la
muestra.

Tabla 1.- Nomero y Porcentaje de Cultivos Positivos seguin Calidad de la Muestra
Centro Nacional de Microbiologia

Calidad de Numero de Cultivo Porcentaje
Muestra Muestras Positivo | Negativo Positivos
Calidad Alta 43 17 26 39,5%
Calidad Media 114 13 101 11,4%
Calidad Baja NA NA NA NA

Total 19,1%

En 303 muestras se procedio a la deteccion de ADN de Legionella mediante la PCR (mip).
Las muestras de calidad alta y media tuvieron un rendimiento sensiblemente superior a las
muestras de calidad baja (Tabla 2). La deteccion de ADN se llevé a cabo con todas las
muestras de calidad baja que habian sido desestimadas para la realizacion del cultivo.

Tabla 2.- Nomero y Porcentaje de PCR Positivas (mip) segun Calidad de la Muestra
Centro Nacional de Microbiologia

Calidad de NuUmero de PCR (mip) Porcentaje
Muestra Muestras Positivo | Negativo Positivos
Calidad Alta 33 17 16 51,5%
Calidad Media 104 51 53 49,0%
Calidad Baja 166 44 122 26,5%

37,0%

Con 109 muestras, bien procedentes de cultivo bien de PCR, se pudo intentar la secuencia
genética mediante la prueba Nested-PCR SBT. El porcentaje de resultados positivos
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(secuenciacion) estd muy relacionado con la calidad de la muestra, oscilando desde un
78,3% en las muestras de calidad alta hasta un 27,3% en las muestras de calidad baja
(Tabla 3).

Tabla 3.- N° y Porcentaje de Nested-PCR SBT Positivas segun Calidad de la Muestra
Centro Nacional de Microbiologia

Calidad de Numero de Nested-PCR SBT Porcentaje

Muestra Muestras Positivo | Negativo Positivos
Calidad Alta 14 11 3 78,6%
Calidad Media 51 29 22 56,9%
Calidad Baja 44 12 32 27,3%

47,7%

De las 323 muestras analizadas se han podido identificar 68 cepas (30 por cultivo y 38 por
Nested-PCR SBT). De estas 68 cepas se han secuenciado completamente 57 cepas (con
los 7 genes), habiéndose secuenciado de forma incompleta 11 cepas (falta en ellas al
menos un gen por identificar). En las tablas 4 y 5 se indica con la letra “X” el gen que no se
ha podido identificar, asignando a dichas cepas el prefijo “Inc” y un ndmero de orden
correlativo.

En sentido estricto (identidad absoluta en los 7 genes), se puede considerar que se han
identificado 20 cepas distintas de legionella, de las cuales la méas frecuente es la
denominada ST 899 con 47 cepas lo que supone el 69,1% del total (Tabla 4). Por
consiguiente, se puede considerar que esta es la cepa epidémica, aunque no sea la Unica
que ha originado casos, y su homenclatura completa es:

Legionella pneumophila Serogrupo 1, Pontiac Philadelphia ST 899 (6,10,14,10,39,3,20)

Ademas, se han identificado 10 STs nuevos, considerados asi porque no se ha encontrado
ninguna secuencia similar en los aislamientos de la base de datos de ESGLI.
Provisionalmente se han nombrado con una letra mayUscula de la A a la J en espera de que
ESGLI asigne el correspondiente ST.

En la tabla 5 se presentan los mismos datos que en la tabla 4 pero intentando agrupar las
cepas por su similitud filogenética. Para ello hemos contado con el apoyo de la Catedra de
Genética de la Universidad de Valencia. En este caso las cepas compatibles con ST 899
son 54 (79,4% del total). Cuatro cepas (5,9%) son compatibles con ST_B_Nuevo (6, 4, 14,
12, 39, 3, 6) quedando ademas otros 10 tipos de cepas.

A la Céatedra de Genética de la Universidad de Valencia se enviaron 24 muestras de esputo
y dos cepas cultivadas en el Hospital General de Ciudad Real.

En 13 de las 24 muestras de esputo se detecto la presencia de legionella (54,2%). En cuatro
de las 13 positivas no se pudo identificar ningun loci. En una de las 9 restantes se confirmo
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la presencia de ST 899; ademas, una muestra compartia tres loci y cuatro muestras
compartian un loci, por lo que se puede aventurar que 6 de 9 podian corresponder a ST 899.

Las otras tres muestras positivas, aunque incompletas, tenian una secuencia diferente en
los loci equivalentes lo que apoya la amplia diversidad de cepas identificadas en el brote.

En una de las dos cepas cultivadas, procedentes del Hospital General de Ciudad Real, se
pudo secuenciar completamente y se identific6 ST 899. En la otra cepa cultivada sélo se
detecto la presencia de legionella pero sélo se pudo identificar el gen proA que coincide con
el correspondiente gen de la otra cepa.

Tabla 4- NOomero y Porcentaje de Cepas Humanas de Legionella pneumophila segin

Numero de

Cepa

Genotipo - Brote de Manzanares

Genotipo

Numero de
Cepas

Secuenciacion Completa

Porcentaje

Acumulado

100,0%

1 ST 899 (6,10,14,10,39,3,20) 47 69,1% 69,1%
2 ST A Nuevo (6,4,9,10,39,14,6) 1 1,5% 70,6%
3 ST B Nuevo (6,4,14,12,39,3,6) 1 1,5% 72,1%
4 ST _C Nuevo (6,3,14,10,1,14,6) 1 1,5% 73,5%
5 ST D Nuevo (3,4,9,10,2,1,6) 1 1,5% 75,0%
6 ST_E Nuevo (2,6,11,27,6,4,1) 1 1,5% 76,5%
7 ST _F Nuevo (2,10,14,10,39,3,6) 1 1,5% 77,9%
8 ST G Nuevo (2,10,14,10,39,3,20) 1 1,5% 79,4%
9 ST H Nuevo (1,3,9,1,2,1,1,1) 1 1,5% 80,9%
10 ST I Nuevo (6,3,14,10,39,3,20) 1 1,5% 82,4%
11 ST J Nuevo (12,10,3,10,9,4,20) 1 1,5% 83,8%
12 ST Inc_10 XX (X,10,14,10,39,3,20) 2 2,9% 86,8%
13 ST Inc_11 XX (X,10, X,10,39,3,20) 2 2,9% 89,7%
14 ST Inc_12 XX (6,10,X,X,39,3,X) 1 1,5% 91,2%
15 ST Inc_13 XX (6,10,14,1, X,3,20) 1 1,5% 92,6%
16 ST Inc_14 XX (6,X,14,10,X,X,20) 1 1,5% 94,1%
17 ST Inc_15 XX (6,X,X,10,39,3,6) 1 1,5% 95,6%
18 ST Inc_16 XX (6,4,14,10,39,3,X) 1 1,5% 97,1%
19 ST Inc_17 XX (2,3,X,10,2,41,6) 1 1,5% 98,5%
20 ST Inc_18 XX (2,10,X,10,39,X,X) 1 1,5% 100,0%
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Tabla 5.- NOomero y Porcentaje de Cepas Humanas segun Genotipo (Agrupadas por

Filogenia) — Brote de Manzanares

 Nede Cepa Nimero de Porcentaje

Agrupada Genotipo Cepas Acumulado
1 ST 899 (6,10,14,10,39,3,20) 69,1%
1 ST Inc_10 XX (X,10,14,10,39,3,20) 2 2,9% 72,1%
1 ST Inc_11 XX (X,10, X,10,39,3,20) 2 2,9% 75,0%
1 ST_F Nuevo (2,10,14,10,39,3,6) 1 1,5% 76,5%
1 ST_G Nuevo (2,10,14,10,39,3,20) 1 1,5% 77,9%
1 ST_I Nuevo (6,3,14,10,39,3,20) 1 1,5% 79,4%
ompatible 899 (6,10,14,10,39 0 54 9,4% 79,4%
2 ST_A Nuevo (6,4,9,10,39,14,6) 1 1,5% 80,9%
2 ST_B Nuevo (6,4,14,12,39,3,6) 1 1,5% 82,4%
2 ST _Inc_15 XX (6,X,X,10,39,3,6) 1 1,5% 83,8%
2 ST_Inc_16 XX (6,4,14,10,39,3,X) 1 1,5% 85,3%
ompatible B evo (6,4,14 90,3,6 4 9% 85,3%
D Nuevo (3,4,9,10 6 1 % 86,8%
4 0,2,41,6 1 % 88,2%
evo (6,3,14,10,1,14,6 1 % 89,7%
6 evo 0 1 % 91,2%
evo o) 0,4 1 % 92,6%
3 6,10,14 0 1 % 94,1%
9 / 6 4,10 0 1 % 95,6%
0 6,10 9 1 % 97,1%
8 0 0,39 1 % 98,5%
Ve 0 0,9,4,20 1 % 100,0%

Ola ole 00,0% =
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3.3.- Muestras Ambientales

Desde la declaracion del brote de legionelosis el 11 de diciembre de 2015 hasta la
finalizacion del mismo el dia 3 de febrero de 2016 (una vez transcurridos 28 dias desde la
aparicion del ultimo caso) se inspeccionaron un total de 67 instalaciones de riesgo. Se
procedi6é a la toma de muestras en 31 de estas instalaciones y se inspeccionaron, sin toma
de muestras, otras 36 ya que, en este caso, la instalacién no estaba en funcionamiento o
habia sido dada de baja con anterioridad. Ademas, se visitaron 49 establecimientos en os
gue se comprob6 que no tenian ninguna instalacion de riesgo.

Tal como se describié en el apartado de procedimientos, las muestras ambientales se
procesaron en tres laboratorios diferentes:

a) Instituto de Ciencias de la Salud (ICS) de Talavera de la Reina
b)  Centro Nacional de Microbiologia (secuenciacion de cultivos obtenidos en el ICS.

c) Laboratorio de Genética de la Universidad de Valencia.

a) Instituto de Ciencias de la Salud (ICS) de Talavera de la Reina

Se tomaron 211 muestras que fueron procesadas en el ICS de Talavera de la Reina. De las
211 muestras analizadas en el ICS, en 92 se utilizé el método de separacion
inmunomagnética (SIM), obteniéndose 11 resultados positivos (12,0%). Las 119 muestras
restantes se procesaron para cultivo, obteniéndose 9 resultados positivos (7,6%). Se
obtuvieron por tanto 20 resultados positivos, lo que supone un 9,5% respecto del total de
muestras tomadas.

» Las instalaciones con resultado positivo por el método SIM fueron las siguientes
segun la fecha de toma de muestras:

Dia 14/12/2015
e Torre de refrigeracion de la Lavanderia de Manzanares (210 ufc/l)
* Chorro de la Fuente de la Estacion de Autobuses (7.200 ufc/l)
— Dia 15/12/2016

* Depésito de la Fuente de la Estacion de Autobuses (3.300 ufc/l)
— Dia 23/12/2015

» Estacion Depuradora de Aguas Residuales — EDAR (101 ufc/l)
— Dia5/01/2016

* Torre de refrigeracion de Tosfrit (< 100 ufc/l)
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— Dia11/01/2016
e Agua de la balsa de la torre de refrigeracion de Aluminios Cortizo (640 ufc/l).
e Acumulador de agua caliente de Residencia la Milagrosa (> 7.500 ufc/l).
* Raspado de pistola de Lavaderos API 2 (1.100 ufc/l)
* Raspado chorro tunel de lavado de Lavaderos API 2 (200 ufc/l)
— Dia 15/01/2016
* Agua de la balsa de la torre de refrigeracion de Aluminios Cortizo (62.951 ufc/l).
 Raspado de la torre de refrigeracién de Aluminios Cortizo (1.735 ufc/l).
* Agua de depdsitos de Lavaderos API 2 (196 ufc/l)
* Agua de depdsitos de Lavaderos API 2 (200 ufc/l)
— Dia 18/01/2016
» Raspado con agua destilada de la torre de refrigeracién de Aluminios Cortizo
(210 ufc/).
» Las instalaciones con resultado positivos por cultivo, segun la fecha de toma de
muestras, fueron las siguientes:
— Dia 14/12/2015

» Torre de refrigeracion de la Lavanderia de Manzanares (Legionella pneumophila
Serogrupo 1)

* Torre de refrigeracion de la Lavanderia de Manzanares (Legionella pneumophila
Serogrupo 3-8)

* Torre de refrigeracion de la Lavanderia de Manzanares (Legionella pneumophila
Serogrupo 3-8)

— Dia 22/12/2015
* Riego por aspersion Cinco Puentes (Legionella pneumophila Serogrupo 1)
— Dia 23/12/2015

 Agua tratada de la Estacibn Depuradora de Aguas Residuales - EDAR
(Legionella No pneumophila)
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— Dia 05/01/2016

 Agua del depésito de la torre de refrigeracion de Tosfrit (Legionella No
pneumophila)

— Dia 11/01/2016

 Raspado de boquillas de las pistolas de Lavaderos Alcantara (Legionella No
pneumophila).

e Acumulador de agua caliente de Residencia la Milagrosa (Legionella
pneumophila Serogrupo 3-8).

e Ducha de agua caliente de Residencia la Milagrosa (Legionella pneumophila
Serogrupo 3-8).

En la tabla 6 se presenta un resumen de las muestras analizadas en el ICS segun el método
utilizado y el resultado obtenido.

Tabla 6.- Nomero de Muestras Analizadas segun Método Utilizado y Tipo de
Instalacion (Resumen) — Brote de Manzanares

Cultivo Total
Tipo de Instalacion NUmero [ Positivas | Namero | Positivas N0 (o RS I IVES
Torres de Refrigeracion 5 4
Condensadores Evaporativos 2 0 2 0
Fuentes Ornamentales 11 2 25 0
Sistemas de Riego por Aspersion 10 0 11 1
Lavadero de Coches 14 2 14 1
Camion Lavadora (Baldeo Calles) 1 0 1 0
Camion Limpieza Contenedores de Basuras 3 0 3 0
Estacion Depuradora Aguas Residuales 4 1 4 1
Agua Fria y Caliente Sanitaria 13 1 15 2

Como se comentd antes, no se observan grandes diferencias en el rendimiento de un
método y otro (12,0% el método SIM y 7,6% el cultivo). El porcentaje de positivos por cultivo
se reduce sustancialmente si se excluyen del calculo las Legionellas No pneumophilas,
guedando en este caso con un 5,9% de resultados positivos.

Es llamativo el elevado porcentaje de muestras positivas en la Estacion de Depuracion de
Aguas Residuales (algo esperable y sin excesiva relevancia para el brote).

b) Centro Nacional de Microbiologia

Las cepas de Legionella pneumophila obtenidas por cultivo en el ICS se enviaron al Centro
nacional de Microbiologia para proceder a su secuencia genética con los métodos descritos
en el apartado de procedimientos. Ademas, se envié una cepa aislada por el laboratorio de
la empresa de mantenimiento de las fuentes ornamentales del Ayuntamiento de
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Manzanares. En concreto se remiti6 una cepa procedente de una muestra tomada el dia
18/12/2015 en la Fuente de la Estacion de Autobuses.

En la tabla 7 se reflejan las muestras ambientales que se han podido secuenciar hasta el
momento.

Tabla 7.- Muestras Ambientales Secuenciadas en el Centro Nacional de Microbiologia
Brote de Manzanares

Fec. Recep.
Procedencia CNM Serogrupo Subgrupo

Balsa Torre Lavanderia 29/12/2015 |L. pneumophila SG 3 ST 87
Balsa Torre Lavanderia 08/01/2016 |L. pneumophila SG 3 ST 87
Balsa Torre Lavanderia 08/01/2016 |L. pneumophila SG 3 ST 87
Balsa Torre Lavanderia 08/01/2016 |L. pneumophila SG 1 Pontiac Philadelphia ST 899
Cinco Puentes (Riego) 12/01/2016 |[L.pneumophila SG1 Pontiac Philadelphia ST 899
EDAR* 12/01/2016 |Contaminada - - -
EDAR* 12/01/2016 [Contaminada - - -
Estacion Autob/ Fuente 27/01/2016 [L. No pneumophila - Anisa -
Residencia Milagrosa 27/01/2016 |L. pneumophila SG 8 - -
Residencia Milagrosa 27/01/2016 |L. pneumophila SG 8 - ST 1324
EDAR* 25/02/2016 |L. pneumophila SG 8 - ST 1324

*EDAR: Estacion Depuracion Aguas Residuales
La secuencia de los genes de cada uno de los ST identificados es la siguiente:

- ST87: (2, 10, 3, 28, 9, 4, 13)

— ST 899: (6, 10, 14, 10, 39, 3, 20)

— ST 1324: (5, 1, 22, 30, 6, 10, 203)

En una primera aproximacion se observan algunas particularidades:

— El ndmero y diversidad de las muestras ambientales es mucho menor que en el
caso de las humanas, quiza como consecuencia de la mayor dificultad en la
realizacion de andlisis microbiolégicos con muestras ambientales.

— Aln con la escasa diversidad de cepas ambientales, llama la atencién que en las
identificadas como ST 87 y ST 1324 no se han identificado cepas humanas
idénticas o similares.

— La cepa epidémica (ST 899) se ha identificado en dos instalaciones, una con

escasa relevancia en el brote (riego por aspersion) y otra de dudosa implicacion en
el mismo aunque en absoluto descartable.

12
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c) Laboratorio de Genética de la Universidad de Valencia

Al laboratorio de Genética de la Universidad de Valencia se remitieron un total de 42
muestras ambientales. El envio se llevé a cabo en dos fases con una importante diferencia
de rendimiento entre ambas.

El primer envio incluia 10 muestras ambientales tomadas el dia 21 de diciembre y
recepcionadas en el laboratorio de Valencia el dia 22 de diciembre. Las muestras
correspondian a 4 instalaciones:

— Fuente de la Estacion de Autobuses

— Fuente del Gran Teatro o Fuente de Piedra
— Fuente del Estanque del Parque

— Torre de Refrigeracion de la Lavanderia.

En 7 de las 10 muestras se pudo detectar la presencia de Legionella lo que supone un
rendimiento del 70%. En dos de ellas (Fuente de Piedra y Fuente del Estanque del Parque)
se pudo detectar por primera vez ya que los analisis realizados hasta esa fecha habian dado
resultado negativo.

Sin embargo, la caracterizacién genética de las Legionellas detectadas en las 11 muestras
positivas no resulto tan eficiente, pues fueron muchos los casos en que no se logré obtener
la secuencia del locus correspondiente. Con todo, los resultados de las muestras
ambientales indicaban la presencia de mas de una variante de Legionella pneumophila en
todas ellas, dada la deteccion de mezclas de alelos en uno o mas loci de los que se pudo
obtener una secuencia. Esta mezcla de alelos en un locus suele impedir la determinacion de
los mismos, aungue en el caso de la muestra de la torre de refrigeracion de la Lavanderia si
gue se pudo determinar la secuencia del alelo mayoritario en los loci fliC y pilE. Gracias a
ello, y a que la secuencia de los restantes loci fue lo bastante clara e inequivoca, se
identific6 como muy probable la presencia del ST87 en dicha muestra. En consecuencia, se
pudo constatar que en las cuatro instalaciones de riesgo con muestras ambientales se
detecto la presencia de Legionella pneumophila y que ésta no se encuentra en ellos como
una Unica variante o ST, sino en mezcla de varios, quedando caracterizado el ST 87 como
presente en la torre de refrigeracion de la lavanderia.

