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1. INTRODUCCION

El control de la calidad del agua es un aspecto esencial dentro de las operaciones de vigilancia y seguimien-
to de las instalaciones de riesgo en relacion con la prevencion de la legionelosis. Aspectos como la eleccidn
de los puntos de muestreo, el procedimiento de toma de muestras y su custodia hasta la recepcion por el
laboratorio son aspectos que incidiran en la representatividad y la calidad de los resultados y facilitaran la
toma de decisiones para un buen control y correcto funcionamiento de las instalaciones.

Hay que tener siempre presente que un adecuado examen de Legionella va a depender de varios factores,
entre los que cabe destacar:

» La identificacion de los puntos de muestreo en términos de representatividad de la instalacion de agua
que se esta estudiando.

» El momento del muestreo en relacién con las operaciones de control que se llevan a cabo en la instala-
cion, incluido el momento de dosificacién del biocida y los niveles del mismo.

» La calidad de las muestras recogidas (procedimiento de muestreo).

» Adecuado transporte y almacenamiento de las muestras que asegure que estas van a sufrir el menor
cambio/alteracion posible antes del inicio del analisis.

Las caracteristicas del muestreo van a depender del objetivo perseguido, asi como de la naturaleza de la
muestra. Es decir, en el procedimiento de toma de muestras hay que tener en cuenta si se trata de:

» Determinar si el agua cumple con las especificaciones de calidad reglamentarias. En nuestro caso del

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.

» Un control preventivo, un control para comprobar la eficacia del tratamiento o un control para compro-
bar el funcionamiento de un sistema.

» Identificar el origen de un brote.

» lIdentificar y caracterizar posibles fuentes de contaminacion.

» etc.

La eleccién de los puntos de muestreo, por su parte, dependera del disefio y caracteristicas especificas de la
instalacién y de otros factores que puedan ser importantes de cara a la evaluacién de riesgos de la misma.
Hay que analizar el esquema hidraulico de la instalacion “in situ” y buscar sus puntos criticos, que seran
aquellos donde exista mas posibilidad de presencia de colonias, mads aquellos que sean congruentes con el
buen funcionamiento del sistema.


https://www.boe.es/buscar/pdf/2003/BOE-A-2003-14408-consolidado.pdf
https://www.boe.es/buscar/pdf/2003/BOE-A-2003-14408-consolidado.pdf

Las personas responsables de los muestreos deben estar entrenadas para ello y deben conocer todos
estos aspectos que pueden afectar a los resultados de los ensayos.

La formacion y la determinacién de competencia deben estar descritas para todas las personas encargadas
de la toma de muestras y esta informacion debe estar registrada de forma apropiada dentro del plan de
control y seguimiento.

La empresa responsable del muestreo debera establecer el procedimiento correspondiente y proporcionar
al interesado la documentacion basica necesaria para garantizar el conocimiento y aceptacion del mismo.




2. CONSIDERACIONES

GENERALES

2.1. MATERIAL PARA EL MUESTREO

La persona responsable de la toma de muestras debera disponer al menos, de:
» Nevera portatil con blogues de hielo (en caso que se necesitase refrigerar la muestra).

» Recipientes de polipropileno o similar, estériles, normalizados para ensayos microbioldgicos con capacidad de
1,5 litros, de 1 litro y/o de 500 ml.

» Recipientes normalizados de polipropileno con capacidades superiores a 250 ml para ensayos fisico-quimicos.
» Termodmetro digital con sonda calibrado y/o certificado.

» Fotometro y reactivos para medir el biocida residual in situ o bien kit especifico recogido en la resolucién de ins-
cripcion del biocida en el Registro Oficial de Biocidas (ROB)".

» Neutralizante apropiado para el biocida utilizado (en la resolucion de inscripcién del biocida en el ROB se indica
el neutralizante), si el envase no lo contiene. Es indispensable el uso de neutralizante’.

» Materiales para la toma de muestras: mecheros por si procede flamear el terminal o alcohol para desinfectarlo,
mascarilla, guantes desechables, herramientas necesarias para facilitar la manipulacién de los puntos a mues-
trear (destornilladores, llaves Allen, llave inglesa, ...), rotuladores y/o boligrafos resistentes al agua, agua destila-
da por si fuese necesario diluir la alicuota para determinacién de biocida.

» Registro de datos de la toma de muestras (punto 2.4 del documento).

2.2. PRECAUCIONES Y MEDIDAS DE HIGIENE DURANTE EL MUESTREO

Hay que tener en cuenta una serie de precauciones y medidas de higiene para minimizar la contaminacién
de la muestra:

Lavarse las manos completamente o llevar guantes desechables.

v

» Nunca fumar, comer o beber mientras se toman muestras.

v

Desinfectar el punto de toma de muestras, si procede, con un algodén impregnado en alcohol o flameando el
punto con un mechero.

» En tomas por inmersion (piscinas, spas, depdsitos de agua fria de consumo humano, etc.), el exterior de los
envases debera limpiarse y desinfectarse, previamente, con un algoddén impregnado en alcohol, para evitar el
aporte de contaminacion.

* El suministrador del biocida debe proporcionar tanto el kit de deteccidn répida de biocida residual como el neutralizante del
mismo, asi como la informacion sobre las cantidades necesarias para neutralizar dicho biocida.