En la segunda fase (enero de 2016) se enviaron 32 muestras ambientales detectandose la
presencia de Legionellas en 4 de ellas (12,5%). Las muestras correspondian a 12
instalaciones de riesgo: cuatro torres de refrigeracion, cuatro fuentes ornamentales, tres
sistemas de riego por aspersion y un condensador evaporativo.

Las cuatro muestras positivas correspondieron a las siguientes instalaciones:

— Filtro del Camion Grua-Lavadora de contenedores [secuencia del loci mip (10)]

— Raspado del aspersor 3 en el Campo de Futbol [locis mip (28-30) y mompS (6)]
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— Dos muestras de raspado de la torre de refrigeracion de Aluminios Cortizo, no
pudiéndose secuencia ningun loci en una de ellas y secuenciandose el proA (62) en
la otra.

Parece llamativa ta gran diferencia en el rendimiento de las muestras enviadas en la primera
fase (70%) con las de la segunda fase. Esta diferencia puede deberse, sobre todo, a varias
se puede deber, sobre todo, a dos causas:

1) El primer envio fue mas selectivo que el segundo, ya que en aquellas fechas la
prioridad era identificar instalaciones de riesgo con potencial transmisor.

2) En la segunda fase el interés fundamental era constatar que las actuaciones de
limpieza y desinfeccion llevadas a cabo en las diferentes instalaciones de riesgo
habian sido eficaces. Independientemente de cualquier otra razén, la limpieza y
desinfeccion de las instalaciones de riesgo obviamente contribuye a obtener un
mayor porcentaje de resultados negativos.

3) Las condiciones de conservacién, hasta la entrada en el laboratorio, de las muestras
enviadas fueron mejores en la primera fase ya que el envio se produjo tan sélo con
un dia de retraso respecto a la toma de muestras. No ocurrié lo mismo con las
enviadas en la segunda fase

Con estos resultados, no se pueden extraer demasiadas conclusiones y menos con un
caracter muy definitivo. Sin embargo, con los resultados obtenidos, es posible afirmar, que
hay una diversidad considerable de cepas de Legionella pneumophila en la zona
muestreada, puesta de manifiesto por la variabilidad de alelos encontrados en los dos loci
gue han podido ser secuenciados en alguna de las muestras estudiadas. Ademas, esta
variabilidad se extiende también a algunas muestras clinicas, que tienen mezcla de dos
alelos diferentes en el locus mompsS, a la vez que presenta un alelo identificado sélo en
muestras ambientales en el locus mip (mip_28).

Tanto los andlisis de las primeras muestras, recibidas y procesadas en diciembre de 2015,
como de las recibidas posteriormente, ya en 2016, ponen de manifiesto una elevada
complejidad genética en las cepas de Legionella pneumophila vinculadas con este brote.

Aunque esta complejidad no es completamente incompatible con la existencia de un Unico
foco de infeccidn, es probable que las infecciones producidas durante el brote no hayan sido
causadas por una fuente Unica y que la investigacion epidemioldgica deba considerar la
existencia de varias fuentes del mismo. Los resultados obtenidos sefialan la posibilidad de
que pudieran ser varias las instalaciones vinculadas al brote.
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Brote de Legionelosis en Manzanares (Ciudad Real)
Investigacién Epidemioldgica

Actuaciones Iniciales

Tras declararse el brote de legionelosis en Manzanares el dia 11 de Diciembre de 2015, el
Jefe de Servicio de Epidemiologia contact6é con la Jefa de Seccién de Epidemiologia de la
Direccion Provincial de Sanidad de Ciudad Real para coordinar las actuaciones de ambas
unidades en la investigacion y control del brote.

En principio se acordé lo siguiente:

1.-

Revisar el protocolo de la Consejeria de Sanidad relativo a las actuaciones en brotes
comunitarios de legionelosis y adaptarlo a la situacion particular de Manzanares.

Proceder a una detallada revision bibliografica de la enfermedad y de los brotes
provocados por ella.

Elaborar una definicion de caso especifica para este brote.
Adaptar el cuestionario epidemioldgico de legionelosis de la Red Nacional de
Vigilancia Epidemiolégica a las circunstancias particulares del brote. Este cuestionario

se podria ir adaptando en funcion del desarrollo y evolucion del brote.

Elaborar una base de datos especifica para proceder a la grabacién de los casos y
explotacion de los datos.

Obtener un listado con direcciones de las instalaciones de riesgo del municipio de
Manzanares.

Informar a las unidades clinicas implicadas en la atencién sanitaria a los posibles
casos de legionelosis.

Establecer los cauces de comunicacion de Epidemiologia con el resto de unidades de
Salud Publica, con los servicios clinico-asistenciales y con las autoridades sanitarias.
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Definicion de Caso
Se adapté la definicion de caso del Centro Europeo de Control de Enfermedades (ECDC)
para brotes comunitarios de legionelosis. En concreto, la definicion de caso utilizada en el
brote ha sido la siguiente:

a) Criterio Epidemiolégico:

— Residir en Manzanares

— Haber visitado Manzanares en los 10 dias anteriores a la Fecha de Inicio de
Sintomas

b) Criterio Clinico:
— Neumonia confirmada por radiologia
c) Criterio Microbiol6gico de Caso Confirmado:
—  Cultivo positivo
— Antigeno en orina positivo
— PCR-Nested SBT
— Seroconversion

d) Criterio Microbiol6gico de Caso Probable

— PCR positiva sin secuenciacion

De acuerdo con estos criterios se establecieron cuatro categorias de caso:
1) Caso Confirmado:
Todo caso que relna los criterios:
a) Criterio Epidemiolégico
b) Criterio Clinico
c) Criterio Microbioldgico (confirmacion por laboratorio)
2) Caso Probable
Todo caso que reuna los criterios:
a) Criterio Epidemiolégico
b) Criterio Clinico

c) Criterio Microbioldgico (exclusivamente criterio de Caso Probable)
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3) Caso Sospechoso:
Todo caso que reuna los criterios:
a) Criterio Epidemiolégico
b) Criterio Clinico
c) Sin Criterio Microbiolégico de Caso Confirmado o Caso Probable
4) Caso Descartado por:
a) No Cumplir Criterio Epidemioldgico
b) Diagnéstico Microbiolégico de otro agente causal
Cuestionario Epidemiolégico
El cuestionario epidemioldgico incluia variables relativas a:

a) Datos de identificacién personal con especial énfasis en precisar la direccion postal
del caso.

b) Caracteristicas clinicas del caso, entre otras:
— Fecha de inicio de sintomas
— Signos y sintomas del paciente
— Ingreso hospitalario (Si/No, fecha de ingreso, fecha de alta)

— Evolucién

c) Factores de riesgo:

— Factores de riesgo especificos de la enfermedad (habito de fumar, diabetes,
EPOC, ...)

— Relacion detallada de los lugares habituales de ocio y de las actividades
sociales en el municipio de Manzanares en los 10 dias anteriores a la fecha de
inicio de sintomas.

d) Datos de laboratorio:

— Toma de muestras (Si/No, tipo de muestra y fecha de toma)

— Resultado de las pruebas realizadas, fecha de diagndstico y laboratorio de
realizacion

— Envio de muestras al Centro Nacional de Microbiologia
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— Agente causal, serogrupo, subgrupo y resultados de secuenciacion
e) Clasificacion del caso
f) Datos relativos a la declaracion del caso:
— Fecha de declaracion del caso
— Centro sanitario de declaracion del caso
— Médico que declara el caso
g) Observaciones:
— Cualquier informacion de interés no recogida en los apartados anteriores.
Procedimientos

De acuerdo con el Real Decreto 2210/1995 de 28 de diciembre por el que se crea la Red
Nacional de Vigilancia Epidemiol6gica y con el Decreto 51/1997 de 29 de abiril por el que se
crea la Red de Vigilancia Epidemioldgica de Castilla-La Mancha, la legionelosis no es una
enfermedad de declaracion urgente. No obstante, en el contexto del brote, tal como prevé la
legislacion, se consider6 que los casos de legionelosis presumiblemente relacionados con el
brote pasaban a ser de declaracion urgente.

En virtud de ello, los centros sanitarios de la Gerencia de Atencién Integrada de Manzanares
procedieron a la declaracién urgente de todos los casos de legionelosis, sospechosos o
confirmados, atendidos en el &mbito de su practica clinica.

Una vez declarado el caso, la Seccién de Epidemiologia de la Direccidon Provincial de
Sanidad de Ciudad Real procedia a cumplimentar el cuestionario epidemioldgico,
encuestando directamente al paciente o a sus familiares sobre las caracteristicas
epidemiolégicas previas a la apariciébn de la enfermedad. Ademas se contactaba con el
meédico responsable del caso y se consultaba la historia clinica electrénica.

El cuestionario cumplimentado se remitia al Servicio de Epidemiologia donde se grababan
todos los casos en una base de datos elaborada especificamente para el brote.

Diariamente, en el Servicio de Epidemiologia se depuraban las posibles inconsistencias y se
elaboraban uno o dos informes de situacion que se difundian a las autoridades sanitarias y a
las unidades clinicas implicadas en el brote.

Desde el principio del brote se geocodificaron (determinacion de latitud y longitud) todas las
posibles instalaciones de riesgo, representandose graficamente sobre el mapa del municipio
de Manzanares. Asimismo, y con caracter diario, todos los casos declarados se
geocodificaban y representaban en mapas para comprobar la posible asociacion entre los
lugares de residencia, trabajo y ocio y la localizacion de las instalaciones de riesgo.

Para la geocodificacion de instalaciones y casos asi como para su representacion
geografica se utilizaron diferentes herramientas GIS y métodos de analisis:
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— Servicios web de geocodificacion Google Maps, OSM y Bing Maps.

— Cartografia Instituto Geogréafico Nacional.

— Cartografia del Instituto Nacional de Estadistica

— QGIS 2.12: Sistema de Informacion Geogréfica

— Programa GeoToMap (elaborada por el Servicio de Epidemiologia de la Consejeria
de Sanidad) para codificar espacialmente los literales de las direcciones de casos y

fuentes de riesgo.

— ECDC: Legionnaires' Disease GIS Tool (programa facilitado para el estudio
especifico del brote por el Centro Europeo de Control de Enfermedades).

— Lenguaje de programacion R

Principios Metodolégicos

» La mayor proximidad a la instalacién/es que emite arerosoles contaminados por
legionella es un factor de riesgo de enfermar de legionelosis.

» El lugar de residencia es un indicador cuantificable de proximidad a una
instalacion de riesgo y por tanto de riesgo.

» Existen otros indicadores de riesgo (actividad social, trabajo, ..)

» La expresion lineal de ese riesgo en relacion a una instalacion (incremento
secuencial del riesgo en funcion de la proximidad a la instalacién) apoyaria la
hipétesis de causalidad (efecto dosis-respuesta)

Métodos

El estudio epidemioldgico del brote de legionelosis en Manzanares incluye los siguientes
apartados, elaborados de forma secuencial:

1.- Estudio epidemiolégico descriptivo

2.- Analisis de tasas de incidencia segun distrito y seccién electoral
3.- Estimacion de la densidad de casos por kilbmetro cuadrado.

4.-  Estudio casos-control apareado

5.-  Estudio casos-control (método de Kernel)
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1)  Estudio Epidemioldgico Descriptivo

» Descripcion y representacion tabular y gréfica de las variables epidemioldgicas
fundamentales (tiempo, lugar y persona).

» En este apartado se incluyeron todos los casos del brote (confirmados,
sospechosos y probables).

2) Célculo y Comparacion de Tasas de Incidencia segun Distrito y Seccidn
Electoral

> Para este estudio se consideraron exclusivamente los casos confirmados con
residencia en el municipio de Manzanares.

» De todos los casos incluidos en el andlisis se obtuvo el codigo de distrito y seccién
electoral segun su inscripcién en el Censo Electoral de Diciembre de 2015.

» El nimero de habitantes por grupos de edad y sexo segun distrito y seccién
electoral se obtuvo de la pagina web del INE (Padron Municipal de Habitantes a 1
de Enero de 2015).

» Las capas geograficas de los distritos y secciones electorales del municipio de
Manzanares se obtuvieron de la pagina web del INE.

» Se obtuvo el nimero de casos por distrito y seccion electoral segin grupos de
edad y sexo.

» Se calcularon las tasas brutas de incidencia con sus intervalos de confianza por
distrito y seccion electoral

» Se calcularon las tasas ajustadas de incidencia por edad y sexo con sus intervalos
de confianza por distrito y seccién electoral. Como poblacién estandar se tomdé la
poblacién por grupos de edad y sexo del municipio de Manzanares a 1 de Enero
de 2015.

» Se calcularon las razones estandarizadas de incidencia (REI) ajustadas por edad y
sexo con su intervalo de confianza por distrito y seccion electoral. Se tomé la
distribucion por edad y sexo de los casos de Manzanares como Ley de Incidencia.

» Se estimaron diferentes modelos de regresion de Poisson segun distrito y seccion
electoral, ajustados por edad y sexo.

> Software:
— PASW Statistics. Ver 22
— Stata Ver 14

— QGIS2.12



Castilla-La Mancha

3)

4)

Consejeria de Sanidad
Direccion General de Salud Publica y Consumo
Avenida de Francia, 4 - 45071 Toledo

Hojas de calculo disefiadas al efecto y programadas por el Servicio de
Epidemiologia

Estimacion de la Densidad de Casos por Kilbmetro Cuadrado

» Geocodificacion de la direccion postal de todos los casos confirmados con
residencia en el municipio de Manzanares.

» A continuacion, el fichero con las geocodificaciones se importé al programa
“Legionnaires’ Disease Gis Tool (ECDC)".

» Se definieron los parametros del modelo (tamafio de celda raster o cuadricula y el
radio de busqueda o ancho de la funcion Kernel)

» Finalmente se obtuvo un mapa (capa raster) con los valores estimados de la
densidad de casos por kilbmetro cuadrado, identificandose zonas de mayor
densidad o mayor riesgo de incidencia de casos.

Estudio Casos Control Apareado

a) Seleccion Inicial:

>
>

>

247 casos confirmados con residencia en Manzanares.

Cuatro controles por caso (total 988), apareados por grupos quinquenales de
edad y sexo

Los controles se extrajeron aleatoriamente de la base de datos de tarjeta
sanitaria de Manzanares

b) Seleccién Final:

>

>

242 casos confirmados con residencia en Manzanares.

939 controles (~ 4 por caso) excluyéndose los sujetos que habian sido
clasificados como casos sospechosos o probables o habian padecido
durante el periodo de estudio una enfermedad respiratoria.

c) Geocodificacién:

>

Todos los casos y controles se geocodificaron segun el domicilio de tarjeta
sanitaria.

Para ello se utilizé el programa GeoToMap desarrollado por la Consejeria de
Sanidad.

Se calcularon las distancias en metros de los casos y los controles a cada
una de las instalaciones consideradas de riesgo.



Consejeria de Sanidad
Castilla-La Mancha Direccion General de Salud Publica y Consumo
Avenida de Francia, 4 - 45071 Toledo

d) Estratificacion:
» En funcion del histograma de distancias de los sujetos a cada una de las
fuentes se agruparon los casos y controles en intervalos especificos para
cada una de las instalaciones de riesgo

e) Hipotesis Nula:

» La distancia del domicilio a la instalacion de riesgo no estd asociada a la
enfermedad:

e Ho: OR = 1
f) Hipbtesis Alternativa

» La distancia del domicilio a la instalacion de riesgo estd asociada a la

enfermedad:
* Ha (Bilateral): OR [* 1
e Ha (Unilateral): OR > 1

g) Procedimientos:

» Para cada una de las instalaciones consideradas de riesgo se obtuvo un
modelo de regresion logistica condicional.

» El modelo se obtuvo de forma independiente para cada uno de los intervalos
considerados en cada una de las instalaciones.

» Los modelos con mayor verosimilitud se ajustaron por la distancia a
instalaciones de riesgo proximas

» Finalmente se procedi6 a comparar los diferentes modelos obtenidos.

h) Software:
> PASW Statistics, Ver. 23

>» Stata, Ver. 14

5) Estudio de Casos y Controles por el Método de Kernel

» Con el fin de evitar la confusion que en el patron espacial puede introducir la
variacion de la densidad de la poblacién, se compara con una distribucion espacial
de controles.

» Estos controles son extraidos, al azar, del conjunto de la poblacién sana (no
padece la enfermedad en cuestién).
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Se aparea cada caso con un conjunto de controles de igual sexo y grupo de edad
quinquenal.

Si el riesgo de contraer la enfermedad no depende de la residencia, del caso
confirmado, es de esperar que se distribuya espacialmente de igual forma que lo
hacen los controles

Una forma de abordar el problema para ver si se ajusta la distribucion de los casos
y controles a un mismo patrén es dividir la zona a estudiar en cuadriculas y
verificar si el nimero controles y casos son iguales (suponiendo un control por
caso).

En las zonas de alto riesgo se contabilizaran mas casos que controles y al
contrario en las de bajo riesgo.

Se puede formular la hipétesis de que la distribucibn de casos sigue una
distribucion de Poisson.

El método de Kernel es una forma semiparamétrica de estimar una distribucion
desconocida

Dada la muestra de “n” observaciones se define la estimacién de tipo kernel o
nucleo:

£ () L - ;.;(‘T X;.)

nh,, £ h

=1

Donde h es el pardmetro de ancho de banda o ventana, n el nimero de
observaciones y K la funcién K.

6) Estimacion de la Densidad de Casos respecto a “Buffers de Anillos” en torno a
las Instalaciones de Riesgo

>

En este método, ademas de obtener la geocodificacion de todos los casos
confirmados con residencia en el municipio de Manzanares se ha de obtener la
geocodificacion de las instalaciones de riesgo.

Los ficheros correspondientes a geodificacion de casos e instalaciones de riesgo
se importaron al programa “Legionnaires’ Disease Gis Tool (ECDC)".

Se definieron los pardmetros del modelo, en este caso tamafio o radio de los
buffers (poligono que encierra el “area de influencia” resultante de dar una
determinada distancia en torno a un punto, linea o poligono).

Se obtuvieron diferentes capas vectoriales de buffers (circulos concéntricos en
torno a instalaciones de riesgo) con estimacion continua de la densidad de casos
respecto a una o varias instalaciones de riesgo
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Resultados (Investigacion Epidemioldgica)

1) Estudio Epidemiologico Descriptivo
Poblacién

Segun el Padron Municipal de Habitantes a 1 de Enero de 2015, el municipio de
Manzanares tiene una poblacién de 18.642 habitantes de los cuales 9.258 son varones
(49,7%) y 9.384 son mujeres (50,3%).

La piramide de poblacion de Manzanares (Grafico 1) presenta una base estrecha y una
cuspide achatada lo que es expresion de un importante envejecimiento poblacional como la
mayoria de los municipios de Castilla-La Mancha. El indice de Rosset (porcentaje de
poblacién mayor de 60 afos) es del 23,5% (4.388 habitantes), es decir se trata de una
poblacién envejecida en fase muy avanzada. El indice de envejecimiento de la ONU
(porcentaje de poblacidon mayor de 65 afos es del 18,0% (3.348 habitantes) lo que supone
también un envejecimiento muy acusado. El porcentaje de personas con 80 y mas afos de
edad es del 6,1% (1.143 habitantes) y el de personas con 85 y mas afios de edad es del
3,1% (570 habitantes).

Gréfico 1.- Piramide de Poblacion de Manzanares (1 de Enero de 2015)
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Dado gue la legionelosis es una enfermedad muy asociada a la edad (a mayor edad mayor
riesgo de enfermar incluso ante la misma exposicién), es conveniente a la hora de abordar

10
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el estudio del brote analizar la composicion y estructura de la poblacién en cuestion, en este
caso la del municipio de Manzanares.

Instalaciones de Riesgo

Aunque se inspeccionaron 67 instalaciones de riesgo (con toma de muestras en 31 de ellas)
y se visitaron ademas 49 establecimientos que pudieran tener alguna instalacion de riesgo,
las instalaciones de riesgo que se consideraron definitivamente en el estudio del brote
fueron 11 y se representan en el Gréfico 2.

Gréfico 2.- Ubicacion Espacial de las Instalaciones de Riesgo (Manzanares)
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No obstante, la Fuente del Parque que figura como instalacién de riesgo, finalmente no se
consider6 como tal ya que se comprobé que no estaba en funcionamiento. De las 10
restantes:

— Cinco son instalaciones con torres de refrigeracion (Exide, Cortizo, Tosfrit,
Lavanderia de Manzanares y Telef6nica).

* Cuatro de las cinco torres de refrigeraciébn se encuentran en el Poligono
Industrial de Manzanares (tres de ellas bastante alejadas del nucleo urbano). La
torre de Telefénica se encuentra en el centro del municipio aunque no funciona
regularmente.

11
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— Tres son fuentes ornamentales (Fuente de la Estacion de Autobuses, Fuente de
Piedra y Fuente del Estanque del Parque)

» Las tres fuentes se encuentran en el casco urbano, una de ellas en el centro del
mismo y las otras dos en el extremo norte del casco.

— Dos son instalaciones de riego por aspersion (explotacion agricola Cinco Puentes y
Campo de Futbol)

* Una de estas instalaciones encuentra en el extremo norte del casco urbano y la
otra en el extremo sur un tanto alejada del casco urbano.
Casos Confirmados y Sospechosos
El nimero total de casos declarados fue de 593, de los cuales 277 (46%) se clasificaron
como casos confirmados de acuerdo con la definicion de caso adoptada para este brote;
247 (42%) se clasificaron como sospechosos, 33 (6%) se consideraron probables y 36 (6%)

se descartaron por no cumplir con los criterios de caso relacionado con el brote (Grafico 3).

Gréfico 3.- Numero Total de Casos Declarados segun Clasificacion del Caso
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Curva Epidémica

La impresion visual inmediata de la curva epidémica (Grafico 4) con todos los casos
(confirmados, probables y sospechosos) es una curva tipica de exposicion puntual a una
fuente comun. Sin embargo con una inspeccidon mas detallada de la misma se observan
algunas particularidades:

— Desde casi un mes antes de la declaracion del brote y puesta en marcha de las
actuaciones de control del mismo se aprecia un goteo de intermitente, de escasa
intensidad, de casos (diagnosticados a posterori en su mayoria).

— Transcurridos 14 dias (periodo de incubacién en brotes aunque en algun brote ha
llegado a 19 dias) desde la puesta en marcha efectiva de las actuaciones de control
(14 de diciembre) se sigue observando la aparicién de algunos casos aislados.

— Esos casos aislados pueden corresponder a varias causas: personas que no
precisan con rigor la fecha de inicio de sintomas (comienzo insidioso por ejemplo),
casos provocados por alguna instalacion de riesgo no controlada en ese momento
aunque de escaso impacto o simplemente corresponderian a lo que en términos
epidemioldgicos se conoce como “ruido”.

Grafico 4.- Nomero de Casos segun Fecha de Inicio de Sintomas y Tipo de Caso
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El mayor niumero de casos, por fecha de inicio de sintomas, se registr6 el dia 17 de
diciembre con 75 casos (13,5% del total de casos). Entre los dias 14 y 25 de diciembre se
registraron 482 casos (86,5% del total). Antes del 14 de diciembre se registraron 45 casos
(8,1% del total) y desde el dia 26 de diciembre al 7 de enero se registraron 30 casos (5,4%
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del total de casos). Por lo tanto, todo parece apuntar que la mayor exposicion se produjo
entre los dias 8 y 12 de diciembre de 2015.

Carga Asistencial

La puesta en marcha inmediata de las medidas de control tras la declaracion del brote alerté
a los servicios asistenciales del area de Manzanares (especialmente el Hospital Virgen de
Altagracia). Esta alerta intensifico la sospecha diagndstica de legionelosis que se apoya, al
menos inicialmente, en la determinacion de la prueba de antigeno en orina. Esta prueba se
realizé en el contexto del brote de forma simultdnea a la demanda de asistencia sanitaria,
por ello es un buen indicador de la presion asistencial sufrida por el Hospital Virgen de
Altagracia.

El 54% de los casos (299) solicitaron demanda asistencial entre los dias 19 y 22 de
diciembre de 2015 (Gréfico 5). En relacion con la fecha de inicio de sintomas se observa un
retardo de 4-5 dias.

Grafico 5.- Nomero de Casos segun Ingreso Hospitalario y
Fecha de Realizacién de Antigeno en Orina
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El 88,4% (490) de los casos solicitaron demanda asistencial en las semanas
epidemioldgicas 51 y 52 de 2015 (parte superior derecha del gréafico 5). En la semana 51 se
produjeron 45 ingresos y en la semana 52 se produjeron 58 ingresos lo que supone el 78%
de todos los ingresos registrados en relacién con el brote.
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Casos Confirmados

El numero total de casos confirmados en el brote de Manzanares ha sido de 277, de los
cuales 183 son varones (66%) y 94 son mujeres (34%). La razon varon/mujer ha sido de
1,95 lo que concuerda con otros brotes publicados en la literatura.

La tasa de ataque en el conjunto de la poblacion ha sido de 14,9 casos por 1.000 habitantes,
con una tasa en varones de 19,8 casos por 1.000 habitantes y en mujeres de 10,0 casos por
1.000 habitantes (Gréfico 6).

Este brote es uno de los brotes comunitarios de legionelosis con mayor tasa de ataque. El
brote registrado en la literatura con mayor nimero de casos es el de Murcia en 2001 con
449 casos, lo que supone una tasa de ataque entre 1,15 y 2,60 casos por mil habitantes,
segun se considere exclusivamente la poblacién de la ciudad o la poblacion de la ciudad
mas la de sus pedanias.

Gréfico 6.- Tasa por 1.000 Habitantes de Casos Confirmados de
Legionelosis segin Sexo

25,0
225
20,0
17,5 -
15,0 -
12,5 -
10,0 -
75 -
50 -
25 -

0,0 - . .
Varones Mujeres Ambos Sexos

19.8

14,9

10,0

Tasal/1.000 Htes. |

La edad media de los casos ha sido de 63,5 afios (61,2 en varones y 67,9 en mujeres). La
edad mediana del conjunto de los casos ha sido de 64 afios (61 en varones y 71 en
mujeres). El caso con mayor edad ha sido un varon de 95 afos y el caso de menor edad ha
sido una mujer de 18 afios (rango de 77 afos).

El grupo de edad con mayor niumero de casos es el de 75-84 afios con 60 casos (21,7% del

total). Los grupos de edad de 45-64, 55-64 y 65-74 afios tienen el mismo nimero de casos
(54). En el grupo de 85 y més afios de edad se han registrado 23 casos (8,3% del total). En
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el grupo de 15-24 afios se han registrado dos casos (con 18 y 22 afios). No se ha registrado
ningun caso en menores de 18 afios.

Las tasas especificas no siguen el mismo comportamiento que la distribucion de casos,
apreciandose un incremento progresivo de la tasa segin aumenta la edad, excepto en el
grupo de 85+ afios de edad cuya tasa es inferior a la del grupo de 75-84 afios aunque
superior a todas las demas (Gréafico 7).

Gréafico 7.- Tasa por 1.000 Habitantes de Casos Confirmados de Legionelosis
Segun Grupos de Edad
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De los 277 casos confirmados, 247 (89% del total de casos confirmados) tenian fijada su
residencia en Manzanares mientras que 30 casos (11% de casos confirmados) residian en
otros municipios. De los 30 casos confirmados con residencia fuera de Manzanares, 26
(87%) eran varones y 4 eran mujeres (13%).

Los 30 casos no residentes en Manzanares fueron encuestados especialmente sin que se
encontrara un patrén comun de los lugares visitados durante su estancia en Manzanares.

De los 30 casos no residentes en Manzanares, 28 residian en distintos municipios de la
provincia de Ciudad Real, uno en la provincia de Toledo y otro era un transeunte que
pernocté una noche en Manzanares y fue atendido en un hospital de otra comunidad
autébnoma.

El municipio con mayor nimero de casos fue Membrilla con 10 casos. Otros municipios con

mas de un caso fueron La Solana (tres casos) y Alcazar de San Juan, Daimiel y Villarta con
dos casos cada uno de ellos.
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Curva Epidémica de Casos Confirmados

La curva epidémica de casos confirmados segun fecha de inicio de sintomas (Grafico 8) no
es muy diferente a la curva epidémica con todos los casos. Se trata de una curva de
exposicion puntual a fuente comdn aunque se sigue apreciando el goteo intermitente de
casos desde el dia 18 de noviembre hasta el dia 13 de diciembre fecha en la que comienza
el ascenso de la curva epidémica. El dia 25 de diciembre se interrumpe la curva epidémica y
a partir del 27 se aprecia un goteo de casos atipicos hasta el dia 5 de enero, fecha en la que
se registra el Ultimo caso del brote.

Grafico 8.- Numero de Casos Confirmados segun
Fecha de Inicio de Sintomas
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El dia con mayor nimero de casos por fecha de inicio de sintomas fue el dia 17 de
diciembre (45 casos). En los dias 15, 16, 18 y 19 de diciembre se registrd6 también un
namero elevado de casos (en torno a 30 cada dia). Entre los dias 15 y 19 se registro el
60,6% de los casos confirmados

Entre los dias 14 y 25 de diciembre se registraron 232 casos (87,4% del total). Entre el 19

de noviembre y el 13 de diciembre se registraron 24 casos (8,7% del total) y después del 25
de diciembre se registraron 11 casos (4,0% del total).
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Caracteristicas Clinicas de los Casos Confirmados

De los 277 casos confirmados requirieron ingreso hospitalario 101 de ellos (36,5%). El
37,2% de los varones requirieron ingreso hospitalario frente al 35,1% de las mujeres (Chi
Cuadrado con correccion de Yates = 0,04; p = 0,83).

La edad fue una variable esencial para determinar el ingreso hospitalario (Chi Cuadrado de
Pearson = 22,8; p = 0,0001). Como era de esperar, a mayor edad el porcentaje de ingresos
fue mayor (Gréfico 9).

Gréfico 9.- Numero y Porcentaje de Casos Confirmados segun Ingreso Hospitalario y
Grupo de Edad — Brote de Manzanares

Porcentaje

<25 2549 5064 65-74 7584 85+

| ChiZid) = 22 8 (p = 0.0001) | @ ingresa WNo Ingresa

Llama la atencién que ingresara el 100% de los menores de 25 afios, sin embargo sélo son
dos casos y por tanto el porcentaje es muy labil. El porcentaje de ingresos pasa de un
17,3% en el grupo de 25-49 afios hasta casi un 70% en el grupo de edad de 85y mas. En el
grupo de edad de 75-84 afos ingresaron en torno al 50% de los casos. En los grupos de
edad de 50-64 y 65-74 el porcentaje de ingresos fue similar (en torno al 30% en ambos).

Con datos clinicos facilitados por el Servicio de Urgencias del Hospital de Manzanares se
estim6 un modelo logistico con el objetivo de identificar las variables que predecian mejor el
ingreso hospitalario de los pacientes con legionelosis (Tabla 1).

Coincidiendo con el analisis univariante (prueba Chi-Cuadrado), segun el modelo logistico el

sexo no influy6 en el ingreso hospitalario (p = 0,3430) mientras que la edad fue un
determinante del ingreso hospitalario con un odds ratio o razén de odds (OR) de 5,68 (IC 95:
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1,9-17,4) en el grupo de edad de 85 y méas afios de edad respecto a los menores de 50
afios. Se aprecia claramente un gradiente del OR en relacion con la edad.

Tabla 1.- Modelo Logistico de Ingreso Hospitalario — Brote de Legionelosis
(Hospital Virgen de Altagracia — Manzanares)

Intervalo de Confianza |
Variable OR EE Z B L. Inf L. Sup
Sexo
Mujer 1,00
Hombre 1,32 0,33 0,95 0,3430 0.75 2,33
Grupo de Edad
< 50 1.00
50-64 1.33 055 059 0 5560 0.51 3.47
65-74 2,06 107 1.4 0,1610 0.75 5.69
7584 3,70 1,84 253 0,0080 1,40 9,79
g5+ 5,68 3,26 304 0,0020 1,85 17,41
AnaliticalClinica Previa
PCE 1.07 0,01 572 0,0000 1,04 1.09
Leucocitos 1,08 0,03 244 00150 1,02 1,15
Urea 1,02 0,01 287 0,0040 1,01 1.03
Confusion 1,89 053 229 0,0220 1,10 3.27
EPOC 1.08 0,16 052 05080 0.81 1.44
Cancer 1,25 0,18 154 0,1130 0,95 1.65

El aumento de leucocitos en sangre (OR = 1,08; 1,02-1,15), la proteina C reactiva o PCR
(OR = 1,04-1,09) y la concentracion de urea en sangre (OR = 1,02; 1,01-1,03) fueron las
pruebas analiticas que determinaban en mayor medida el ingreso hospitalario.

Entre las condiciones clinicas en le momento del diagnéstico, la variable con mayor
capacidad predictiva fue la confusion (OR = 1,89; 1,10-3,27). El cancer (OR = 1,25) y la
EPOC (OR = 1,08) aunque tenian un OR > 1 su diferencia no era estadisticamente
significativas.

A la hora de valorar la magnitud del OR es preciso tener en cuenta que en las variables
analiticas son cuantitativas y por tanto el OR expresa incremento por unidad de medicién de
dichas variables, mientras que el resto de las variables son cualitativas y el OR compara
riesgos de las diferentes categorias con la basal (OR = 1).

Diez pacientes (5 varones y 5 mujeres) requirieron ingreso en UCI (3,6% de casos
confirmados). La diferencia de ingreso en UCI segun sexo no fue estadisticamente
significativa (Chi-Cuadrado con correccion de Yates = 0,57; p = 0,4516).

Se registraron cuatro defunciones con una tasa global de letalidad del 1,4% (1,6% en
varones y 1,1% en mujeres). Se trata de una de las tasas de letalidad mas bajas entre los
brotes de legionelosis descritos en la literatura cientifica. Las razones que pudieran explicar
esta tasa de letalidad podrian estar en la alerta precoz del brote lo que evitd retraso
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diagndstico y terapéutico, asi como la gestion clinica de los pacientes llevada a cabo por el
Hospital de Manzanares y el resto de hospitales que atendieron casos de legionelosis. Se ha
barajado también la baja virulencia de la cepa de legionelosis; sin embargo, aungque no se
pueda descartar esta hipotesis, en un brote en el que han circulado al menos 14 cepas
diferentes no es facil explicar la baja letalidad por la escasa virulencia de las 14 cepas.

Manifestaciones Clinicas

En el grafico 10 se recogen los signos y sintomas mas especificamente relacionados con la
legionelosis. El signo clinico presente en la mayoria de los casos confirmados fue la fiebre
con 97,5%, sin apenas diferencias entre varones y mujeres. Las mialgias estuvieron
presentes en el 47,7% de los casos, sin encontrar tampoco diferencias significativas segun
el sexo. La cefalea estuvo presente en el 35,4% de todos los casos (41,5% en mujeres y
32,2% en varones). La diarrea y/o vOmitos se registraron en el 25,6% de todos los casos
(30,9% en mujeres y 23,0% en varones). La confusion se detectd en el 8,7% de los casos
(13,8% en mujeres y 6,0% en varones).

Gréfico 10.- Porcentaje de Signos y Sintomas Clinicos en Casos
Confirmados de Legionelosis

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 7T0% 80% 90% 100%
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La confusion es un signo muy relacionado con la edad; asi, mientras que en los menores de
65 afios apenas se observo en el 2,1%, en las personas de 65-84 afios se observé en el
14,0% de los casos y en las personas con 85 y mas afios de edad se observé confusion en
el 21,7% de los casos.
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Por el contrario, la cefalea y las mialgias son mas frecuentes en las personas de menor
edad. El 40,7% de los casos con menos de 65 afios presentaron cefalea frente al 29,9% de
los casos con 65 y mas afios de edad. En el caso de las mialgias la diferencia es mas
[lamativa: se observaron en el 57,9% de los casos con menos de 65 afios frente al 37,2% en
los casos con 65 y més afios de edad.

Factores de Riesgo

Entre los factores de riesgo de padecer legionelosis (Grafico 11), el mas frecuente fue el
habito de fumar con un 42,3% del total de casos confirmados (51,1% en varones y 25,5% en
mujeres).

Gréfico 11.- Porcentaje de Casos Confirmados de Legionelosis Segun
Factores de Riesgo
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El porcentaje de exfumadores fue de 15,3% (21,3% en varones y 4,3% en mujeres). Si se
consideran tanto fumadores como exfumadores y se construye una variable que distingue
entre las personas que fuman actualmente o han dejado de fumar, se observa que el 56,6%
de todos los casos son fumadores o ex-fumadores (79,8% en varones y 29,8% en mujeres).

El porcentaje de diabéticos entre los casos confirmados es del 32,4% (muy similar en
varones y en mujeres). La EPOC esta presente en el 14,9% de los casos (18,1% en varones
y 8,6% en mujeres). Los casos con antecedentes de cancer y/o hemopatias suponen
también un 14,9% de los casos sin apenas diferencia entre sexos. Los casos en tratamiento
con inmunosupresores y/o corticoides suponen un 5,1% de los casos (4,4% en varones y
6,5% en mujeres).
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Estancias Hospitalarias

Los 101 casos confirmados que requirieron hospitalizacion generaron un total de 676 dias
de estancia hospitalaria (Gréfico 12). La estancia media fue de 6,7 dias con un error
estandar de 0,89 dias. La estancia mediana fue de 5 dias y el rango de 74 dias con un
minimo de un dia y maximo de 75 dias.

Grafico 12.- Numero de Casos Confirmados segun Dias de Estancia Hospitalaria

20
18
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Dias de Estancia

Los 30 casos sospechosos/probables que requirieron hospitalizacién generaron un total de
166 dias de estancia hospitalaria. La estancia media fue de 5,5 dias con un error estandar
de 0,57 dias. La estancia mediana fue de 4,5 dias y el rango de 12 dias con un minimo de
un dia y maximo de 13 dias.
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2) Célculo y Comparacion de Tasas de Incidencia segun Distrito y Seccion
Electoral.

Administrativamente el municipio de Manzanares esta dividido en 4 distritos electorales y 16
secciones electorales. El nimero de habitantes segun sexo y distrito electoral se recoge en
la Tabla 2. En el mapa 1 se presenta la localizacién de los distritos y de las instalaciones de
riesgo més proximas al casco urbano de Manzanares.