» Nunca meter ningun objeto (termoémetro, pH-metro, ...) dentro del recipiente que contiene la muestra para la
realizacién de analisis microbioldgico.

» Sise van a emplear agentes de conservacion y/o neutralizantes, asegurarse de que no estan caducados o que
presentan un color o aspecto anormal.

» Las neveras en la que se transporten las muestras se mantendran limpias, de manera que no aporten suciedad
ni flora microbiana a los recipientes. A poder ser, se emplearan neveras de uso exclusivo para muestras de agua.

2.3. TIPOS DE ENVASE Y NEUTRALIZACION DE LA MUESTRA

Las muestras se deben tomar en recipientes normalizados y adecuados para evitar que se rompan o se
vierta su contenido en el transporte:

» El tipo de recipiente (polietileno, polipropileno, poliestireno, ...) debe elegirse teniendo en cuenta una serie de
criterios como: resistencia a temperaturas extremas, resistencia mecanica, facilidad de cierre hermético, tamafio,
forma, disponibilidad, coste, posibilidades de limpieza y de reutilizacién, esterilizacién,...

» Cuando el muestreo se realiza para ensayos microbioldgicos y fisico-quimicos, se hara en recipientes diferentes:
recipiente estéril y con neutralizante adecuado para el ensayo microbioldgico y recipiente normalizado para la
toma de muestras de agua para el ensayo fisico-quimico.

» El neutralizante debe afadirse en el recipiente en condiciones de esterilidad y teniendo en cuenta la concen-
tracién residual a la que se encuentre el biocida en el agua a muestrear (la informacidn relativa a la cantidad
de neutralizante necesario para desactivar el biocida en funcion de su concentracién estara establecida por el
fabricante).

» La capacidad de los recipientes sera acorde a los ensayos a realizar, es decir, el volumen sera adecuado para la
realizacién del analisis de todos los parametros requeridos. Especificamos la capacidad minima, tendiendo a que
el volumen muestreado se aproxime a esa cantidad teniendo en cuenta cuestiones medioambientales.

Tipo de analisis Volumen minimo (capacidad del envase)
Ensayo de Legionella 1000 ml
Ensayo de Aerobios 100 ml
Ensayos fisico-quimicos en Circuitos de Refrigeracion 250 ml

En la mayoria de los casos se utilizan derivados clorados o biocidas oxidantes por lo que el neutralizante

mas universalmente utilizado es el tiosulfato sédico (Na,S,0,).

Para conocer la cantidad de tiosulfato a afiadir tenemos que aplicar la siguiente férmula:
5 x Vol en L de agua a neutralizar x ppm CRL = mg Na,S,0,

Los envases normalizados comercializados para la toma de muestras de aguas para ensayos micro-
bioldgicos, en general, tienen una concentracion de tiosulfato a razén de 20 mg/L, por lo que SE PUEDEN
UTILIZAR estos envases, sin ningun sobreafiadido de tiosulfato sddico, para aguas que contengan hasta 4
ppm de CRL (Cloro Residual Libre).

Para neutralizar otros biocidas se tendran en cuenta las especificaciones del fabricante, las cuales se reco-
gen en la resolucidn de autorizacidn del biocida. En caso de utilizar neutralizante distinto al recogido en la
resolucién, debera justificarse su idoneidad.



Los envases para ensayos microbiolégicos no se llenan hasta arriba. Se deja una pequefia cdmara de aire
para que, una vez cerrado, se pueda voltear varias veces de modo que se mezcle bien el agua con el neu-
tralizante.

2.4. DATOS RECOGIDOS EN EL MUESTREO

Es importante que la muestra esté correctamente identificada.

La etiqueta del envase contendra la siguiente informacion:

>

»

>

Identificacion de la muestra. Lugar/Establecimiento y punto de muestreo.
Fecha y hora de la toma de muestra.

Tipo de muestra (agua CRF, agua ACS, muestra biofilm,...)

Razones/Motivos del muestreo (programacion, estudio caso, sequimiento, etc.).
Persona que ha efectuado el muestreo.

Temperatura de la muestra. En el momento de la toma de muestras se medira la temperatura del agua. En la
etiqueta constara la temperatura de la muestra.

Biocida utilizado y concentracion residual del mismo.

Si la muestra se ha neutralizado y neutralizante utilizado. Si la muestra tiene biocida y, excepcionalmente, no
puede neutralizarse, esta informacion debe registrarse (se entiende, como se ha indicado anteriormente, que
serian casos excepcionales).

En el caso del agua de consumo el procedimiento de muestreo seguido: si la muestra se ha tomado pre-flush o
post-flush, (estos tipos de muestreo se especifican mas adelante).

Ademas, se recogera toda la informacién de interés que nos pueda ayudar a una adecuada interpretacion
del resultado, como:

>

v

Informacion detallada sobre el punto de muestreo. Se recogeran todos los detalles que puedan ayudar a inter-
pretar los resultados y a implementar posibles medidas de control (presion del agua, alteraciones de temperatu-
ra en el circuito, si el grifo o la ducha gotea, presencia de sedimentos de hierro, incrustaciones, lodos, existencia
de accesorios de caucho o plastico, etc.).