Tabla 2.- N0mero de Habitantes segun Sexo y Distrito Electoral
Manzanares (01/01/2015)

Numero de Sexo Ambos Sexos
Distrito Secciones Varones Mujeres N %
01 3 1.260 1.398 2.658 14,3%
02 5 2.386 2.433 4.819 25,9%
03 5 3.690 3.799 7.489 40,2%
04 3 1.922 1.754 3.676 19,7%

9.258 9.384 18.642 100,0%

Mapa 1.- Distritos Electorales e Instalaciones de Riesgo (Manzanares)

oFR oL

DISTRITO0Z

DISTRITO 04

Leyenda
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DISTRITO 01
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Tasas Brutas

En la Tabla 3 se representan el nUmero de casos y las tasas de incidencia segun sexo por
distrito y seccioén electoral.

Tabla 3.- NUmero de Casos y Tasas Brutas segln Sexo por Distrito y Seccién

Nimero de Casos Tasas/1.000 Htes.
Mujeres Total Varones Mujeres Total

01001 1 6,1
01002 5 3 6,3
01003 7 1 10,8

T5 5
02001 13 5 12,7
02002 3 3 8,9
02003 8 5 20,4
02004 12 3 10,7
02005 7 6 19,1

43 22 13,5
03001 19 15 16,4
03002 18 11 29 16,9 , 13,2
03003 16 10 26 30,5 , 24,9
03004 7 5 14,2
03005 15 4 14,3

75 45 16,0
04001 12 3 13,4
04003 1 5 6 1,9 , 6,2
04004 , 13,3
Distrito 4 11,4

El mayor nimero de casos se observa en el Distrito 3 con 120 casos lo que supone casi la
mitad de todos los casos (48,6%). Aunque es el distrito con mayor nimero de habitantes, su
porcentaje respecto al total de la poblacion de Manzanares es del 40,2% por lo que de una
forma intuitiva se aprecia una incidencia superior a la esperada.

El distrito con menor nimero de casos es el Distrito 1 con 20 casos lo que supone el 8,1%
de todos los casos en tanto que su peso en la poblaciéon de Manzanares es del 14,3%.

Los Distritos 2 y 4 con un numero intermedio de casos mantienen un cierto equilibrio entre el
peso relativo de los casos y el peso relativo de su poblacién.

La tasa bruta de incidencia de legionelosis también es mayor en el Distrito 3 (16,0 casos por
1.000 habitantes) que en el resto de distritos. Su diferencia es estadisticamente significativa
respecto al Distrito 1 (7,5 casos por 1.000 habitantes) y aunque es mayor que las tasas de
los Distritos 2 y 4 (13,5/1.000 y 11,4/1.000) su diferencia no es estadisticamente significativa
(Mapa 2 y Gréfico 13).
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Mapa 2.- Tasa Bruta de Incidencia de Legionelosis segun Distrito Electoral
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Gréfico 13.- Intervalo de Confianza de las Tasas Brutas de Incidencia segun Distrito
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Tasas Ajustadas de Incidencia

Al ajustar por edad las tasas de incidencia se observa una inversién en el orden de los
distritos. Asi el Distrito 2 con una tasa bruta de 13,5/1.000 tiene una tasa ajustada de
12,7/1.000, mientras que el Distrito 4 con una tasa bruta 11,4/1.000 pasa a tener una tasa
ajustada de 13,8/1.000 (segunda tasa). El Distrito 3 con 16,2 casos por 1.000 habitantes
sigue siendo el distrito con mayor tasa, mientras que el Distrito 1 con 7,0 casos por 1.000
permanece como el distrito con tasa de incidencia mas baja.

Se mantiene la diferencia estadisticamente significativa entre las tasas del Distrito 3 y las del
Distrito 1. La diferencia de la tasa del Distrito 3 con las tasas de los distritos 2 y 4 no es
estadisticamente significativa (Gréafico 14).

Gréfico 14.- Intervalo de Confianza de la Tasa Ajustada de Incidencia de
Legionelosis segun Distrito Electoral
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Razon Estandarizada de Incidencia (REI)

Con el ajuste de las tasas de incidencia tomando como modelo la incidencia global del
municipio de Manzanares se obtienen unos resultados similares al obtenido ajustando las
tasas de los distritos por edad (Mapa 3). El Distrito 3 tiene una REI de 122,1% es decir que
la incidencia de este distrito es un 22% mayor que la del municipio de Manzanares. La
diferencia es estadisticamente significativa (IC 95%: 101,2%-146,0%).

El distrito 1 tiene una REI de 52,1% (aproximadamente un 48% menos que la incidencia

global del municipio de Manzanares). Esta diferencia también es estadisticamente
significativa (IC 95%: 31,8%-80,4%).
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El Distrito 2 tiene una REI de 94,7% y el Distrito 4 tiene una REI de 100,7%, aunque en
ninguno de los dos la diferencia es estadisticamente significativa.

Mapa 3.- Razon Estandarizada de Incidencia de Legionelosis
Segun Distrito Electoral

Distrito 3: 122,1%*

| Distrito 2:94,7%

Distrito 4: 100,7 %

Distrito 1: 52,1%"

Las tasas de incidencia de legionelosis (brutas y ajustadas) muestran un claro patron
geografico en la distribucion de casos de legionelosis en el municipio de Manzanares.

Aunque se han registrado casos en todos los barrios del municipio, los casos se concentran
en el Distrito 3 y en las zonas proximas a él de los distritos 2 y 4. Estos resultados coinciden
en gran medida con la ubicacion de las instalaciones de riesgo, practicamente todas ellas en
el Distrito 3 (ver Mapa 1).

Modelos de Regresion de Poisson

Se han obtenido 4 modelos de regresion de Poisson, en el primero se ha estimado el riesgo
relativo de incidencia de legionelosis segun distrito ajustando por edad y sexo. En el
segundo modelo se ha estimado el riesgo relativo de incidencia de legionelosis, ajustado por
edad y sexo, del Distrito 3 (distrito con mayor RR) frente al resto de los distritos. En el tercer
modelo se ha seguido un desarrollo similar al primero aunque se ha estimado el riesgo
relativo de incidencia de las secciones electorales en lugar de distritos. En el cuarto se ha
seguido un modelo similar al segundo aunque se ha estimado el riesgo relativo de incidencia
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Castilla-La Mancha

de la Seccion 03003 (seccion con mayor RR) frente al resto de las secciones. En los cuatro
modelos se ha comprobado la sobredispersidén sin que se haya vulnerado esta hipétesis en
ninguno de ellos.

a) Modelo Distrito, Grupo de Edad y Sexo

En este modelo (Tabla 4) se toma por defecto como categoria basal el Distrito 1 ya que es la
categoria codificada con el numeral mas bajo. Se toma como categoria basal de la variable
edad el grupo de 35-44 afios.

Los riesgos relativos de la edad y el sexo siguen el patron esperado segun los datos
analizados hasta ahora en este informe; el RR varon/mujer es de 2,03 (IC: 1,56-2,63). La
edad sigue el comportamiento ya conocido: incremento progresivo del RR segin aumenta la
edad hasta el grupo de 75-84 afios y descenso del RR en el grupo de 85+.

Tabla 4.- Analisis de Regresiéon de Poisson - Riesgo Relativo de Legionelosis
Modelo: Sexo, Edad, Distrito Electoral

Intervalo de Confianza
L. Inferior

Error
Estandar

Variable

1,00
Varon 2,03 0z7 5 32 00000 1,58 2,63
rnipo de Eda
0-4 0,00 0,00 0,02 09350 0,00 0,00
5-14 0,00 0,00 -0.02 09850 0,00 0.00
15-24 0,12 0,13 -2 01 2440 0,02 0,95
25-H 0,26 041 0,08 09320 0.42 2.23
35-44 1,00 1,00 1.00
45-54 3,96 1,28 4 25 00000 2,10 T.48
5554 4,90 159 480 02000 2,60 9.25
85-74 789 2 53 B.43 opooo] 4,20 14,80
75 -84 13,78 437 57 00000 7.40 25 66
85+ 10,81 389 B A1 10000 5,34 21,88
o1 1,00 1,00 1.00
o2 1,79 045 220 00240 1,08 2,95
ﬁ 2,30 05k 344 o010 1,43 3.69

1,86 051 2,28 Eli 220 1,09 3,18

El Distrito 3 es el que presenta mayor riesgo relativo (RR = 2,3) con una diferencia
estadisticamente significativa respecto al Distrito 1. En los distritos 2 y 4 también se observa
mayor RR que en el Distrito 1 aunque la magnitud del RR es menor que la del Distrito 3.

La Chi-Cuadrado de la razon de verosimilitud (LR) con 13 grados de libertad (GL) es de
339,44 (p < 0,0001). El coeficiente de determinacion (Pseudo R?) es de 38,5% con un —Log
likelihood de -270,99. Para contrastar el supuesto de sobredispersion se ha utilizado la
deviance goodness-of.fit que tiene un valor de 244,56 (p = 0,9959).
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b) Modelo Distrito 3 vs Resto de Distritos, Grupo de Edad y Sexo.

En las explicaciones de este modelo se obvian las relativas a los RR de edad y sexo ya que
no sufren modificaciones relevantes respecto al modelo anterior. Lo que interesa en nuestro
caso es que el RR de incidencia de legionelosis del Distrito 3 frente al resto del municipio es
de 1,43 con una diferencia estadisticamente significativa (IC 95%: 1,11-1,83). Por lo tanto,
independientemente de cualquier otra razon, parece que los residentes en este distrito
tuvieron mayor riesgo de padecer legionelosis, todo ello sin olvidarnos que en el Distrito 3
residian casi el 50% de los casos de legionelosis del brote de Manzanares.

El modelo estimado es bueno (Tabla 5) y cumple con los requisitos necesarios en la
estimacion de modelos de regresion de Poisson.

Tabla 5.- Analisis de Regresion de Poisson - Riesgo Relativo de Legionelosis
Modelo: Sexo, Edad, Distrito Electoral 3 vs Resto Distritos

Poisson regression Num ber of obs 320
LR ehi2{11) 332,60
Prob > chi2 = 0,0000
Pseudo R2 = 03773

Log likelihood =

Distrito Error Intervalo de Confianza
Electoral RR Estandar L. Inferior L. Superior

| Resto [ 100
1,43

poisgof

Deviance goodness-of-fit = 251,4011
Prob > chi2(308) = 0,992

Las instalaciones de riesgo mas préximas al Distrito 3 (dentro del mismo) son las tres
fuentes ornamentales consideradas de mayor riesgo: Fuente de la Estacion de Autobuses,
Fuente del Estanque del Parque y Fuente de Piedra; las tres configuran un triangulo que
abarcaria casi todos los casos del Distrito 3 (Mapa 4).

En el extremo inferior del distrito 3 se ubica la torre de refrigeracion de Telefénica que
parece no haber funcionado durante el periodo de riesgo del brote.

En el borde superior, aunque separadas del casco urbano, se encuentran el Campo de
Futbol con un sistema de riesgo por aspersion en el que se detect6é presencia de legionella
aunque no se pudo secuenciar completamente (la parte secuenciada no coincide con la
cepa epidémica) y la torre de refrigeracion de la torre de la Lavanderia de Manzanares en la
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que se han identificado dos cepas de legionella: la epidémica (ST 899) y otra cuya
secuencia no se ha identificado ni total ni parcialmente en ninguna muestra humana (ST 87).

Mapa 4.- Distribucion Espacial de Casos de Legionelosis en el Distrito 3 e
Instalaciones de Riesgo de Manzanares
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c) Modelo Seccidn, Grupo de Edad y Sexo

En este modelo (Tabla 6) se toma por defecto como categoria basal la Seccion 01001 ya
gue es la categoria codificada con el numeral mas bajo. Se toma como categoria basal de la
variable edad el grupo de 35-44 afos. En las explicaciones de este modelo se obvian las

relativas a los RR de edad y sexo ya que no sufren modificaciones relevantes respecto a los
modelos anteriores.

En este modelo se observan tres secciones con riesgo relativo de incidencia de legionelosis
superior a 3, son las secciones 02003, 03001 y 03003. En los tres casos la diferencia es
estadisticamente significativa. El mayor RR se observa en la Seccién 03003 con un valor
puntual de 3,71 (IC 95%: 1,29-10,64).
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En las secciones 02005, 03005 y 04004 también se observan RR proximos a 3, aunque en
ninguna de ellas la diferencia es estadisticamente significativa.

Tabla 6.- Analisis de Regresion de Poisson - Riesgo Relativo de Legionelosis
Modelo: Sexo, Edad, Seccion Electoral

Error Intervalo de Confianza
Estandar L. Inferior | L. Superior

01001 1,00
01002 1,16 071 024 ng130] 0,35 3.84
01003 1,74 107 091 03650 0,52 5,79
02001 2,39 132 156 01150 0,81 7.07
02002 1,31 055 042 0g770] 037 464
178 EE oo470] 1,01 9.54
02004 2,05 115 127 020200 0,68 6.18
02005 2,81 161 181 0,0700 0,92 8,64
03001 3,09 153 213 003300 110 8.71
147 159 nosen] 0,97 7.82
03003 3,71 199 244 o150l 1.29 10,64
03004 2,20 127 137 017200 0,71 6.83
03005 2,91 150 194 nos20) 0,99 8.58
04001 2.55 144 157 nogs0]  0.85 7.70
04003 1.41 091 053 05990 0,40 4,99
04004 2,85 156 152 oos50] 0,98 8.31

Estos resultados concuerdan con los de los modelos anteriores, ya que dos de las tres
secciones con mayor RR se encuentran localizadas en el Distrito 3, aportando entre las dos
casi la cuarta parte de todos los casos del brote (24,3% del total).

d) Modelo Seccion 03003 vs Resto de Secciones, Grupo de Edad y Sexo

Aunque parece evidente que la Seccién 03003 tiene un riesgo relativo de incidencia de
legionelosis muy elevado, dado que la comparacion en el modelo anterior se hace con
referencia a la seccién con menor tasa bruta de incidencia (01001), se plantea este modelo
para comparar el RR de la seccion 03003 con el resto del municipio de Manzanares (resto
de secciones).

El modelo se presenta resumido en la Tabla 7. Es un modelo bueno que cumple con las
condiciones de aplicacion de la regresion de Poisson. La Chi-Cuadrado de la razén de
verosimilitud (LR) con 11 grados de libertad (GL) es de 329,27 (p < 0,0001). EIl coeficiente
de determinacién (Pseudo R?) es de 37,4% con un —-Log likelihood de -276,08. Para
contrastar el supuesto de sobredispersion se ha utilizado la deviance goodness-of.fit que
tiene un valor de 244,73 (p = 0,9880).

La estimacion puntual del riesgo relativo de incidencia de legionelosis en la Seccién 03003
frente al resto del municipio es de 1,59 (IC 95%: 1,06-2,39). La Seccion 03003 con 26 casos
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explica el 10,5% de todos los casos. Por tanto, todo sigue apuntando a esa zona como de
especial riesgo de incidencia de legionelosis en el contexto del brote.

Tabla 7.- Analisis de Regresidon de Poisson - Riesgo Relativo de Legionelosis
Modelo: Sexo, Edad, Seccion Electoral 03003 vs Resto Secciones

Poisson regression

Log likelihood =

Number of obs
LR chi2(11)
Prob > chi2
Pseudo R2

Seccion
Electoral RR

| Resto | 100
03003 1,59

poisgof

Error
Estandar

Intervalo de Confianza

L. Inferior | L. Superior

Deviance goodness-of-fit
Prob > chi2(308)
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3) Estimacion de la Densidad de Casos por Kilbmetro Cuadrado

Se trata de un modelo obtenido con el programa “Legionnaires' disease GIS Tool (ECDC)",
ubicado inicialmente en una direccion privada de Internet facilitada por el Centro Europeo de
Control de Enfermedades (ECDC) a la Direccion General de Salud Publica de Castilla-La
Mancha para apoyar el estudio del brote de legionelosis en Manzanares. El programa ha
sido validado en parte con los trabajos realizados por el Servicio de Epidemiologia en el
estudio y analisis del brote. Actualmente, una vez validado al menos inicialmente, se
encuentra disponible libremente en la pagina web del ECDC.

Este método en particular no requiere la ubicacion de las instalaciones de riesgo,
simplemente analiza la distribucion espacial de casos y ofrece diferentes representaciones
de densidad de casos por kilémetro cuadrado o por otra medida de superficie. El usuario
define el radio de busqueda y el tamafio de las celdas de resultados.

En el Mapa 5 se presenta este modelo en el que se ha definido una celda de salida de 20
pixeles y un radio de busqueda de 0,2 kilometros.

Mapa 5.- Densidad de Casos por Kilometro Cuadrado — Manzanares (Modelo 1)

Blamepuy 2p ela)f ei1s

mino deSan Marcos
T

En este mapa se observan dos zonas de elevada de densidad de casos (> 200/km?), una de
ellas con dos circulos de densidad. Cada una de ellas esta proxima a una de las fuentes
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ornamentales. Aunque no aparece ninguna concentracion de densidad, en el angulo inferior
izquierdo se observa un signo indicativo de instalacion de riesgo (cuadradito amarillo) que
corresponde al riesgo por aspersion Cinco Puentes en el que se ha aislado la cepa
epidémica (ST 899), sin embargo est4d muy alejado de cualquier concentracion de casos lo
gue parece descartar la implicacion de esta instalacion en el brote, al menos como causa de
la mayoria de los casos.

En el Mapa 6 se presenta el mismo modelo en el que se han modificado sus
especificaciones (celda de salida de 50 pixeles y un radio de busqueda de 0,5 kilometros).

Mapa 6.- Densidad de Casos por Kilbmetro Cuadrado — Manzanares (Modelo 2)

En este mapa se observa una concentracién de casos en los distritos 3 y 4. A la hora de
interpretar el mapa es preciso tener en cuenta que la densidad de casos no esta ajustada
por la poblacién y los colores no indican la misma densidad en mapas elaborados con
diferentes especificaciones del modelo (en este caso la mayor densidad corresponde al
intervalo 150-175 casos/km?).
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Estudio Casos-Control Apareado (Regresion Logistica Condicional)

Consideraciones Previas

Aunque puedan parecer obviedades, es preciso tener en cuenta algunas consideraciones
antes de proceder al desarrollo del estudio casos-control:

a)

b)

d)

f)

)

h)

)

La transmision de la legionelosis ha de ocurrir a partir de una instalaciéon de riesgo
contaminada, con capacidad de emitir aerosoles y que esté funcionando.

En principio parece que la mayor proximidad de las personas a la instalacion emisora de
aerosoles contaminados (por su lugar de residencia, ocio o trabajo) es un riesgo en si
mismo de adquirir la enfermedad.

La mayoria de los estudios de brotes de legionelosis publicados en la literatura aplican
el concepto de distancia a la instalacién de riesgo, valorando especialmente el efecto
dosis-respuesta, equivalente en este caso al incremento gradual del riesgo a medida
gue la exposicién es mas proxima a la instalacion.

Indudablemente, el potencial emisor de aerosoles que pueda tener la instalacion de
riesgo es un elemento esencial en la valoracién del riesgo vy la identificacion de la causa
de un brote.