En el caso del agua de consumo se anotara la temperatura del sistema de agua caliente tras abrir el grifo du-
rante 1’ o tras 2’ si se trata de agua fria. Si en 1’ el agua caliente no alcanza 50°C, se anotara la temperatura
alcanzada en ese tiempo, asi como el tiempo que tarda en estabilizarse y la temperatura de estabilizacion.

En el caso de muestreos en torres de refrigeracion de plantas de fabricacién de plasticos, papel, etc., se recogera
que se trata de circuitos con alto riesgo de presencia de nutrientes.

Si es posible, se anotara el tiempo transcurrido desde la dosificacién de biocida al muestreo.

Cualquier otro factor de riesgo importante (p. ej. si se trata de un sistema que no se utiliza, o sélo se pone en
marcha para el mantenimiento, etc.).

Cualquier caso o brote de legionelosis asociado al lugar (“histérico” disponible en los registros de Salud Publica).



3. CARACTERISTICAS

DEL MUESTREO

3.1. ELECCION DE PUNTOS DE MUESTREO

Las muestras deben tomarse donde es probable que la bacteria pueda estar en altas concentraciones y
deben ser representativas de modo que reflejen, de la forma mas precisa posible, las caracteristicas del
agua del circuito bajo estudio en el momento del muestreo.

Un buen plan de muestreo va a depender del conocimiento que se tenga de la instalacién para poder de-
sarrollar una buena estrategia de muestreo. La eleccion de los puntos de muestreo estara relacionada con
el objetivo perseguido y el tipo de instalacion, como hemos indicado al inicio de esta Guia, y variara depen-
diendo del motivo por el que se realiza el muestreo:

» Investigacion de un caso o brote de legionelosis: desde la Administracién competente se muestrearan los ele-
mentos de riesgo relacionados con el mismo;

» Caracterizacion de una instalacion: se muestrearan los puntos mas desfavorables;

» Comprobacion de la eficacia de la limpieza y desinfeccion (L+D): para comprobar la eficacia de la misma se
incluiran, si es el caso, puntos que anteriormente hayan resultado positivos a Legionella o que hayan estado
relacionados con casos, ademas de los habituales puntos de muestreo. El muestreo se realizara transcurridos
entre 15-30 dias tras la L+D.

» Control rutinario: se priorizaran aquellos puntos terminales que lleven tiempo sin utilizar, que presenten algun
problema, que hayan estado involucrados en alguna obra o reforma o aquellos puntos que hayan resultado
positivos a Legionella en muestreos anteriores. Si no es el caso, se muestrearan aquellos puntos mas alejados
de la central de produccién de calor, ademas de las muestras tomadas en acumuladores y retorno. Cuando sea
posible, se priorizaran los muestreos en duchas antes que en grifos, al tratarse de los puntos de mayor exposi-
cién posible por la formacion de aerosoles.

» La persona responsable del muestreo deberd tener en cuenta todos estos factores a la hora de elegir el punto
de muestreo.

3.2. MUESTREO DE BIOFILM / BIOCAPA MEDIANTE TORUNDA

Asi como las muestras de agua recogen las formas plancténicas (forma libre) de Legionella o del biofilm
alterado, las muestras de biofilm recogen las formas sésiles (biocapa) de la bacteria.

Se tomara muestra de biofilm/biocapa de las instalaciones en los siguientes casos:

a. investigacion casos/brotes,

b. en instalaciones en las que se detecten frecuentes recuentos positivos de Legionella, principalmente
cuando se trate de establecimientos que pueden poner en riesgo a poblacién sensible,

c. muestras de confirmacién de la eficacia de la L+D.



En el muestreo del biofilm mediante torunda hay que tener siempre en cuenta los siguientes aspectos:
» Se aconseja humedecer la torunda con el agua a muestrear ya que asi recoge mejor el biofilm.

» Si se toman ambos tipos de muestra (biofilm y agua) en el mismo punto, se recogera primero la muestra de
agua y después la de biofilm mediante raspado con torunda estéril.

» Introducir la torunda en un tubo estéril con el diluyente adecuado o con una pequefia cantidad conocida de agua
de muestra neutralizada (se seguiran las indicaciones del laboratorio que vaya a analizar la muestra).

los hisopos gcon 5 mL de diluyente. Es importante la cantidad de 5 mL, ya que los célculo de resultados se haran teniendo en cuenta
ese volumen.

En el caso de los circuitos de refrigeracion

Se recogen restos de suciedad o limo de la pared de la balsa y/o depdsito mediante torunda estéril, la cual se
humedecera con el agua a muestrear ya que asi se recoge mejor el biofilm. Una vez recogida la muestra, la
torunda se introduce en un tubo estéril con el diluyente adecuado o con una pequefia cantidad conocida de
agua de muestra neutralizada (se seguirdn las indicaciones del laboratorio que vaya a analizar la muestra).

En el caso del agua de consumo

Para recoger muestra de biofilm mediante torunda en grifos o duchas:

» Sin abrir el grifo o ducha se procedera a retirar el filtro (grifo) o difusor (ducha). Se introducira la torunda lo que
se pueda en el interior del flexible o0 manguera (o en el interior del grifo), girandola de modo que se utilice toda
su superficie. Si se observa biofilm en el filtro del grifo o en el interior del difusor de la ducha, se raspara tam-
bién con la torunda.

» Introducir la torunda en un tubo estéril, conteniendo el diluyente adecuado en o con una pequefia cantidad
conocida de agua de muestra neutralizada (se sequiran las indicaciones del laboratorio que vaya a analizar la
muestra).

10


los hisopos qcon 5 mL de diluyente. Es importante la cantidad de 5 mL, ya que los cálculo de resultados se harán teniendo en cuenta ese volumen.


4. PROCEDIMIENTO
DE MUESTREO

EN FUNCION DEL TIPO
DE INSTALACION

Antes de la toma de muestras hay que asegurarse que no se ha realizado la limpieza y desin-
feccion (L+D) o ningun tratamiento de choque en, al menos, los 15 dias anteriores a la fecha
prevista para el muestreo.

4.1. CIRCUITOS DE REFRIGERACION (CRF)

Algunos de los parametros de control (nivel de biocida, turbidez, conductividad, pH, hierro) son indicadores
del funcionamiento del sistema de tratamiento aplicado a la instalacion. Dicho de otro modo, forman parte
de la vigilancia de los puntos de control criticos determinados en el sistema.

Hay que tener en cuenta que cuando estos parametros se encuentran fuera de control, en niveles extremos,
pueden interferir enmascarando unos resultados que pueden poner en peligro a la poblacion expuesta al no
consequir identificar Legionella, dando una falsa seguridad.

En estos casos, deberan tomarse de inmediato las medidas encaminadas a estabilizar el agua del circuito y
aungue no se hubiese detectado Legionella en la analitica, tendra que repetirse el muestreo tan pronto se
haya estabilizado el agua del circuito y sin esperar al siguiente trimestre.

Muestras para determinacion de parametros microbiolégicos

La muestra para deteccién de Legionella se tomara en alguno de los siguientes puntos, con el siguiente
orden de preferencia:

»Tuberia de retorno del circuito: Punto mas iddneo. Se desinfecta el dispo-
sitivo toma-muestras por fuera con un algodén impregnado en alcohol
y se coge el agua directamente. En este punto no se tomard muestra de
biofilm. Si la instalacién no dispone de dispositivo toma-muestras en la
tuberia de retorno del agua hacia la torre o condensador, se tomara la
muestra de la balsa de agua o del grifo de purga o drenaje.

»Balsa de agua refrigerada:
Si la muestra se toma
directamente de la balsa,
se toma en un punto lo mas
alejado posible del aporte de
agua, asi como de la inyec-
cion de biocida. Si se trata
de un muestreo de control
rutinario se tomara sélo
muestra de agua.
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Si no es posible tomar la muestra directamente de la balsa, se recogera muestra del drenaje de la misma
o de algun toma-muestras que tenga. Si disponen de autoanalizador de biocida, podria tomarse la muestra
del agua que entra en el autoanalizador. Antes de muestrear, el grifo toma-muestra debe desinfectarse por
fuera con un algoddén impregnado en alcohol, con objeto de evitar contaminaciones no deseadas. En los
grifos toma-muestras no se tomara muestra de biofilm.

La muestra para determinacién de aerobios se tomara en los mismos puntos indicados anteriormente.

Los responsables de torres de re-
frigeracién y condensadores eva-
porativos tendran en cuenta que
la frecuencia de muestreo para la
determinacion de Legionella tiene
que ser adecuada al nivel de peli-
grosidad de la instalacion, siendo
la frecuencia minima la estableci-
da por la legislacién vigente.

Ademas, tomaran muestra para
determinacion de, al menos, los
parametros fisico-quimicos es-
tablecidos por dicha legislacién.

4.2. AGUA CALIENTE SANITARIA (ACS)

Numero de muestras y periodicidad

En los establecimientos especialmente sensibles (hospitales vy clinicas, residencias para personas mayores,
para personas con discapacidad, comunidades terapéuticas, etc.) la periodicidad minima de muestreo sera
trimestral. Esta frecuencia podra incrementarse tanto en razoén del propio Plan de Autocontrol en el caso de
estimar otros riesgos o bien si ha sido marcado asi por la autoridad competente.

En establecimientos ludicos, turisticos y deportivos la periodicidad minima de muestreo sera semestral.
Esta frecuencia podra incrementarse tanto en razén del propio Plan de Autocontrol en el caso de estimar
otros riesgos o bien si ha sido marcado asi por la Autoridad competente.

Estas frecuencias deben ser independientes de la analitica que se efectla para controlar la eficacia del
tratamiento de limpieza y desinfeccion anual.

En cuanto al nimero de muestras por muestreo dependera del tipo de establecimiento y de la complejidad
y numero de terminales que disponga la instalacion. Es importante que este nimero de muestras sea sufi-
ciente para poder hacer una valoracidn del riesgo de la instalacion ya que el porcentaje de puntos positivos
a Legionella del muestreo nos dara informacion del grado de colonizacién de la instalacion y por lo tanto
del riesgo de la misma.
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Para calcular el nimero minimo de muestras a tomar por muestreo se utilizaran las férmulas recogidas en
la UNE 100030:2017:

NUmero de muestras minimas en ACS = 0,5 x v¥n° de puntos terminales

NUmero de muestras minimas en AFS = 0,25 x vne de puntos terminales

Dicha UNE establece, con arreglo a estas férmulas y por aproximacion, la siguiente tabla:

Puntos terminales®” Muestras minimas ACS@ Muestras minimas AFC®
<20 2 1
21-50 3 1
51-100 4 2
101-150 5 2
151-200 6 3
201-250 7 3
251-300 8 4
301-350 9 4
WpPara instalaciones en alojamientos (hoteles, hospitales, residencias geriatricas, etc.) el nimero de puntos terminales
equivaldra al nimero de cuartos hiimedos.
@En estas muestras se deben incluir las de los acumuladores de ACS.
BEn estas muestras se deben incluir las de los depdsitos de AFS.
“Se debe tomar en todos los casos una muestra del retormno.