En este sentido, las torres de refrigeracién son las instalaciones con mayor potencial
emisor, sin embargo no se puede olvidar que ha habido brotes de legionelosis con un
elevado numero de casos que han tenido su origen en fuentes ornamentales o
decorativas (por ejemplo en el acuario de Melbourne, tienda de comestibles en Bogalusa
y Feria de las Flores en Holanda).

La legionelosis tiene un periodo de incubacion de 2 a 14 dias (se ha publicado en algun
brote un maximo de 19 dias) con un periodo medio de incubacién de 5-6 dias.

Teniendo en cuenta que el mayor numero de casos (por fecha de inicio de sintomas) se
produjo entre los dias 15 y 18 de diciembre (maximo el dia 17), segun el periodo de
incubacién medio, la mayor exposicion debié producirse entre los dias 9 y 12 de
diciembre.

Sin embargo, no se puede olvidar que desde el dia 18 de noviembre se venia
produciendo un goteo intermitente de casos, debido a la fuente principal de riesgo o a
otras que pudieran estar emitiendo aerosoles en escasa cantidad o alejadas de la
poblacion.

El descenso acusado de la curva epidémica a partir del dia 17 de diciembre y su
interrupcion a partir del dia 25, hacen pensar que la instalacion o instalaciones de
riesgo cesaron su actividad emisora, bien por cierre de las mismas o como
consecuencia de las actuaciones de control.

Por lo tanto, el objetivo del estudio casos-control es identificar una instalacion de riesgo
gue estuviera funcionando entre los dias 10 y 14 de diciembre, que dejara de funcionar
a partir de los dias 14-15, con suficiente potencial emisor de aerosoles, que se haya
constatado que estaba contaminada y con un riesgo de padecer la enfermedad mayor a
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medida que la exposicion ocurre mas proxima a la instalacion (mayor odds ratio y
secuencia gradual del mismo en funcion de la distancia).

Instalaciones de Riesgo
Las instalaciones de riesgo consideradas en el estudio casos-control han sido las siguientes:
» Torres de Refrigeracion:
— Torre de Telefénica
— Torre de la Lavanderia de Manzanares
— Torre de Aluminios Cortizo
— Torre de Tosfrit
— Torre de Exide-Tudor
» Sistemas de Riego por Aspersion
— Explotacién Agricola Cinco Puentes
— Campo de Fuatbol de Manzanares
» Fuentes Ornamentales:
— Estacién de Autobuses
— Fuente de Piedra o del Gran Teatro
— Fuente del Estanque del Parque

En todas estas instalaciones (excepto en la torre de refrigeraciéon de Telefonica) se ha
identificado presencia de legionella en algin momento del estudio de este brote.

Distancia de las Instalaciones de Riesgo al Domicilio de los Casos

Como se ha comentado antes, la distancia de la residencia de los casos a las instalaciones
de riesgo es un indicador del riesgo de padecer la enfermedad, ciertamente no el Unico pero
indudablemente es un riesgo objetivo y medible.

En el Grafico 15 se presenta un resumen de indicadores de la distancia en metros del
domicilio de residencia de los casos a las instalaciones de riesgo. Basicamente se pueden
establecer tres agrupaciones segun la distancia:

» Instalaciones muy proximas a laresidencia de los casos:

— Fuente de Piedra y Torre de Refrigeracion de Telefonica

— Con una distancia media a los casos, en ambas, de 500 metros
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— Son instalaciones que estan muy proximas entre si (* 350 metros)
— Ubicadas en el centro de la poblacion.

Grafico 15.- Distancia en Metros de los Casos a las Instalaciones de
Riesgo de Legionelosis
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Instalaciones con una distancia media a la residencia de los casos:

— Fuente del Estanque del Parque, Fuente de la Estacion de Autobuses, Campo de
Fatbol y Lavanderia de Manzanares

— Con una distancia media en torno a 1.000 metros en el caso del Campo de Futbol y
la Lavanderia de Manzanares, y en torno a 800 metros en el caso de las dos
fuentes.

— Ubicadas en el extremo norte del caso urbano

— Relativamente proximas entre si (r 300 metros de todas ellas a la estacion de
Autobuses)

Instalaciones con una distancia elevada a la residencia de los casos:
— Exide-Tudor, Aluminios Cotizo, Tosfrit y Cinco Puentes

— Con una distancia media en torno a 1.500 metros en el caso de Aluminios Cotizo,
Tosfrit y Cinco Puentes, y en torno a 2.000 metros en el caso de Exide-Tudor.
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— Las tres torres se encuentran en el Poligono Industrial y la explotacién agricola al
sur del municipio bastante alejada del casco urbano.

Actividad de las Instalaciones de Riesgo durante el Periodo del Brote

Tal como se ha planteado antes, la actividad de las instalaciones de riesgo es un elemento
clave a la hora de analizar las diferentes hipotesis de causalidad (Grafico 16). En el caso de
un brote de legionelosis es imprescindible que la instalacion haya estado funcionando en el
periodo de exposicion (de acuerdo con la curva epidémica) y es muy valorable que la
interrupcién de su funcionamiento coincida con la desaparicion de los casos una vez
transcurrido el periodo de incubacion de la enfermedad.

Grafico 16.- Dias de Funcionamiento/Cierre de Instalaciones de Riesgo
Manzanares (01/12/2015 a 10/01/2016)
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De acuerdo con el gréfico podrian excluirse como causas del brote la Torre de Telefénica
(sin funcionar desde el dia 4 de diciembre) y la Torre de la Lavanderia. Sin embargo, sobre
esta Ultima existen dudas sobre la verosimilitud de la informacién disponible; segun los
responsables de la empresa, la torre dejé de funcionar el dia 1 de diciembre, algo que
parecen confirmar los registros de actividad eléctrica de la torre. Sin embargo en algin
momento se ha barajado la posibilidad de que funcionara puntualmente con ocasién de
diversos intentos de reparacion. Es una instalacion, cuya asociacion de causalidad se debe
valorar rigurosamente ya que en ella se ha identificado la cepa epidémica.

Exide-Tudor y Tosfrit podrian haber ocasionado el brote ya que estuvieron funcionando

plenamente hasta el 11 de diciembre al menos, sin embargo el mantenimiento de la
actividad durante todo el mes de diciembre, en ambas instalaciones, no explicaria la
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interrupcion de la curva epidémica a partir del dia 25 de diciembre, salvo que entre los dias
12 y 15 de diciembre llevaran a cabo una limpieza y desinfeccién efectivas de la torre de
refrigeracion.

El caso de Aluminios Cortizo es algo mas complejo ya que mantiene la actividad desde el
dia 14 de diciembre hasta el dia 18 (ambos inclusive) y después cierra hasta el dia 6 de
enero de 2016. Cumple por tanto con el criterio de apertura durante el periodo de exposicion
y lo hace parcialmente con el de cierre de la actividad, aunque en este caso la curva
epidémica tendria que haberse prolongado, salvo que los dias 12 y 13 de diciembre se
llevara a cabo la limpieza y desinfeccion de la torre.

El Campo de Fuatbol y la Explotacion Agricola Cinco Puentes cumplen con el criterio de
apertura o funcionamiento durante el periodo de exposicién, aunque no lo hacen con el
criterio de interrupcién de la actividad, ya que el Campo de Futbol estuvo funcionando hasta
el dia 5 de enero y la explotacion agricola hasta el 26-27 de diciembre. Es cierto que en esta
dltima instalacion se ha identificado la cepa epidémica (ST 899), sin embargo dadas las
caracteristicas de la misma y su ubicacién, no parece que haya sido la causa del brote,
aunque si pudiera haber provocado algin caso aislado.

Las tres fuentes ornamentales cumplen con los dos criterios manejados (funcionamiento
durante el periodo de exposicion y cese de actividad-interrupcién de la curva epidémica). Sin
embargo, es preciso tener en cuenta que el potencial emisor de las fuentes ornamentales
es, a priori al menos, mucho menor que el de las torres de refrigeracion.

Modelos Logisticos Estimados

Se han ensafiado multiples modelos logisticos con cada una de las instalaciones de riesgo
ya que las diferencias en las distancias de los casos a las propias instalaciones ha impedido
formular un modelo similar para todas ellas. No obstante, se ha intentado en lo posible que
los intervalos considerados en cada unos de los modelos fueran iguales o similares.

A continuacion se exponen, para cada una de las instalaciones de riesgo, los modelos que
mejor explican, segun nuestro criterio, la asociacion de la distancia a la instalacién con el
riesgo de desarrollar la enfermedad.

Los elementos que se han considerado para seleccionar y valorar la bondad de los
diferentes modelos, han sido:

— Ajuste global del modelo (Mayor LR Chi? y Prob Chi? < 0,005)
— Menor valor absoluto de -Log likelihood

— Mayor valor de la estimacién puntual del OR

— Significacion estadistica del OR (p > |Z])

— Menor amplitud del intervalo de confianza del OR

— Incremento progresivo del OR segun intervalos de distancia

a) Torre de Refrigeracion de Telefonica
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Number of obs = 1.181
LR chi2(3) 3,5300
Prob > chi2 = 0,3172
Pseudo R2 = 0,0046

Log likelihood -381,2489

Intervalo de Confianza

Intervalo L. Inferior | L. Superior
= 1000 1,00 - - - - -
500-1000 1,54 041 159 00555 0,99 2,39
350-500 1.22 036 053 02490 0.75 1.99
< 350 1,43 042 123 04085  0.89 2,32

El modelo no es aceptable ya que Prob Chi? =0,32172 = p > 0,05.
Aunque los OR de tres intervalos son mayores que 1, ninguno de ellos es significativo.

No se cumple el criterio dosis respuesta (el intervalo de 500-1.000 metros tiene mayor OR
que los anteriores).

Este modelo no es el Unico en el que se ha encontrado este efecto (mayor riesgo a mayor
distancia). Tiene un cierto sentido, ya que con unas instalaciones tan proximas unas de
otras, alejarse de una puede suponer acercarse a otras. Es posible que en estos casos se
esté midiendo el riesgo relacionado con otra instalacion.
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b) Torres de Refrigeracion de Tosfrit

MNumber of obs 1.181

LR chi2(3) 3,8000
Prob > chi2 = 0,2845
Pseudo R2 0,0050

Log likelihood -381,1153

Intervalo de Confianza

Intervalo L. Inferior | L. Superior
> 2000 1,00 - - - - -
1500-2000 1.25 051 055 02925 0,64 2,45
1000-1500 1.39 055 081 02080 0,72 2,69
< 1000 1,85 079 143 00760 0,91 3,75

El modelo no es aceptable ya que Prob Chi? =0,2845 = p > 0,05.
Aunque los OR de tres intervalos son mayores que 1, ninguno de ellos es significativo.

Parece cumplirse el criterio dosis respuesta, aunque como se ha comentado ningun OR es
significativo.
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c) Torre de Refrigeracion de Aluminios Cortizo

Number of obs 1.181
LR chi2(3) = 13,7000
Prob > chi2 = 0,0033
Pseudo R2 0,0179

Log likelihood -376,1605

Intervalo de Confianza

Intervalo L. Inferior | L. Superior

= 2000 1,00 - - - - -
1500-2000 0,99 020 -0p0s 04315 0,72 1,37
1000-1500 1,15 024 0F6 02550 0,81 1,62

< 1000 3,70 141 343 DEDDE 1,98 6.91

El modelo en principio es aceptable ya que Prob Chi? = 0,0033 => p <0,05.
Solo los OR de los dos intervalos més proximos a la torre son mayores que uno.

Tan solo el OR del intervalo mas préximo es significativo (IC 95%: 1,98-6,91). En este
intervalo se encuentran localizados 19 casos (7,7% de todos los casos)

No se cumple el criterio dosis respuesta, el OR del intervalo de mayor distancia (basal) es
ligeramente mayor que el anterior

Con un modelo con dos intervalos (< 1.000 y > 1.000) se obtiene un OR de 3,55 (IC 95%:
1,79-7,03). Este modelo explicaria 19 casos (7,7% del total de casos).
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d) Torres de Refrigeracion de Exide-Tudor

Number of obs 1.181

LR chi2(3) 7.8700
Prob > chi2 0.,0195
Pseudo R2 = 0.0103

Log likelihood -379,0778

Intervalo de Confianza

Intervalo L. Inferior | L. Superior

> 2000 1,00 - - - - -
1500-2000 1,16 RE 0.93 01760]  0.89 1,51
< 1000 2,85 00,0020 1,29 2.56

El modelo en principio es aceptable ya que Prob Chi? =0,0195 => p <0,05.
Los OR de los dos intervalos considerados (al margen del basal) son mayores que uno.

Tan soOlo el OR del intervalo mas proximo es significativo (IC 95%: 1,19-2,56). En este
intervalo se encuentran localizados 46 casos (18,6% de todos los casos)

Se cumple parcialmente el criterio dosis respuesta, ya que aunque es mayor que uno, el OR
del intervalo central no es significativo.
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e) Torre de Refrigeracion de la Lavanderia de Manzanares

Number of obs = 1.181
LR chi2(4) = 10,8900
Prob > chi2 = 0,0278
Pseudo R2 = 0,0142

Log likelihood -377,5656

Hipoétesis Alternativa: OR

Intervalo de Confianza

Intervalo L. Inferior | L. Superior

> 1.500 1,00 - - - - -
1.000-1.500 | 0,93 020 035 03R45| 0.65 1,33
500-1000 1,07 024 028 nsa0] 0.3 1,55
350-500 1,53 0R1 1105 o170l 079 2,96
< 350 162 opozol 1,73 7,54

El modelo en principio es aceptable ya que Prob Chi? =0,0278 => p <0,05.
Tres OR de los cuatro considerados (al margen del basal) son mayores que uno.

Sin embargo, solo el OR del intervalo mas proximo es significativo (IC 95%: 1,73-7,54). En
este intervalo se encuentran localizados 46 casos (18,6% de todos los casos)

No se cumple el criterio dosis respuesta, ya que el OR del cuarto intervalo es menor que el
OR basal. Ademés el OR de los intervalos segundo y tercero no es significativo.

Con un modelo con dos intervalos (< 350 y > 350) se obtiene un OR de 3,52 (IC 95%: 1,56-
7,90). Este modelo explicaria 12 casos (4,9% del total de casos).

Con otro modelo con dos intervalos (< 450 y > 450) se obtiene un OR de 2,68 (IC 95%:
1,46-4,92). Este modelo explicaria 21 casos (8,5% del total de casos).
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f) Riego por Aspersion del Campo de Futbol

Number of obs 1.181
LR chi2(3) 10,2200
Prob > chi2 0,0168
Pseudo R2 0,0133

Log likelihood -377,9020

Hipotesis Alternativa:

Intervalo de Confianza

Intervalo L. Inferior | L. Superior
> 1.500 1,00 - - - - -
1000-1500 0.87 021 058 02815 0,59 1,29
500-1000 1.14 02a 055 02910 0,77 1.70
< 500 2,01 0F5 216 00155 1,18 3,44

El modelo en principio es aceptable ya que Prob Chi? = 0,0168 = p <0,05.
Dos OR de los tres considerados (al margen del basal) son mayores que uno.

Sin embargo, sélo el OR del intervalo més préximo es significativo (IC 95%: 1,18-3,44). En
este intervalo se encuentran localizados 27 casos (10,9% de todos los casos)

No se cumple el criterio dosis respuesta, ya que el OR del tercer intervalo es menor que el
OR basal. Ademas el OR de los intervalos segundo y tercero no es significativo.

Con un modelo con dos intervalos (< 350 y > 350) se obtiene un OR de 3,74 (IC 95%: 1,72-
8,13). Este modelo explicaria 13 casos (5,3% del total de casos).

Con otro modelo con dos intervalos (< 450 y > 450) se obtiene un OR de 1,92 (IC 95%:
1,13-3,29). Este modelo explicaria 22 casos (8,9% del total de casos).
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g) Explotacion Agricola Cinco Puentes

Number of obs 1.181
LR chi2(3) 8,2500
Prob = chi2 0,0411
Pseudo R2 = 0,0108

Log likelihood -378,8869

Hipétesis Alternativa:

Intervalo de Confianza

Intervalo L. Inferior | L. Superior

> 1.750 1,00 - . - . .
1.250-1.750 | 0,99 019 005 Dagz0] 072 1,36
750-1.250 0,64 013 214 00160 045 0,50

< 750 1,06 ] i3 g iEI 04225 0,64 1,76

El modelo en principio es aceptable ya que Prob Chi? =0,0411 => p <0,05.

Sdlo un OR de los tres considerados (al margen del basal) es mayor que uno.
Los otros dos OR (al margen del basal) son menores que uno.

El Unico OR significativo es el del segundo intervalo (IC 95%: 0,45-0,90). Sin embargo al ser
menor que uno, la explicaciéon seria que a menor distancia el riesgo es menor, es decir que
la proximidad a la instalacién es protectora. Probablemente sea asi ya que al acercarse a
esta instalacion se produce un alejamiento de la instalacion o instalaciones verdaderamente
implicadas en el brote.

Excepto por el OR del primer intervalo se cumpliria el criterio de dosis respuesta en sentido
inverso al considerado hasta ahora.
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h) Fuente del Estanque del Parque

Number of obs = 1.181
LR chi2(3) = 6,2400
Prob > chi2 = 0,1005
Pseudo R2 = 0,0081

Log likelihood -379,8925

Hipotesis Alternativa:

Intervalo de Confianza

Intervalo L. Inferior | L. Superior

> 1000 1,00 - - - - -
500-1000 097 a17 018 04260 0.73 1,28
350-500 1,54 034 154 00265 1,07 2,22

< 350 1,38 1] iz 1 i?’ 00355 0,94 2,02

El modelo no es aceptable ya que Prob Chi?> =0,1005 = p > 0,05.

De los tres intervalos considerados (al margen del basal), dos tienen un OR mayor que uno,
sin embargo ninguno es significativo.

No se cumple el criterio dosis respuesta, ya que el OR del segundo intervalo es mayor que
el del primero y el del tercer intervalo es menor que el basal.
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i) Fuente de Piedra o del Gran Teatro

Number of obs
LR chi2(3)
Prob> chi2
Pseudo R2

Log likelihood

Hipoétesis Alternativa: OR

Intervalo de Confianza

Intervalo L. Inferior | L. SUEﬂDI’

> 1000 1,00 - - - - -
500-1000 2,75 1,33 210 0,0180 1.25 6,08
350-500 2,08 1,05 1,44 0,0745 0,90 4,78
< 350 2,97 1,46 2,22 0,0135 1,32 6,67
El modelo es aceptable ya que Prob Chi? = 0,0424 > p <0,05.

De los tres intervalos considerados (al margen del basal), tres tienen un OR mayor que uno,
sin embargo uno de ellos no es significativo.

No se cumple el criterio dosis respuesta, ya que el OR del tercer intervalo es mayor que el
del segundo.

Aungue no es elevado, el valor ajustado del coeficiente de determinaciéon (Pseudo R?) es el
mayor de todos los modelos estimados.
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j)  Fuente de la Estacion de Autobuses (Modelo 1)

Number of obs 1.181
LR chi2(4) 14,9600
Prob > chi2 0,0048
Pseudo R2 0,0195

Log likelihood -375,53056

Hipotesis Alternativa: OR 1

Intervalo de Confianza

EJV{Ill L. Inferior | L. Superior

Intervalo OR EE

> 1.500 1,00 - - - - -
1.000-1.500 2,89 216 1,42 0,0775 0,85 9.86
500-1000 3.25 2,43 1,58 0,0575 0,95 11,10
350-500 3.43 2,68 1,58 0,05865 0,95 12,37
< 350 6.97 5,37 2,52 10,0060 1,96 24,76

El modelo es aceptable ya que Prob Chi? = 0,0048 > p <0,05.