1. Circuito con acumulacion y retorno
- Acumuladores de ACS:

La muestra se tomara preferiblemente en la parte baja (purga) ya que asi se recogen también restos
de material sedimentado, si existiese. Se recogera la primera fraccion de la salida del mismo. Se
dejara correr el agua unos segundos Unicamente para eliminar el agua y sedimentos contenidos en
la tuberia de drenaje o purga. El tiempo dependera de la longitud de la tuberia.

Si se toma de la purga y esta tuviese colocado algun dispositivo tipo manguera o similar, si es po-
sible se retirara y si no se dejara correr el agua hasta que se haya eliminado el agua retenida en el
tramo de la manguera.

En acumuladores en los que el agua fria entra directamente, si al medir la temperatura del agua en
la purga se obtiene un resultado préximo al del agua de red indica que esta entrando agua fria por lo
que la muestra no seria representativa del agua del acumulador. En estos casos, sera preferible to-
mar la muestra en otro punto, bien en impulsién (si dispone de toma-muestra) o en el terminal mas
proximo al acumulador, en cuyo caso se dejara correr el agua el tiempo necesario, dependiendo de
la longitud de la tuberia hasta el terminal, hasta alcanzar la temperatura maxima, para asegurarnos
que estamos tomando agua del acumulador. En este punto se tomara también en el caso de termos
eléctricos o acumuladores que no dispongan de purga o toma-muestras.

Toma muestras en impulsion: en ocasiones, s6lo es posible tomar la muestra en toma-muestra
colocado en la tuberia de impulsién. En este caso, se tomara también la primera fraccién.

Cuando se pueda demostrar que la temperatura del agua en el acumulador se mantiene por encima
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de 70°C de manera constante no seria necesario el muestreo en el acumulador, ya que a partir de
esta temperatura Legionella no sobrevive, muriendo rapidamente. De todos modos, dependiendo de
diversos factores (entrada de agua fria directamente al acumulador o no, disponibilidad de sensores
de temperatura a distintos niveles, etc.) quedara a criterio del técnico-muestreador que sera quien
tendra que valorar la posible estratificacion de temperaturas en el acumulador y en caso de duda
siempre muestrear.

No se tomaran muestras de biofilm en las muestras tomadas en acumulador.

Red de ACS y AFCH:

Hay establecidos 2 procedimientos de muestreo:

Pre-flush (sin dejar correr el agua): su objetivo es muestrear el terminal y su tuberia. Representa
la colonizacién del terminal ya que una de las zonas donde la probabilidad de que Legionella
crezca y se multiplique es mayor en el interior del grifo o ducha. Por lo que el primer litro tomado
nada mas abrir el terminal es el que tendria la mayor concentracion de Legionella y preferible-
mente se deberia tomar en un terminal que haya estado horas sin utilizarse (como minimo 2
horas).

Post-flush (dejando correr el agua): su objetivo es muestrear el agua del circuito. Se deja correr
el agua hasta alcanzar temperatura constante. Representa la calidad del agua circulante sumi-
nistrada al grifo o la ducha.

Tipo de elemento a muestrear

Grifo

Pre-flush (sin dejar correr el agua): si es posible hay que elegir grifos individuales (no monoman-
dos) para evitar posibles contaminaciones cruzadas, que no hayan sido abiertos en, al menos,
las 2 ultimas horas y que no hayan sido desinfectados. Se coloca el grifo en posicion de maxima
temperatura (si se esta muestreando ACS) y evitando generar aerosoles.

Sin dejar correr el agua se toma 1 litro de muestra en un envase esteéril con tiosulfato sodico
(con cuidado de no contaminar el tapon). Posteriormente, dejar correr el agua durante 1 minuto
y medir la temperatura (si se trata de agua fria dejaremos correr el agua durante 2 minutos).

Si se procede también a tomar muestra de biofilm, se hara después de tomar la muestra de
agua. Se introducira la torunda en el interior del grifo lo que se pueda, girandola de modo que
se utilice toda su superficie (si en el filtro se aprecia biofilm, se rascara también). Introducir la
torunda en un tubo estéril con el diluyente adecuado o con una pequefia cantidad conocida de
agua de la muestra neutralizada (se seguiran las indicaciones del laboratorio que vaya a analizar
la muestra).