Los OR de los cuatro intervalos considerados (al margen del basal) son mayores que uno,
sin embargo sélo el primero de ellos no es significativo. El segundo y el tercero estan
préximos a la significacion estadistica (Limite Inferior del OR = 0,95 en ambos casos)

Se cumple el criterio dosis respuesta, con una disminucion progresiva del OR segun va
aumentando la distancia a la instalacién, aunque, como ya se ha comentado, solo el primer
OR es significativo.

Aungue no es elevado, el valor ajustado del coeficiente de determinaciéon (Pseudo R? =
2,0%) es el mayor de todos los modelos estimados.

De la misma manera, aunque no sea estrictamente comparable con el resto de los modelos
estimados, el valor absoluto del Log likelihood es el mas bajo de todos.

Con un modelo con dos intervalos (< 350 y > 350) se obtiene un OR de 2,31 (IC 95%: 1,55-
3,33). Este modelo explicaria 31 casos (12,6% del total de casos).

Con otro modelo con dos intervalos (< 450 y > 450) se obtiene un OR de 1,77 (IC 95%:
1,26-2.50). Este modelo explicaria 42 casos (17,0% del total de casos).
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k) Fuente de la Estacion de Autobuses (Modelo 2)

Dado que el modelo 1 estimado para la Estacion de Autobuses parece un modelo aceptable,
con algunas limitaciones, se han estimado diferentes modelos tentativos tomando como
referencia para la definicion de los intervalos los ofrecidos por defecto en la pagina web del
ECDC (estos intervalos se han aplicado también a todas aquellas instalaciones en las que
era posible hacerlo, fundamentalmente las mas préximas a la poblacion).

A continuacién se exponen los resultados de este modelo denominado modelo 2 de la
Fuente de la Estacion de Autobuses:

Number of obs = 1.181
LR chi2(4) = 10,5800
Prob > chi2 0,0318
Pseudo R2 = 0,0138

Log likelihood -377,7252

Hipotesis Alternativa: OR

Intervalo de Confianza

Intervalo L. Inferior | L. Superior
> 1.000 1,00 - - - - -
500-1000 1,17 0,19 oar 0,1650 0,90 1,53
200-500 1,49 034 174 ood10] 1,02 2,17
100-200 2,28 080 209 0,0185 1,19 4,36

< 100 3.51 173 2 i5 00055 1.56 7.91

El modelo es aceptable ya que Prob Chi? = 0,0318 > p <0,05.

Los OR de los cuatro intervalos considerados (al margen del basal) son mayores que uno,
siendo solo uno de ellos no significativo aunque proximo a la significacion estadistica (limite
inferior del OR = 0,90)

Los intervalos de confianza del OR no son muy amplios, en realidad son estrechos lo que
hablaria a favor de la precision en la estimacion.

Se cumple el criterio dosis respuesta, con una disminucion progresiva del OR segun va
aumentando la distancia a la instalacién (Grafico 17).

Aungue no es elevado, el valor ajustado del coeficiente de determinaciéon (Pseudo R? =
1,4%) es uno de los mas altos de todos los modelos estimados.

De la misma manera, aunque no sea estrictamente comparable con el resto de los modelos

estimados, el valor absoluto del Log likelihood es uno de los mas bajos de todos los
modelos.
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Gréfico 17.- Intervalo de Confianza del OR segun Distancia a Fuente de la Estacion de
Autobuses - Estudio Casos-Control (Modelo 2)
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Aunque en este modelo la estimacion puntual de los OR de los diferentes intervalos es
inferior a la de los OR del modelo 1, la significacion estadistica de tres ellos frente a solo
uno en el primer modelo, le hacen preferible, segun nuestro criterio, y es un buen punto de
partida para el andlisis de la causalidad del brote de legionelosis.

51



Consejeria de Sanidad
Castilla-La Mancha Direccion General de Salud Publica y Consumo
Avenida de Francia, 4 - 45071 Toledo

I) Distancias a la Fuente de la Estacion de Autobuses Controlado por Distancias a
Campo de Fatbol (Modelo 3).

La proximidad de las instalaciones de riesgo es una dificultad importante en el analisis
epidemioldgico del brote de legionelosis en Manzanares. Por muy sofisticadas que sean las
técnicas estadisticas utilizadas, es complejo discriminar riesgos entre instalaciones situadas
unas de otras apenas a 300 metros, cuando los casos distribuyen en una superficie amplia
(unos 5 kilbmetros cuadrados).

Se han observado en el analisis de los diferentes modelos algunos resultados relativamente
paraddjicos, por ejemplo se ha visto que al alejarse de la supuesta instalacién del riesgo
aumentaba la probabilidad de enfermar. Esta paradoja se ha explicado argumentando que al
alejarse de una instalacion, sin potencia causal, la residencia de los casos se acercaba a
otras instalaciones y era el riesgo de estas lo que media el modelo.

Intentando controlar este efecto se han disefiado modelos en los que se han incorporado las
distancias a otras fuentes para controlar su posible confusién. Es cierto que esta decision en
un modelo de regresién lleva implicito el riesgo de incurrir en la multicolinealidad.

A continuacion se presenta el modelo de distancias a la Fuente de la Estacion de Autobuses
(con los mismos intervalos que el modelo 1) controlando el efecto con la distancia de los
casos al Campo de Futbol:

Number of obs = 1.181
LR chi2(5) = 16,4800
Prob > chi2 0,0056
Pseudo R2 = 0,0215

Log likelihood -374,7724

Hipotesis Alternativa:

Intervalo de Confianza
Intervalo L. Inferior | L. Superior
> 1.500 1.00 - - - - -
1.000-1.500 4,10 3728 1 75 00390 1,10 15,28

500-1000 5,86 521 1 59 00235 1,36 25,32
350500 7.35 7.34 200 0.0230 1,42 37.96

< 350 17,29 18 .51 2 BE 00040 2.97 100,62

Futbol 1,00 0,00 123 0,1095 1,00 1,00

El modelo es aceptable ya que Prob Chi? = 0,0056 > p <0,05.

Los OR de los cuatro intervalos considerados (al margen del basal) son mayores que uno,
todos ellos significativos. Su estimacion puntual ofrece valores muy elevados.
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Los intervalos de confianza del OR son muy amplios, lo que no hablaria a favor de una
buena precisién en la estimacion.

Se cumple el criterio dosis respuesta, con una disminucion progresiva del OR segun va
aumentando la distancia a la instalacion (Gréafico 18).

Aunque no es elevado, el valor ajustado del coeficiente de determinacién (Pseudo R? =
2,2%) es el més alto de todos los modelos estimados.

De la misma manera, aunque no sea estrictamente comparable con el resto de los modelos

estimados, el valor absoluto del Log likelihood es el mas bajo de todos los modelos.

Gréfico 18.- Intervalo de Confianza del OR segun Distancia a Fuente de la Estacion de
Autobuses Controlado por Distancia a Campo de Futbol (Modelo 3)
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Resumen de Modelos Logisticos

1.- Modelos Descartados (Prob Chiz =» p > 0,05)

— Torre de Telefénica (Prob Chi? =0,32172)
— Torre de Tosfrit (Prob Chi? = 0,2845)

— Fuente del Estanque del Parque (Prob Chi? = 0,1005)

2.- Modelos S6lo con un OR Significativo (> 1,0)

— Torre de Aluminios Cortizo [OR (< 1.000 vs > 2.000) = 3,70 (1,98-6,91)]

* No se cumple el criterio de dosis respuesta

* Un Modelo con dos intervalos (< 1.000 vs > 1.000) = OR = 3,55 (2,00-6,30)
— Torre de Exide-Tudor [OR (< 1.000 vs > 2.000) = 1,82 (1,82-2,56)]

e Se cumple el criterio de dosis respuesta (el modelo sélo tiene tres intervalos)

e Un Modelo con dos intervalos (< 1.500 vs > 1.500) =» OR = 1,70 (1,23-2,35)
— Torre de la Lavanderia [OR (< 350 vs > 1.500) = 3,61 (1,73-7,54)]

e Se cumple el criterio de dosis respuesta

e Un Modelo con dos intervalos (< 350 vs > 350) = OR = 3,52 (1,78-6,94)
— Campo de Futbol [OR (<500 vs > 1.500) = 2,01 (1,18-3,94)]

* No se cumple el criterio de dosis respuesta

* Un Modelo con dos intervalos (< 350 vs > 350) = OR = 3,74 (1,95-7,18)

3.- Modelos S6lo con un OR Significativo (< 1,0)

— Explotacion Agricola Cinco Puentes [OR (< 750 vs > 1.750) = 1,06 (0,64-1,76)]
» Elintervalo significativo es “protector”
* No se cumple el criterio de dosis respuesta

* Un Modelo con dos intervalos (< 350 vs > 350) = OR = 0,00 (0,00-0,00)
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Modelo con Dos OR Significativos (> 1,0)

Fuente de Piedra o del Gran Teatro:
* OR(<350vs >1.000)=2,97 (1,32-6,67)
« OR (500-1.000 vs > 1.000) = 2,75 (1,25-6,08)

e No se cumple el criterio de dosis respuesta

Modelos Fuente de Estacién de Autobuses

Los diferentes modelos estimados para valorar el riesgo relacionado con la Fuente de la
Estacion de Autobuses son los mas aceptables desde el punto de vista cuali-cuantitativo
del modelo logistico:

Los modelos 1, 2 y 3 (todos con 5 intervalos) cumplen con los requisitos a los
modelos logisticos.

En el conjunto de los modelos estudiados son los que tienen mejores valores de
Pseudo R? (aunque no sean excelentes) y valor absoluto del Log likelihood

Todos ellos siguen de forma armoniosa el criterio de dosis-respuesta

El modelo 1 sélo tiene un OR significativo (con un valor de 6,97) pero el resto de
OR estan préximos a la significacién estadistica.

 Los intervalos de confianza de los OR del modelo 1 son estrechos.

El modelo 2 tiene tres OR significativos y el cuarto esta préximo a la significacion
estadistica. El OR del primer intervalo es de 3,51

 Los intervalos de confianza de los OR del modelo 2 son estrechos.

El modelo 3 (interaccién con distancias a campo de futbol) tiene todos los OR
significativos. EI OR del primer intervalo es de 17,29 (2,97-100,62)

e Los intervalos de confianza de los OR del modelo 3 son amplios.

» Este modelo esta expuesto a la multicolinealidad

Aunque cualquiera de los tres modelos podria explicar la mayoria de los casos del
brote, no todos, los modelos 1y 2 parecen los mas coherentes.
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5) Estudio de Casos y Controles por el Método de Kernel

En el apartado de métodos se describieron los procedimientos seguidos para realizar este
estudio analitico. Fundamentalmente se han seguido las referencias bibliograficas de Tilman
M. Davis y colaboradores en el articulo “Analyzing Spatial Relative Risk Using Fixed and
Adaptative Kernel Density Estimation in R” que fue publicado en el Journal of Statistics
Software (March 2011, Volume 39, Issue 11).

En la seleccion de casos y controles se ha seguido el mismo procedimiento que en el
estudio casos-control apareado, por lo tanto los casos y los controles son los mismos en
ambos estudios.

La estimacion del riesgo Relativo se ha realizado mediante la funcion:

Donde:

— f(2) : es ladensidad de probabilidad de encontrar un caso

— g (2): esladensidad de probabilidad de encontrar un control
En el Grafico 19 se representa la distribucion espacial de casos y controles sobre el casco
urbano de Manzanares y en el lado derecho del grafico la estimacion inicial de la funcion de

densidad de Kernel.

Gréfico 19.- Distribucién de Casos y Controles — Funcién de Densidad de Kernel
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Segun el grafico 19, la distribucion de casos en relacion con los controles parece uniforme,
por lo que no parece, en principio, que se pudieran haber provocado sesgos por exceso de
casos o controles en alguna zona del municipio.

El gréfico de la funcion de densidad de Kernel apunta varias zonas con mayor densidad: una
en el norte del municipio (proxima a instalaciones de riesgo sospechosas) y otra en el centro
de la ciudad coincidiendo con las secciones electorales en las que se obtuvo mayor tasa de
incidencia. Parece vislumbrarse una zona en el extremo suroeste del municipio aunque no
se identifica con claridad.

Mapa 7.- Riesgo Relativo de Legionelosis con Instalaciones de Riesgo
Brote de Legionelosis en Manzanares
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Transformando las funciones de densidad en riesgos relativos (RR) y trasladando estos al
plano del casco urbano de Manzanares (Mapa 7) se observa una zona en el extremo norte
del municipio con mayor RR que el resto. Segun este estudio los residentes en esa zona
habrian tenido 2,10 veces mas probabilidad de padecer legionelosis. Es una zona amplia,
préxima a instalaciones de riesgo posiblemente incriminadas en el brote.

Ademas, en el centro del municipio se aprecia una zona de elevada concentracién de casos
y un RR = 1,7; la instalacion de riesgo mas préxima a esta zona es la Fuente de Piedra. En
el extremo de sur de la zona se identifica la torre de Telefonica que no parece estar
relacionada con el brote ya que no funcion6 en el periodo de riesgo.

Por dltimo, se identifican dos zonas con RR = 1,7; en una de ellas, con pocos casos
préximos, se localiza una instalacion en la que se aislo la cepa epidémica.
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Brote de Legionelosis en Manzanares
Conclusiones

10.-

11.-

12.-

Durante el mes de diciembre de 2015 se registr6 en Manzanares (Ciudad Real) el
brote comunitario de legionelosis con mayor tasa de ataque entre los publicados en la
literatura cientifica.

La rapida intervencion de la Direccién General de Salud Puablica de Castilla-La Mancha
junto con la activacién inmediata de los servicios asistenciales del area permitieron
minimizar los efectos de la enfermedad e interrumpir la transmisiéon de la legionella en
el menor tiempo posible.

La colaboracion y coordinacion entre los diferentes niveles de la administracion
(municipal, provincial y regional) facilitd el estudio del brote y contribuyé a adoptar en
cada momento las medidas requeridas.

El apoyo de profesionales e instituciones de otras comunidades autbnomas, asi como
del Centro Coordinador de Alertas y Emergencias Sanitarias (CCAES), Centro
Nacional de epidemiologia (CNE) y Centro Nacional de Microbiologia (CNM), supuso
una ayuda inestimable para los técnicos de salud publica de Castilla-La Mancha.

De acuerdo con la curva epidémica el maximo periodo de exposicién pudo ocurrir
entre los dias 8 y 14 de diciembre de 2015, aunque desde la mitad del mes de
noviembre se venia registrando (no declarando) un goteo intermitente de casos.

La tasa de letalidad registrada en el contexto del brote es una de las mas bajas de las
registradas en brotes comunitarios de legionelosis.

El envejecimiento poblacional y la prevalencia de factores de riesgo (habito de fumar,
diabetes, ..) pudieron contribuir a la transformaciéon de riesgo en enfermedad, lo que
podria explicar, en parte, la elevada tasa de ataque en el brote.

Alun habiendo estando sometidos al mismo riesgo, no se registré ningdn caso en
menores de 15 afios y tan sélo dos en menores de 25 afios.

La ausencia de Estacion Meteoroldgica en el municipio de Manzanares ha impedido
investigar con rigor las causas medioambientales que pudieron haber contribuido a la
aparicion y extension del brote.

Informes de la Agencia Estatal de Meteorologia refieren que durante los meses de
noviembre y diciembre se registraron en la provincia de Ciudad Real temperaturas
mas elevadas de lo habitual para esa época del afio. Se cita también el fenomeno de
inversion térmica como una causa del mantenimiento en el ambiente de los aerosoles
infectados por legionella.

Los casos se concentraron fundamentalmente en el norte del municipio, zona en la
gue estan ubicadas la mayoria de las instalaciones de riesgo.

Se identifico la cepa epidémica como L. pneumophila SG1, Pontiac Philadelphia, ST

899 (6, 10, 14, 10, 39, 3, 20) presente en el 80% de las cepas humanas secuenciadas.
Sin embargo se identificaron 12 cepas diferentes en muestras respiratorias.
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Con toda seguridad, en el brote estan implicadas un nimero de cepas muy elevado e
inusual en este tipo de brotes, que podrian proceder de diferentes instalaciones de
riesgo, aunque esta afirmacion no se pueda hacer con la misma rotundidad que la
anterior, a pesar de que algunas cepas humanas coinciden parcialmente con las
correspondientes ambientales.

La investigacion microbiologica de muestras ambientales tuvo muchas dificultades y
un rendimiento escaso.

En la mayoria de las instalaciones de riesgo se detect6 presencia de legionella pero
s6lo se pudo secuenciar en dos de ellas.

En una torre de refrigeracion se identifico la cepa epidémica (ST 899), sin embargo
parece que no funciond durante el periodo de exposicidon. Saber con certeza si
funcioné o no, podria ser un elemento de suma importancia en la investigacion del
brote.

En cualquier caso, los estudios epidemiol6gicos apuntan parcialmente a esta
instalacion.

En esta instalacién se identific6 otra cepa de legionella (ST 87) que no se ha
identificado en ninguna de las 66 muestras humanas secuenciadas.

Los modelos epidemioldgicos que mejor explicarian la mayoria de los casos del brote,
no todos, son los correspondientes a la Fuente de la Estacién de Autobuses.

Tanto en el depdsito como en los chorros de la Fuente de la Estacién de Autobuses se
detect6 presencia de legionella en concentraciones no despreciables, aunque no se
pudo secuenciar ninguna cepa. Los servicios técnicos contratados por el Ayuntamiento
de Manzanares pudieron aislar una cepa de Legionella No Pneumophila (Legionella
Anisa) que no tiene vinculacién con el brote, al menos con los casos confirmados.

El proceso de secuenciacién masiva que esta llevando a cabo el CNM en colaboracién
con laboratorios internacionales, podria permitir asociar, con escaso margen de error,
las cepas humanas de legionella que se han podido secuenciar con alguna de las
cepas ambientales identificadas.

El elevado potencial que tiene la legionella para generar brotes comunitarios con
graves repercusiones sanitarias, sociales y econémicas, obligan a las autoridades
sanitarias a reforzar los programas de control y prevencién de legionelosis y los
servicios de Salud Publica en general.

La investigacion sobre la legionelosis y otras enfermedades emergentes deben
situarse en un primer plano de las politicas de investigacion a nivel regional y nacional.
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Anexo |.- Protocolo de Actuaciones en Instalaciones de Riesgo frente a
Legionella en el contexto del Brote de Manzanares (Ciudad Real)

1. Se procederéa a la toma de muestras en las instalaciones de riesgo acordadas
por la Comisién de seguimiento del brote.

2. Tipo de muestras a tomar:

% Se tomardn muestras iniciales por duplicado para la realizacién de
screening y de cultivo.

s El contenido de las muestras sera de:
i. Agua, preferentemente con sedimentos.

i. Raspado de superficies (evitar raspados con instrumentos
metalicos).

3. Las muestras se trasladaran a la mayor brevedad posible al Laboratorio.
Los métodos de andlisis seran:
i. Screening: Técnica rapida de separacion inmunomagnética.
ii. Cultivo
5. Actuaciones previas al analisis:

% Se procedera a la suspension del funcionamiento de la instalacion hasta
la evidencia de los resultados analiticos.