Ducha
Importante: evitar los aerosoles para no exponer a riesgo al muestreador.
Ducha teléfono (muestreo pre-flush)

Siempre que se pueda, se quitara el difusor. Sin dejar correr el agua, abrir la ducha (si es mono-
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mando se coloca en posicion de maxima temperatura si estamos muestreando el ACS) y tomar
1 litro de muestra en un envase estéril con tiosulfato sodico, directamente desde el flexible o
manguera si previamente se ha podido quitar el difusor. Es importante no perder el agua que
haya podido quedar en el mismo. Se mide la temperatura transcurrido 1 minuto de la apertura
de la ducha. Si se procede también a tomar muestra de biofilm, se hara después de tomar la
muestra de agua. Se introducira la torunda en el interior del flexible o manguera todo lo que se
pueda, girandola de modo que se utilice toda su superficie (si en el difusor se observa biofilm, se
rascara también). Introducir la torunda en un tubo estéril con el diluyente adecuado o con una
pequefia cantidad conocida de agua de la muestra neutralizada (se sequiran las indicaciones del
laboratorio que vaya a analizar la muestra).

Otra opcidn, para evitar perder el agua del difusor, es seguir el procedimiento del anexo 6 del RD
865/2003: en duchas monomando y si se esta muestreando ACS, se coloca en posicion de maxi-
ma temperatura de agua caliente, evitando la produccion de aerosoles. Sin dejar correr el agua se
cogen los primeros 100ml, aproximadamente. Se quita el difusor y se siguen los pasos indicados
en el punto anterior. Se mide la temperatura transcurrido 1 minuto de la apertura de la ducha.

Ducha mural (muestreo pre-flush)

Estas duchas son mas complicadas de mues-
trear. Si se puede quitar el difusor para evitar
los aerosoles, mejor. Si no es posible, para
minimizar la exposicion a aerosoles, una po-
sibilidad seria colocar una bolsa estéril alre-
dedor del difusor, atandola con una goma.
Se corta la parte inferior de la bolsa con una
tijera estéril o desinfectada con alcohol y se
coloca en la boca del envase. La muestra se
coge como se describe para ducha teléfo-
no, si bien en este caso, normalmente, no se
puede recoger muestra de biofilm.
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Otra opcién mas sencilla, aunque no evitaria la exposicion del técnico muestreador a los aero-
soles, seria utilizar los envases normalizados comercializados de boca ancha para la toma de
muestras de agua para ensayos microbioldgicos (se comercializan con tiosulfato sédico como
los habituales) o trasvasar el agua de un anaclin estéril a un envase estéril con tiosulfato sddico.

Si se trata de un grifo MIXTO (grifo con ducha) se prioriza siempre la ducha para tomar la mues-
tra.

Si el muestreo se debe a un seguimiento rutinario, no seria necesario tomar muestra de biofilm.
+ Retorno (muestreo post-flush)

La muestra se toma directamente del grifo toma-muestras del retorno. Se dejara correr el agua
para eliminar el agua y sedimentos contenidos en el grifo toma-muestras. El tiempo dependera
de la longitud de la tuberia. No se recoge muestra de biofilm.

2. Circuito con acumulacidn y sin retorno

En circuitos con acumulacién y sin retorno (incluyendo los circuitos con termo eléctrico), la muestra en
los terminales se tomaria de dos maneras:

» En primer lugar se tomaria una muestra pre-flush (sin dejar correr el agua) tal y como se ha descrito ante-
riormente. Esta muestra representa la colonizacién del terminal.

» Una segunda muestra post-flush, dejando correr el agua hasta que la temperatura se estabilice. Represen-
ta la calidad del agua circulante. Si el grifo tiene acoplado algun accesorio tipo manguera o similar, siempre
que se pueda, se quitara para tomar la muestra. Se deja correr el agua, midiendo la temperatura transcurri-
do 1 minuto (si se trata de agua fria, se deja correr el agua durante 2 minutos). Se sigue con el grifo abierto
y una vez que se haya estabilizado la temperatura tomamos la muestra.

De todos modos, el niumero y tipo de muestras quedara a valoracion del técnico-muestreador respon-
sable del muestreo en funcion del tipo de instalacion que se trate, complejidad de la misma, objetivo
del muestreo, etc.

4.3. SPAS Y SIMILARES (vasos climatizados con aerosolizacion)

La muestra se toma siguiendo el procedimiento de toma de muestras de piscinas y en un punto alejado del
aporte de agua. Se utilizara envase estéril (como minimo de 1 litro) con neutralizante especifico. Se sumer-
ge el envase en el spa, piscina o similar (por lo que debera estar limpio por fuera para evitar contaminar
la muestra con flora no deseada) hasta aproximadamente la altura de la mufieca, colocandolo en posicién
practicamente horizontal con la boca del envase apuntando ligeramente hacia arriba de manera que no se
disperse el neutralizante del envase.

Lo ideal es tomar la muestra en los momentos mas desfavorables, es decir, cuando el nivel de desinfectan-
te es mas bajo (a ultima hora del dia 0 en un momento de mucho uso o justo después).

En las bafieras de hidromasaje de uso individual, para tomar la muestra de agua sera necesario llenar la
bafiera y poner en marcha los aireadores. Después, se tomara la muestra como se indica en el parrafo
anterior.
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Si se esta investigando algun caso/brote o se trata de un muestreo tras la L+D para verificar su eficacia,
con torundas estériles se recogeran muestras de biofilm de la pared del vaso y en difusores (en este caso
se sequird el mismo procedimiento que para los terminales).

Se mide la temperatura del agua y la concentracion de biocida.

Los responsables de la instalacidon deberan tomar las muestras con periodicidad mensual, tal y como esta-
blece para los vasos con aerosolizacién y climatizados el Real Decreto 742/2013, de 27 de septiembre, por
el que se establecen los criterios técnico-sanitarios de las piscinas (Articulo 11, Anexo ).

En el caso de bafieras de hidromasaje, tratamientos con chorros a presion, etc. con agua de un solo uso, se
recomienda una periodicidad de muestreo semestral.

4.4. FUENTES ORNAMENTALES

La muestra se toma por inmersidn del envase en un punto alejado del aporte de agua y de la adiciéon de
biocida siguiendo el procedimiento de toma de muestras de piscinas y spas. Se utilizara un envase estéril
(como minimo de 1 litro) con neutralizante especifico que debera estar limpio por fuera para evitar conta-
minar la muestra. Se sumergira el envase hasta aproximadamente la altura de la mufieca, colocandolo en
posicién practicamente horizontal con la boca apuntando ligeramente hacia arriba de manera que no se
disperse el neutralizante contenido en el envase. En caso de tomar muestra de los chorros recoger directa-
mente la muestra en un envase de 1 litro.

Si se estd investigando algun caso/brote se recogeran los restos de suciedad e incrustaciones de cualquier
superficie humeda donde pueda acumularse el biofilm, como pueden ser las paredes de la fuente, mediante
torunda estéril. Si hay presencia de dispositivos de nebulizacién se tomaran también muestras de las bo-
quillas o salida de pulverizacidn; puede ser necesario desmontarlas para acceder a las superficies interiores.

Se mide la temperatura del agua y la concentracion de biocida.

La periodicidad minima recomendable de muestreo es anual, aumentando a semestral en el caso de fuen-
tes ubicadas en las proximidades de establecimientos sensibles.

4.5. INSTALACIONES DE LAVADO DE VEHICULOS

Es indispensable que el responsable o bien algun operario de la instalaciéon de lavado de vehiculos esté
presente durante el muestreo para asegurarse de que el sistema esté funcionando normalmente y para que
dirija al muestreador a los puntos de muestreo previamente seleccionados.

A la hora de seleccionar los puntos de muestreo de una instalacién de lavado de vehiculos se debe conocer
detalladamente el plano general de la instalacidn con el fin de poder identificar los puntos criticos.

Es imprescindible contar con la siguiente informacion:

» Numero de redes de agua del sistema y origen del agua. En estas instalaciones pueden coexistir redes que utili-
zan agua de red municipal o recursos propios (incluidas aguas pluviales provenientes de cubiertas y pistas) junto
con otras redes con aguas recicladas o regeneradas.

» Tipo de instalacion de lavado: box, puente, tunel o tren.

17


https://www.boe.es/buscar/pdf/2013/BOE-A-2013-10580-consolidado.pdf
https://www.boe.es/buscar/pdf/2013/BOE-A-2013-10580-consolidado.pdf

» Secciones de lavado: pre-lavado, lavado y acabado (aclarado, encerado y secado). Las diferentes secciones de
lavado constan de varios médulos de lavado o arcos provistos de boquillas de agua a presion. Dependiendo del
tipo de modulo el agua estara mezclada o no con productos quimicos como espumas, champus o ceras.

» Numero, volumen y localizacién de depdsitos o tanques de agua. Ademas de los depdsitos de almacenamiento
de agua del circuito, por lo general, los mddulos de agua a alta presién suelen disponer de depdsitos adicionales
de pequefio volumen.

La seleccidn de los puntos de muestreo incluird muestras en cada una de las redes de agua de la insta-
lacidn. Siempre que sea posible, es recomendable tomar muestras tanto en boquillas o mangueras como
en depdsitos. Se priorizara la toma de muestras en los mddulos que utilicen agua sin productos quimicos
afiadidos.

Para la toma de muestra se utilizara un envase estéril con neutralizante. Sin dejar correr el agua se llenara
un envase como minimo de 1 litro. A continuacion, se medird la temperatura del agua y el nivel de biocida
en el caso de que se esté utilizando.

Para la toma de muestra de las boquillas de los arcos o de la manguera se utilizard un envase estéril con
boca ancha. Se tomara una muestra de un litro y se trasvasara posteriormente a un envase estéril con
neutralizante. En el caso del muestreo en las boquillas de los arcos de lavado puede ser de ayuda el uso de
una pértiga para agarrar el envase. También puede ser recomendable la colocacién de grifos para la toma
de muestras.

La periodicidad minima recomendable de muestreo es:

» Tuneles y puentes de lavado de vehiculos anual, excepto si estan ubicados en las proximidades de estableci-
mientos sensibles, que seria semestral.

» Boxes, semestral.
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5. TRANSPORTE

DE LAS MUESTRAS
AL LABORATORIO

Es evidente que los recipientes que contienen las muestras deben protegerse de manera que no se deterio-
ren y no pierdan parte de su contenido durante el transporte.

Las muestras se conservan y se transportan en neveras portatiles para que queden asi protegidas de la luz
y de temperaturas elevadas hasta su llegada al laboratorio. El interior de la nevera se mantendra limpio v,
a ser posible, sera de uso exclusivo para transportar muestras de agua.

Si se toman muestras de agua a temperaturas muy diferentes, no se transportaran en la misma nevera
muestras de agua a temperaturas elevadas junto con otras de baja temperatura (por ejemplo, no transpor-
tar en la misma nevera muestras a 60° C con muestras a 20° ().