6. Actuaciones posteriores a los andlisis:

- Si el resultado de screening es negativo, la instalacién no podra funcionar
hasta conocer el resultado de cultivo.

- Si el resultado de screening es positivo, se procedera segun se indica a
continuacion:

s La instalacibn se cerrara cautelarmente por Resolucion de la
Direccion Provincial de Sanidad.

5

S

Se realizar4 una inspeccion “in situ” en las 24 horas siguientes al
conocimiento del resultado analitico y se ordenard tratamiento de
Limpieza y Desinfeccion de la instalacién al titular de la misma.

% Trascurridos 3 dias desde la limpieza y desinfeccion, se realizara
una nueva inspeccion “in situ” para la comprobacion de la
existencia del certificado de limpieza y desinfeccion. Se procedera a
nueva toma de muestras para andlisis por método de screening,
gue se remitira al Laboratorio del ICS. Con independencia del
resultado, la instalacién se mantendra cerrada hasta el resultado
del cultivo.
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= Si el resultado del screening es positivo, se continda con
el cierre cautelar. Se comunicara al titular para que
proceda a realizar limpieza y desinfeccion de la
instalacion. Se repetir4 el proceso y se girard nueva visita
de inspeccién pasados 3 dias (aproximadamente una
semana desde el inicio) donde se procedera a comprobar
el certificado de limpieza y desinfeccion y una nueva
toma de muestras para analisis de screening que se
remitird al Laboratorio del ICS.

= Si el resultado del screening es negativo, se esperaré al
resultado del cultivo.

% A los 15 dias se girard visita de inspeccion “in situ” y se tomara
muestra para analisis de screening, que se remitird al Laboratorio
de Talavera de la Reina. Si el resultado es POSITIVO se esperara
al resultado del cultivo y la instalacion permanecera en CIERRE
CAUTELAR.

Observaciones:

1.

En cualquier momento, la Comisidn de seguimiento podra ordenar la toma de
muestras para su remision al Laboratorio que se designe.

Ante posible disparidad de resultados entre laboratorios, se considera
vinculante el resultado positivo.

Se podréa elaborar y ejecutar un protocolo especial para aquellas instalaciones
gue se consideren que tienen un riesgo elevado o especial.

Se entiende que tras la Limpieza y Desinfeccion realizadas con un resultado de
screening positivo y mientras no se obtenga un resultado de cultivo, la
instalacion sigue en una situacion de monitorizacion realizando inspecciones al
3° dia tras la limpieza y desinfeccién, a los siete dias de la visita de
comprobacion de la existencia del Certificado de Limpieza y Desinfeccion y al
15 dia de la misma, periodo en que el cultivo de la muestra inicial estara
disponible, en su caso.

Esta monitorizacion se realizara siempre que el resultado analitico del
screening inicial haya sido positivo, aunque las muestras subsiguientes sean
negativas, y siempre se esperara al resultado del cultivo de la muestra inicial.

Toda instalacion sometida a este protocolo requiere un tratamiento de
Limpieza y Desinfeccidn para su reinicio o puesta en funcionamiento.

Los Inspectores Oficiales de Salud Publica elaboraran un informe donde se
especifiquen las condiciones de las instalaciones y actuaciones realizadas, que
sera remitido a la Comisién de seguimiento del brote.
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Anexo Il.- Protocolo de Vigilancia de Legionelosis

DESCRIPCION DE LA ENFERMEDAD
Introduccién

La Legionelosis es una enfermedad de origen ambiental. Fue identificada por primera vez en 1976
tras el estudio de un brote de neumonia en Filadelfia.

La introduccion en la década de los afios noventa de pruebas rdpidas de diagnostico, como la
prueba de deteccion del antigeno de este microorganismo en orina, ha contribuido al aumento de
la incidencia observado en los paises desarrollados.

El término genérico de legionelosis se utiliza para describir las distintas formas de presentacion de
la enfermedad:

» Lafiebre de Pontiac es la forma no neumaonica que cursa de manera leve y autolimitada,
el paciente se recupera en 2 a 5 dias de manera espontanea.

» Laforma mas grave, la neumodnica, tiene una evolucion rapida y potencialmente fatal si
no se instaura el tratamiento adecuado.

Legionelosis es una enfermedad de distribucion mundial, aunque es en los paises desarrollados
donde presenta una mayor incidencia y constituye un problema de salud publica.

La enfermedad puede presentarse en forma de casos esporadicos u originar brotes de distinta
magnitud dependiendo de la fuente de infeccion.

Los brotes producidos por torres de refrigeracion son los que mayor impacto tienen en la
poblacion debido ala gran dispersién que pueden tener los aerosoles que producen.

Otros brotes se restringen a establecimientos y lugares cerrados como hospitales, hoteles, barcos,
etc.

La enfermedad tiene una presentacion estacional y los casos se producen con mayor frecuencia
a finales de verano y en otofio.
Agente

La enfermedad esta causada por la bacteria Legionella, que es un Bacilo Gram Negativo del
gue se conocen 50 especies y 70 serogrupos aunque se contindan describiendo nuevas especies.

Legionella pneumophila comprende 16 serogrupos, siendo el serogrupo 1 el que aparece como
patdgeno principal para el hombre al causar alrededor del 70-90% de las infecciones.

Otras especies que se han identificado como causa de enfermedad en el hombre son: L.
longbeachae, L. micdadei, L. bozemanii y L. dumoffii.
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Reservorio

Legionella se encuentra en bajas concentraciones en las aguas superficiales de rios y lagos e
infecta a una gran variedad de especies de amebas y protozoos, tanto en medios acuaticos
naturales como en los creados por el hombre. Es capaz de sobrevivir en un amplio rango de
condiciones fisico-quimicas.

La bacteria pasa desde estos reservorios naturales a los sistemas de abastecimiento de agua de
las ciudades y se incorpora a las instalaciones de agua doméstica u otras instalaciones que
requieren la utilizacion de agua para su funcionamiento.

Las condiciones de estancamiento del agua, la presencia de limo, sedimentos, desechos de
corrosién junto con la existencia de biofilms y las temperaturas entre 25° y 45° juegan un
importante papel en la persistencia de la bacteria y le aportan las condiciones favorables para su
crecimiento y multiplicacion.

Las bacterias se dispersan al exterior del sistema colonizado cuando existan mecanismos
productores de aerosoles (duchas, bafios con movimiento de agua, sistemas de riego,
torres de refrigeracion, etc.).

Modo de Transmision

Es por via aérea mediante la inhalacion de aerosoles contaminados con la bacteria.

También se ha descrito la microaspiracién de agua contaminada con la bacteria, aunque es muy
poco frecuente y se da en pacientes hospitalizados.

Periodo de Incubacién

Es de 2 a 10 dias. En algunos brotes se han descrito casos con periodos de incubacién de
hasta 14 dias.

En los casos de fiebre de Pontiac el periodo de incubacion es de 5 a 66 horas (mayor frecuencia
de 24 a 48 horas).

Susceptibilidad

El desarrollo de la enfermedad va a depender de la cantidad de inoculo de la bacteria que
llega a los alvéolos pulmonares del paciente, de la susceptibilidad de éste y de factores de
patogenicidad y virulencia de la bacteria, en general, poco conocidos.

La susceptibilidad individual y los factores de riesgo que favorecen la infeccion por Legionella
son aquellos que favorecen alteraciones de la via respiratoria (ser fumador, padecer una
enfermedad pulmonar crénica, etc.) por una parte, y la afectacién de la inmunidad celular por
otra, ya sea por enfermedades o tratamientos que causan inmunodepresion.
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VIGILANCIA DE LA ENFERMEDAD

Objetivos

1) Conocer y describir el patréon de presentacion de legionelosis en la poblacion.

2) Detectar precozmente casos y agregaciones de casos para controlar la difusion de la
enfermedad, establecer medidas de prevencion y evitar brotes.

3) Contribuir a la identificacion de las fuentes de infeccion para orientar las medidas de control.

Definicién de Caso
|.- Criterio Clinico

a) Legionelosis: enfermedad respiratoria aguda con signos focales e imagenes
radiolégicas compatibles con neumonia.

- Oftros sintomas y signos son:
o Cefalea
o Mialgias
o Diarreay
e VOmitos
- Lamitad de los pacientes pueden presentar confusion mental y delirio.

b) Fiebre de Pontiac: sindrome febril agudo autolimitado sin neumonia.

Il.- Criterio de Laboratorio
a) Caso Confirmado

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

- Deteccién de antigeno L. pneumophila en orina por inmunocromatografia o ELISA.

- Seroconversion (aumento del titulo de anticuerpos en cuatro veces 0 mas) con un
segundo titulo minimo de 128 frente a L. pneumophila SG1 por inmunofluorescencia
indirecta, en sueros tomados en la fase aguda y convaleciente de la enfermedad.

b) Caso Probable

- Deteccién de antigeno especifico de L. pneumophila en secreciones respiratorias o
tejido pulmonar, por inmunofluorescencia directa usando reactivos monoclonales
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frente a cualquier especie o serogrupo de Legionella, incluido el SG1.

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

- Seroconversion (aumento del titulo de anticuerpos en cuatro veces 0 mas) con un
segundo titulo minimo de 128 frente a cualquier especie o serogrupo de Legionella
distinto de L. pneumophila SG1, por inmunofluorescencia indirecta, en sueros
tomados en la fase aguda y convaleciente de la enfermedad.

- Titulo unico de anticuerpos elevado (= 256) frente a L. pneumophila SG 1.

lll.- Criterio Epidemiologico

- Pacientes que presentan sintomatologia compatible con legionelosis pero sin pruebas
diagnésticas de laboratorio y que estan relacionados con una fuente de infeccién que
ha sido la causa de casos confirmados.

- El criterio de relacion epidemiolégica se tendra en cuenta en el estudio de brotes.

Clasificacion de los Casos

1) Caso Sospechoso:

- No Procede

2) Caso Probable:

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

3) Caso Confirmado:

- Compatible con la definicién clinica de caso y con al menos un resultado positivo
en alguna de las pruebas de laboratorio consideradas de confirmacién.

Otras Definiciones para la Investigacion Epidemiolégica
» Caso Esporéadico:
- Paciente que no tiene relacién epidemiolégica con ningun otro caso.
» Agregacion de Casos:
- Dos 0 més casos ocurridos en un intervalo de tiempo superior a un mes e inferior a 6

meses, en personas que hayan frecuentado un mismo lugar en los 2 a 10 dias
anteriores a la fecha de primeros sintomas.
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- Ademaés, hay que considerar dos situaciones especiales, los casos asociados a viajes
y los casos que reciben tratamiento o atencién en instituciones sanitarias u otras
residencias o centros de larga estancia (residencias de la tercera edad, etc.).

» Casos Asociados a Viajes:

- Son pacientes que han pasado una o mas noches en alojamientos fuera de su
residencia habitual, en los 2-10 dias antes del comienzo de los sintomas de la
enfermedad.

» Agregacion de Casos Asociados a Viajes (“cluster”):

- Dos o mas casos que residieron o visitaron el mismo alojamiento en los 2-10 dias
anteriores al comienzo de los sintomas y en un plazo de dos afios. Este plazo de
tiempo se establece sélo para la vigilancia de los casos asociados a viajar.

> Casos Nosocomiales

a) Sospecha de caso nosocomial: paciente con clinica compatible y confirmado por
laboratorio que ha estado ingresado, al menos un dia, de entre los2 a 10 dias
anteriores a la fecha de inicio de los sintomas en un establecimiento hospitalario en el
gue no se han hallado més casos de legionelosis ni se halla evidencia microbiol6gica
en el estudio de las muestras ambientales del hospital.

b) Caso nosocomial probable: paciente con clinica compatible y confirmado por
laboratorio que ha pasado, al menos un dia, de entre los 2 a 10 dias anteriores a la
fecha de inicio de los sintomas en un establecimiento hospitalario y ademas en el
hospital ha habido otros casos préximos en el tiempo.

c) Caso nosocomial confirmado: paciente con clinica compatible y confirmado por
laboratorio que ha pasado el periodo de incubacién en un establecimiento hospitalario
0 cuando se ha obtenido del paciente un aislado indistinguible por técnicas de tipado
de las cepas aisladas en el sistema de agua del hospital en el periodo de tiempo en el
gue se diagnostico el caso.

Definicion de Brote
a) Brote Comunitario:

- Dos 0 mas casos ocurridos en un intervalo de tiempo igual o inferior a un mes, en
personas que hayan frecuentado un mismo lugar en los 2 a 10 dias anteriores a la
fecha de primeros sintomas.

b) Brote Nosocomial:
- Dos o0 mas casos confirmados ocurridos en personas ingresadas en el mismo hospital

en los 2 a 10 dias anteriores a la fecha de los primeros sintomas y cuando se
sospecha de una fuente comun de exposicion.
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MODO DE VIGILANCIA

De acuerdo con el Decreto 51/1997 de 29 de abril de la Red de Vigilancia Epidemiolégica de
Castilla-La Mancha, la legionelosis es una enfermedad de declaracién obligatoria de periodicidad
semanal con datos individualizados. Por lo tanto, todos los médicos en ejercicio estan obligados a
declarar casos sospechosos de legionelosis diagnosticados en su practica clinica habitual.

En los hospitales, la declaracion se hara por medio del Servicio de Medicina Preventivao, en su
defecto, por la Direccion Médica del Hospital.

En Castilla-La Mancha, las declaraciones de casos de legionelosis se comunicaran a las
Secciones de Epidemiologia correspondientes. Estas, a su vez, los declararan al Servicio de
Epidemiologia de la Direccién General de Salud Publica y Consumo.

Tras la declaracion inicial del caso, una vez constatado que se trata de un caso sospechoso,
completaran el cuestionario de caso y lo remitirdn al Servicio de Epidemiologia. Los casos se
grabaran en el Sistema de Informacion y Vigilancia Epidemiolégica (SIVE) de Castilla-La Mancha.

En caso de brote se seguira el procedimiento establecido en el Decreto 51/1997 de 29 de abril de
la Red de Vigilancia Epidemioldgica de Castilla-La Mancha (articulos 13 a 16). En el contexto de
un brote de legionelosis la declaracién pasara a ser de caracter urgente. El Hospital establecera
los mecanismos necesarios para que la declaracién urgente se mantenga en fines de semana o
dias festivos.

El Servicio de Epidemiologia de la Direccion General de Salud Publica de Castilla-La Mancha
notificara de forma individualizada los casos probables y confirmados al CNE a través de la
RENAVE y enviara la informacion de la encuesta epidemiologica de declaracion del caso que se
anexa con una periodicidad semanal. La informacidon del caso podra actualizarse después de la
declaracion inicial y se hara una consolidacion anual de la informacién.

En caso de brote el Servicio de Vigilancia de Castilla-La Mancha enviara el informe final del brote
al CNE en un periodo de tiempo no superior a tres meses después de que haya finalizado su
investigacion. Ademas, se enviaran las encuestas epidemiolégicas de los casos implicados al
CNE.

Se informara al CNE, tan pronto como se conozcan, los brotes en los que haya afectados que
residan en otras comunidades autonomas o paises. EI CNE se encargara de comunicarlo al
CCAES Yy a la Red Europea de Vigilancia de Legionelosis (ELDSNet).

Cuando la magnitud del brote o el patron de difusién requieran medidas de coordinacion nacional,
el Servicio de Vigilancia de Castilla-La Mancha informara de forma urgente al CCAES y al CNE. El
CCAES valorara junto con las CCAA afectadas las medidas a tomar y, si fuera necesario, su
notificacion al Sistema de Alerta y Respuesta Rapida de la Unién Europea y a la OMS de acuerdo
con el Reglamento Sanitario Internacional (2005).

El Servicio de Vigilancia de Castilla-La Mancha notificard al CNE los casos de legionelosis
asociados a viajes. La notificacion se hard una vez recogida la informacion de las fechas (de inicio
de sintomas, y las relacionadas con la estancia en el alojamiento), el nombre de los hoteles,
campings, balnearios, barcos, asi como la exposicidn a otros factores de riesgo relacionados con
la enfermedad durante el viaje. EI CNE notificara estos casos a la Red Europea de Vigilancia de
Legionelosis (ELDSNet).

El ECDC coordina en Europa la vigilancia de casos de legionelosis asociados a viajes (ELDSNet).
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La declaracion al ECDC de los casos asociados a viajes tiene como objetivo detectar
agregaciones de casos de legionelosis en viajeros de distintas nacionalidades y que se relacionan
con un mismo alojamiento turistico, y adoptar las medidas de control en los alojamientos
implicados para prevenir nuevos casos.

Los paises de la Unién Europea deben notificar al ECDC los casos de legionelosis con
antecedente de haber viajado durante el periodo de incubacion de la enfermedad, tanto en el pais
de residencia del caso como en otros paises. El CNE sera el encargado de notificar los casos
espafioles asociados a viajes y, a su vez, comunicara a las autoridades autonémicas los casos
asociados a viajes en Espafia y declarados por otros paises.

Ante la identificacién de un alojamiento asociado a mas de dos casos en un periodo de dos afios
(agregacion de casos) se realizara una evaluacion del riesgo del establecimiento y se instauraran
las medidas correctoras que permitan continuar con la actividad sin riesgo para los usuarios. Los
resultados de las evaluaciones de riesgo y de las medidas de control adoptadas se comunicaran
al ECDC usando los formularios Ay B (ver anexos).
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MEDIDAS DE SALUD PUBLICA
Medidas Preventivas
Los esfuerzos para prevenir la enfermedad se dirigen a controlar la colonizacién, multiplicacion y
dispersién de Legionella en las instalaciones de riesgo. La evaluacion del riesgo y el correcto
mantenimiento de las instalaciones son los elementos fundamentales para controlar la
multiplicacién de la bacteria.
Al ser esta una enfermedad de origen ambiental, las medidas preventivas se basan en el buen
disefio y en el mantenimiento adecuado de las instalaciones que utilizan agua. La legislacion
vigente (Real Decreto 865/2003) sefiala la importancia de evitar la entrada de Legionella a la
instalacion, evitar su multiplicacion en el interior de la misma, impidiendo y controlando las
condiciones que favorecen su multiplicaciéon (temperatura y suciedad), y finalmente evitar su
aerosolizacion, controlando la generacién y el vertido de aerosoles.
Entre las potenciales fuentes de infeccidn se encuentran:

- Torres de refrigeracién y condensadores evaporativos.

- Sistemas de agua caliente y fria sanitaria con acumulador y circuito de retorno.

- Sistemas de agua climatizada con agitacién constante y recirculacion a través de
chorros de alta velocidad o la inyeccién de aire (spas, jacuzzis, piscinas, vasos 0
bafieras terapéuticas, bafieras de hidromasaje, tratamientos con chorros a presion,
etc.).

- Fuentes ornamentales

- Sistemas de riego por aspersion.

- Humectadores.

- Instalaciones de terapia respiratoria.

- Oftros aparatos que acumulen agua y puedan producir aerosoles.

- Trabajos de jardineria y manejo de compostaje o tierra vegetal.

Medidas ante un Caso

La instauracion, lo antes posible, de tratamiento especifico a los pacientes es crucial para
disminuir la letalidad de la enfermedad.