Si las muestras llegan al laboratorio en un plazo inferior a 24h desde el muestreo, se podran transportar
a temperatura ambiente, teniendo en cuenta que en el interior de la nevera se mantendra entre 6-18° C.
Pero si llegan al laboratorio entre las 24-48h tras el muestreo, debera garantizarse que se transportan a
una temperatura de (5+3)° C.

En el caso de las muestras para determinacién de aerobios, deben llegar al laboratorio en un plazo inferior
a 24h desde el muestreo manteniendo una temperatura de conservacion de (5+3)° C.

Tal y como aclara la UNE 100030:2017, siempre que se indica una temperatura de refrigeracion, se refiere
a la temperatura del entorno de la muestra, no a la muestra en si.

En caso de necesitar bloques refrigerantes, nunca estaran en contacto con los envases de las muestras.

Por otra parte, si bien Legionella no se multiplicaria significativamente durante el periodo de almacena-
miento, si podria verse afectada por la presencia de biocida remanente en la muestra. Si es probable que
la muestra tenga biocida y no puede neutralizarse previamente al almacenaje, esta informacién debe
registrarse y reducir al minimo los tiempos de transporte y almacenaje (se entiende que serian casos ex-
cepcionales).

Hay algunos parametros que requieren conservacion (refrigeracion y/o acidificacion generalmente) por lo
que es importante que el transporte hasta el laboratorio se haga en el menor tiempo posible (a ser posible,
las muestras se procesaran completamente en las 24 horas siguientes al muestreo, principalmente cuando
se trate de muestras para determinacién de aerobios). Para determinacién de Legionella nunca se deben
sobrepasar las 48 horas desde el muestreo hasta el procesamiento de las muestras en el laboratorio, sien-
do recomendable que lleguen dentro de las 24 horas siguientes al muestreo.
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6. CADENA

DE VIGILANCIA
DE LA MUESTRA

Es esencial asegurar la integridad de la muestra desde su toma hasta la emisién del informe. Ello implica
hacer una relacion del proceso de muestreo desde el momento de la toma hasta el de su andlisis. Este pro-
cedimiento de cadena de vigilancia es util como control rutinario de la trayectoria de la muestra.

Se considera que una muestra esta bajo vigilancia personal si se encuentra en posesion fisica de una per-
sona, que es la que se encarga de custodiarla y de protegerla de posibles falsificaciones, alteraciones, etc.

En caso de que las muestras se transporten al laboratorio por mensajeria urgente, se debera garantizar la
custodia y trazabilidad de las mismas.

Aspectos de la cadena de vigilancia

a.

Etiquetado de la muestra: Se utilizaran etiquetas (que pueden ser adhesivas) para evitar falsas iden-
tificaciones de la muestra. En cada etiqueta ha de constar, al menos, la siguiente informacion: tipo de
muestra (agua ACS, agua TORRE, biofilm, etc.), punto de muestreo, fecha de la toma y lugar de la misma
(nombre del establecimiento). La etiqueta se rellena con tinta indeleble en el momento del muestreo.

Libro de registro de la cadena de vigilancia (hoja de campo): Toda la informacion pertinente a un
estudio de campo o toma de muestras se registrara en un libro en el que, al menos, constara lo siguien-
te: fecha y hora de muestreo, tipo de muestras recogidas, incidencias generales observadas durante el
muestreo, nombre del muestreador, nombre y firma del supervisor del libro y observaciones del mismo
respecto a la propia recogida o toma de muestras incluyendo el dato de la temperatura y concentracion
de biocida en el momento del muestreo. Copia de esta informacion quedara en el establecimiento en el
que se ha muestreado. En el caso de la Administracion, estos datos quedaran recogido en un acta de
inspeccion, dejando la copia correspondiente en el establecimiento muestreado.

Hoja de peticion de analisis de la muestra: Las muestras de agua que se toman regularmente debe-
ran ir acompafnadas de una hoja de peticion de andlisis en la que figuraran algunos datos obligatorios:
nombre de la persona que recibe la muestra, analisis a realizar a cada tipo de muestra implicada, nom-
bre del solicitante del analisis, origen del agua, establecimiento, punto muestreo, municipio, fecha del
muestreo.

Envio de la muestra al Laboratorio: La muestra se enviara al Laboratorio lo antes posible e ira acom-
pafada de la hoja de peticion de analisis. La muestra se entregara a la persona que deba encargarse
de su custodia.

Recepcion y almacenamiento de la muestra: En el Laboratorio la persona encargada recibe la muestra
e inspecciona su estado general, comprueba la informacion de la etiqueta y hoja de peticion de analisis,
seguidamente se registra en el libro y/o ficha de entradas del Laboratorio y de ella se hace cargo, en
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su momento, el /la Responsable Técnico adscrito al Laboratorio , quien toma la decision de su almace-
namiento o procesamiento en las condiciones ya prefijadas, es decir, se hace responsable del cuidado y
vigilancia de la misma.

El informe del ensayo debera contener, al menos, toda aquella informacion que establece la ISO
11731 y el resultado debera estar expresado en ufc/l (tanto Legionella spp como L. pneumophila)
con objeto de poder comparar los resultados con los valores de referencia establecidos en la
reglamentacion vigente.
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