La realizacion de la encuesta epidemioldgica permitird recoger informacion relacionada con la
exposicion del paciente.

Entre los antecedentes epidemioldgicos relevantes estan: desempefio de un trabajo o actividad
profesional que pueda ser de riesgo, viajes, antecedente de ingreso en hospitales o residir en
centros de atencion de larga estancia como residencias geriatricas u otras instituciones similares,
y, en general, se la encuesta recoge la exposicion a las fuentes infeccion mas frecuentes.
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Cuando se sospeche que el caso pueda estar asociado con un establecimiento publico, las
autoridades de salud publica, de acuerdo con la legislacion en sus territorios y el riesgo potencial
para los usuarios o residentes en el establecimiento, valoraran el grado de la intervencion y la
adopcion de medidas de control.

Estas medidas podran establecerse con una gradacién que ira desde el refuerzo de la vigilancia a
la realizacion de la evaluacion del riesgo e investigacion ambiental de la instalacion.

Siempre que sea posible se realizara toma de muestras para aislamiento de Legionella.

Cuando se trate de un caso con antecedentes de haber viajado durante el periodo de incubacién
de la enfermedad, ademas de cumplir con los procedimientos de notificacion ya mencionados, las
autoridades de Salud Publica informaran al responsable del alojamiento o alojamientos utilizados
por el paciente, del posible riesgo de la instalacion y actuaran de acuerdo con la legislacién
vigente en la comunidad autbnoma. Como minimo, le enviaran la informacion relativa a las buenas
practicas para el mantenimiento de la instalacion.

Medidas Ante un Brote

La investigacion de los brotes de legionelosis se orienta a la identificacion de la fuente de
infecciébn ambiental. El objetivo es la interrupcion de la emision de Legionella y evitar nuevos
casos.

La investigacion debe comenzar lo mas rapidamente posible, y debe de incluir el estudio
epidemioldgico, ambiental y microbioldgico.

La investigacion debe iniciarse con la realizacion de un estudio descriptivo que incluira informacion
epidemioldgica (andlisis de la presentacion de las variables de persona lugar y tiempo).

Los resultados del estudio descriptivo inicial guiardn el estudio ambiental, que incluira
necesariamente la inspeccion de las instalaciones y la toma de muestras de agua para deteccién
de Legionella.

El uso de sistemas de informacion geogréafica (GIS) puede resultar de utilidad para facilitar el
analisis de la agregacion espacial de los casos en los brotes comunitarios.

A partir de los resultados descriptivos se elaboraran hipétesis sobre las fuentes de infeccion y se
valorard la posibilidad de realizar estudios epidemiolégicos analiticos para probarlas. Sin embargo,
estos estudios analiticos pueden ser innecesarios si se dispone de un estudio descriptivo
consistente junto con resultados de la investigacion ambiental y microbiolégica.

El estudio microbiolégico debe orientarse a la confirmacion de la enfermedad en los pacientes, y a
obtener el mayor nimero posible de muestras clinicas para aislamiento de la bacteria. Esto
permitira definir el agente causal del brote. Ademas, la comparacion de los cultivos de los
pacientes con los recuperados en la investigacion ambiental, mediante métodos de tipificacion
genética, ayudara a establecer la relacion epidemioldgica entre los casos y las instalaciones. En
caso necesario, el Centro Nacional de Microbiologia actuar4 como laboratorio de referencia.

Se debe de disponer de un censo de las instalaciones como torres de refrigeracion y de los
dispositivos similares que emiten aerosoles y de su ubicacién en el territorio.
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Las autoridades de salud publica, de acuerdo con la legislacion en sus territorios y el riesgo
potencial para la poblacion afectada, valorardn el grado de la intervencion y la adopcion de
medidas de control. Estas medidas podran establecerse con una gradacion, en funcion de la
situacion del brote en cada momento, que ira desde el refuerzo de la vigilancia de los casos, a la
realizacion de inspecciones sanitarias en las instalaciones, o el cierre cautelar de las mismas,
como se recoge en el Real Decreto 865/2003.

Las instalaciones que se asocian a un brote de legionelosis deben ser sometidas a una vigilancia
especial y continuada, como recoge el Real Decreto 865/2003.
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Anexo lll.- Cuestionario Epidemioldgica de Legionelosis

Datos del Paciente

Cddigo de Caso: _ Afo Epidemiolégico: Semana: _
Primer Apellido: Segundo Apellido:

Nombre: Fecha de Nacimiento: - -

Edad (Afios): Sexo: Hombre[ ] Mujer[ ] CIP:

Domicilio: Teléfono:

Municipio: Provincia:

Pais de Nacimiento: Afio de llegada a Espafia:
Ocupacioén: Centro de Estudio/Trabajo:

Datos de la Enfermedad

Fechade Inicio de Sintomas: _ - -
Manifestaciones Clinicas

Si No NC

Fiebre 0 O 0O
Neumonia 0 O 0O
Cefalea ] [] []
Mialgias 0 O 0O
Diarrea/Vomitos ] [] []
Confusién 0 O 0O

Otros Sintomas: [] Citar:

Complicaciones: [] Citar:

Hospitalizado  Si [] No [] Fecha de Ingreso Hospitalario: - -

Hospital: Servicio: Numero Historia:

Municipio del Hospital: Provincia del Hospital:

Tratamiento:

Evolucion Curacion: [] Fallecimiento: [ ] Fecha Alta/Defuncién: - -
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Datos de Laboratorio

Toma de Muestras: Si[_] No [] Fechade Tomade Muestras: _ /| |

Muestra Si No NC Fecha Muestra Resultado Fecha Dtco.

Orina:

Suero (1):

Suero (2):

Esputo:

Broncoaspirado:

[
[
[
[
[
[

O 0O 0004
O 0O 004 d

Necropsia Pulmén:

Envio de Muestras al CNM: Si[ ] No [] Fecha de Envio: - -

NUmero de Muestra del CNM: Fecha de Resultado: - -

Prueba Positiva:

Aislamiento: L] Titulo Unico Alto: []
Deteccion Antigeno: ] Deteccion de Acido Nucleico (PCR): ]
Seroconversion:

L. Pneumophila SG 1: Si [[] No [] OtraEspecie/Serogrupo: Si [ ] No []

Agente Causal:
Legionella Pneumophila: Si [] No [] Legionellaspp.Si [] No []

Otra Especie: Si [] No [ ] Citar:

Serogrupo Legionella Pneumophila:

Subgrupo Legionella Pneumophila:

Genotipo:

Datos del Riesgo

Ocupacion de Riesgo:

Agricultor:  [] Construccion: [] Fontanero [ ] Conductor: []
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Limpieza/Mantenimiento [ ] Trabaja con Agua o Agua a Presion: ]
Factores Predisponentes Personales:

Fumador: [] Ex Fumador: [] EPOC: [] Diabetes: []
Hemopatia/Cancer: [ ] Corticoterapia: [] Otro Tto. Inmunosupresor: []

Otro Factor Riesgo: [ ] Citar:

Exposicién Principal:

Muestra Ambiental Positiva:

Ambito de Exposicion:

Resultado Muestra Ambiental Igual al del Caso  Si: [] No: [] NC: []
Tipo de Confirmacion de la Fuente de Infeccion:

Epidemiolégica:  [] Laboratorio: [ ] Epidemiolégicay Laboratorio:  []

Viaje Durante el Periodo de Incubacion: si: [ No: [] NC: []
Datos del Viaje Viaje 1 Viaje 2 Viaje 3 Viaje 4
Pais

Provincia

Municipio

Tipo Alojamiento

Nombre Alojamiento

Identificador Alojamiento

NUmero Habitacion

Fecha Entrada

Fecha Salida

Fecha Inspeccion

Resultado Inspeccion

Categorizacion del Caso

Clasificacion del Caso: Sospechoso: [ ] Probable:[] Confirmado:[_]
Categoria Diagnostica: Enfermedad del Legionario: [ | Fiebre de Pontiac: [ ]
Criterios de Clasificacion del Caso:
Clinico: [] Epidemiolégico: [] Laboratorio: []

Asociacion: Esporadico: [] Hotel: [] Cluster: [] Brote: [ ]
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Asignacion del Caso:

Importado: Si [] No [ ] NC [] Pais:
Municipio: Provincia:
Id. Brote: CCAA/Pais que Declara el Caso/Brote:

Otros Datos de Interés

Otros Datos de Interés:

Medidas de Control

Inspeccion: Si: [] No: [] NC: [] Fecha Inspeccion: _ - -

Inspector: Centro de Trabajo:

Medidas de Control Si: [ ] No: [ I NC: [] Fecha Medidas Control: _ / [/

Tipo de Medidas:

Limpieza y Desinfeccion de la Instalacion:
Tratamiento Térmico de la Instalacién:

Cambios estructurales y Arreglos en la Instalacion:
Cierre del Local o Instalacion de Riesgo:

No Realizado:

/N

Resultado de las Medidas de Control:
Insuficientes: [] Suficientes: L] No Consta: []

Fichero Adjunto:  Si: L] No: [] NC: []

Datos de la Declaracion

Fecha Declaracion del Caso_ - - Seccién Responsable del Caso:
Médico Declara Caso: Centro Trabajo:
Municipio Provincia: Teléfono:

Observaciones

Observaciones:
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Anexo IV.- Protocolo de Actuaciones en Brotes Comunitarios de Legionelosis

Introduccioén

En la investigacion de un brote es esencial encontrar la respuesta correcta con la mayor
rapidez posible.

Para satisfacer ambos requerimientos, la investigacion se debe enfocar
sistematicamente, aplicando los 10 pasos siguientes:

I. Establecer la existencia de un brote

Il. Prepararse para el trabajo de campo

Ill. Verificar el diagnéstico

IV. Definir e Identificar los casos

V. Describir y Orientar los Datos en términos de Tiempo, Lugar, y Persona

VI. Formular Hipétesis

VII. Evaluar las Hipotesis

VIlI.Refinar las Hipétesis y Efectuar Estudios Adicionales

IX. Aplicar Medidas de Prevencion y Control

X. Comunicar los Hallazgos
Los pasos se han puesto de manifiesto aqui en un orden conceptual. En la practica, sin
embargo, algunos pueden hacerse a la vez, o pueden hacerse en un orden diferente. Por
ejemplo, las medidas de control deberian aplicarse tan pronto como se conozcan la

fuente y el modo de transmision, que puede ser al principio o al final en cualquier
investigacién particular de un brote.
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l. - Establecer la Existencia del Brote
a) Definicién de Brote Comunitario:

e Aparicién de 2 o0 mas casos confirmados de legionelosis siempre que estén
asociados epidemiolégicamente y se sospecha una fuente coman.

b) Cluster Comunitario
* Aparicién de 2 o méas casos confirmados de legionelosis siempre que estén
asociados en el espacio y en el tiempo sin que se sospeche una fuente
comun.

c) Caso Confirmado

e De acuerdo con los protocolos de la Red de Vigilancia Epidemiolégica y las
circunstancias particulares de cada brote (persona, lugar y tiempo)

d) Asociacién Epidemioldgica
e Cuando entre dos casos confirmados haya transcurrido un periodo de
tiempo inferior a dos veces el periodo de incubacién de la enfermedad (2-10
dias).
.- Preparacién del Trabajo de Campo
Antes de iniciar la investigacion del brote se debe:

1.- Decidir la necesidad de emprender la investigacion del brote

2.- Investigar la enfermedad (busqueda bibliografica)

3.- Consultar con todas las partes implicadas para determinar su papel en la
investigacion y constituir un Comité de Seguimiento del Brote que debe incluir
personal de las siguientes dependencias:

a) Por parte de la Consejeria de Sanidad:
— Direccion General de Salud Publica
* Director General de Salud Publica
* Epidemiologia
e Sanidad Ambiental

e Laboratorio de Salud Publica

— Direccioén Provincial de Sanidad
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e Director Provincial de Sanidad

» Jefe de Servicio de Salud Publica
* Epidemiologia.

e Sanidad Ambiental.

* Inspectores de Salud Publica

b) Por parte del Servicio de Salud:

Direccion de Atencion Especializada

Direccion de Atencion Primaria

Direccion de la Gerencia de Atencion Integrada
Clinicos implicados en el brote:

e Servicio de Medicina Preventiva

e Servicio de Urgencias

e Servicio de Microbiologia

e Atencién Primaria

e Otros Clinicos (Neumologia / Infecciosas/UCI).

4.- Definir el papel asignado en el brote a cada uno de los participantes en el
mismo

5.- Decidir la persona responsable del brote asi como la que sera portavoz
del Comité ante la opinién publica y la Autoridad Sanitaria.
.- Verificar el Diagnostico
e Comprobar que los casos realmente son casos, su grado de confirmacion y
asociacion con su estancia en la zona.
IV.- Definir e Identificar los Casos
a) Definir Casos:

— Establecer una definicibn de caso propia del brote en cuestion. Esta
definicion debe incluir, al menos, los siguientes apartados:

e Signos y Sintomas
e Fecha de Inicio de Sintomas

e Resultados de Laboratorio
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e Lugar de Exposicion
b) Identificar Todos los Casos:
— Busqueda retrospectiva

— Vigilancia activa

V) Describir y Orientar los Datos en Términos de Tiempo, Lugar, y Persona

>

En el caso de un brote de legionelosis debe haber tres componentes en constante
comunicacion, coordinacién y colaboracién a lo largo de todo el proceso. Estos
componentes son:

1) Investigacién Epidemioldgica

2) Investigacion Medioambiental

3) Investigacion Microbioldgica

1) Disefio y Aplicacion de Encuesta Epidemiologica

» La encuesta epidemiolégica habra de incluir preguntas relativas a los
siguientes apartados:

a) Distribuciéon Personal:

El mismo / distinto sexo.
Jovenes / ancianos.
Usuarios de un Servicio.
Idéntica patologia de base.

b) Distribucion Espacial:

Todos los casos en un barrio.

Todos en el mismo edificio.

Dispersos por toda la ciudad.

Siguiendo distribucion de agua o aire acondicionado.

c¢) Distribucién Temporal:
e Identificacion del Periodo de Exposicion.
d) Antecedentes de Exposicidn a Instalaciones de Riesgo

e Residencia.
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e Lugares de Trabajo
e Lugares de Ocio
e Lugares de Paseo.

2) Investigacion Medioambiental

a)

b)

d)

Identificacion de Instalaciones de Riesgo en el Territorio Epidémico

Torres de Refrigeracion

Condensadores Evaporativos

Fuentes Ornamentales

Riegos por Aspersion

Nebulizadores

Cualquier Instalacion capaz de producir Aerosoles

Busqueda de Instalaciones de Riesgo No Registradas

Inspeccién de todas las Instalaciones de Riesgo:

Inspeccidn visual de todas y cada una de las instalaciones de riesgo
Revisién de la Documentacion de la Empresa

Revision del Programa de Mantenimiento

Origen y procedencia del agua

Resultados Analiticos (al menos del ultimo afio)

Operaciones de Limpieza y Desinfeccion (métodos/productos/fecha).
Evaluacién del Riesgo

Toma de Muestras:

Inicialmente:

* En puntos criticos

En una segunda fase:

* En los lugares sugeridos por las Encuestas Epidemiol6gica y Ambiental
Latoma de muestras estara rigurosamente protocolizada

Se mantendra contacto permanente con el Laboratorio de Salud
Publica

Revisiéon de la Red de Distribucion de Agua Potable

Estructura y funcionamiento de la red de distribucion de agua potable
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— Averias y reparaciones efectuadas en el ultimo afio

— Revision del nivel de cloracion del agua potable en distintos puntos de la red
(dltimos meses al menos)

f) Aplicacion Inicial de Medidas Cautelares:
— Limpieza y desinfeccion de instalaciones de riesgo

— Cierre cautelar de la instalacién hasta que se compruebe fehacientemente
gue la instalacion no genera ningun riesgo

— Inicio de expediente sancionador (cuando proceda)
— Mantener niveles elevados de cloro en agua potable de la red

— Controlar resto de pardmetros fisico-quimicos del agua “potable para
garantizar fila efectividad del cloro.

3) Investigacion Microbioldgica

— El objetivo esencial de la investigacion microbiolégica es identificar la cepa
causante del brote.

— Para ello, el Servicio de Epidemiologia mantendra una relacion permanente
con los clinicos implicados en el brote y, especialmente, con los Servicios de
Microbiologia que reciban muestras del brote.

— Desde el principio del brote se establecera el tipo y nUmero de muestras que
se deben tomar.

— El Servicio de Epidemiologia coordinara con el laboratorio de referencia
(CNM) y con los Servicios de Microbiologia que reciban muestras del brote,
el tipo y numero de muestras que se enviaran al CNM.

— El Laboratorio de Salud Pdblica informara puntualmente al Servicio de
Epidemiologia sobre las muestras que se remitan al CNM.

V1) Formulacion de Hipotesis
— Una vez completadas las encuestas epidemiolégicas y medioambientales, y

solo entonces, se formularan la/s correspondiente/s hipotesis.

VII) Evaluacion de las Hipotesis
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— Disefio y ejecucion de estudios analiticos

VIIl) Refinar las Hipotesis y Efectuar Estudios Adicionales
— Revision de los resultados del estudio epidemiolégico
— Disefio y ejecucion de nuevos estudios epidemiologicos

— Disefio y ejecucion de estudios meteoroldgicos

IX) Aplicar Medidas de Prevencion y Control
a) Inicialmente:
— Control de Instalaciones de Riesgo
—  Control de niveles de cloro en red de agua potable.
— Vigilancia activa de casos y encuesta a todos ellos
b) Posteriormente:
— Enfuncién de los resultados del estudio
c) Control de la Demanda Sanitaria
— Numero diario de personas atendidas en atencion primaria y especializada
— Numero diario de pruebas diagnésticas
— Numero diario de personas ingresadas
— Numero diario de personas ingresadas en UCI
— Numero diario camas disponibles

—  Evolucion de los casos
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X) Comunicar los Hallazgos

— En el transcurso de la investigacion de un brote, debe ser evaluada la necesidad
de compartir la informacion con las instituciones, la prensa, el puablico, y la
poblacion afectada por el brote.

—  Se elaborara un informe diario de la evolucion del brote que incluira los hallazgos
y novedades mas relevantes desde el punto de vista epidemiol6gico y ambiental.

— Elinforme se difundira diariamente a todos los participantes en la investigacion y
control del brote.

— Aunqgue los informes de la prensa, la radio, y la televisién a veces pueden ser
inadecuados, el conjunto de los medios de comunicacién puede ser un poderoso
medio de compartir con el puablico la informacion sobre una investigacion y
distribuir informacién adecuada sobre los resultados obtenidos.

— Se estableceran los cauces adecuados de participacion y comunicacion con la
poblacién afectada por el brote.

— Al finalizar el brote se debe elaborar un informe técnico con todos los aspectos

de la investigacion.

Tabla 2.- Actividades Mas Importantes en la Investigacion de Brotes
Comunitarios de Legionelosis

1.- Notificacion del Brote y Activacion del Protocolo

2.- Investigacion Epidemioldgica

3.- Investigaciéon Ambiental

4.- Obtencion y Proceso de Muestras Clinicas y Ambientales
5.- Comité Técnico de Seguimiento

6.- Comité de Expertos

7.- Investigacion Meteorologica

8.- Organizacion y Gestion de la Comunicacion

Todas estas actividades deben iniciarse en las primeras 24-48 h.
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