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RESUMEN:

La inspecciéon de salud publica ha desplegado una ingente cantidad de
medios humanos y econdmicos a través de las administraciones
responsables, desarrollando una fuerte potencia inspectora, que en todos
los casos va orientada a identificar y describir las instalaciones a través de
actas realizadas al efecto, asi como detallados programas de muestreo, que
pretenden orientar al particular responsable de la instalaciones sobre la
elaboracion de un libro de mantenimiento sanitario consecuente,
contemplado en el Plan de Prevencion y Control de Legionella ( PPCL ) o en
el Plan Sanitario de Legionella ( PSL ), y dirigido a prevenir el desarrollo y la
proliferacién de la bacteria, apoyandose en una legislacion que prevé en
todo caso sanciones para los establecimientos incumplidores y que
solamente establece obligaciones para establecimientos de uso publico(Real
Decreto487/2022).

La legionelosis esta incluida desde el afio 1996 entre las enfermedades de

declaracién obligatoria (Real Decreto 2210/95).

La declaracidon corresponde siempre a los profesionales médicos, en caso
de sospecha. La notificacion es semanal y se acompafa de los datos
relativos al caso (identificacién, epidemioldgicos y microbioldgicos),
recogidos de acuerdo con los protocolos de las enfermedades de declaracion
obligatoria. Es un buen ejemplo de enfermedad infecciosa emergente, que
se presenta como dos entidades clinicas distintas: una neuménica, asociada
a una importante morbilidad y mortalidad y que comprende la mayoria de

los casos

diagnosticados actualmente, denominada en la literatura cientifica,
especialmente americana, como enfermedad del legionario (LD), y una
forma sin afectacion pulmonar, de resolucidén espontanea y rapida que cursa
de manera inespecifica o pseudogripal - fiebre de Pontiac (Hubert et
al.,2011).
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En este trabajo se observa la influencia de las elevaciones del nivel de
biocida (molécula de cloro libre residual) en el control y la reduccion del

proceso de amplificacion de la bacteria, que se realiza en las desinfecciones

puntuales de las conducciones de agua potable, y su posible repercusion en
la elaboracién de los planes de mantenimiento sanitario de prevencién de

legionelosis.
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ABSTRACT:

The public health inspection has deployed a huge amount of human and
economic resources through the responsible administrations, developing a
strong inspection power, which in all cases is aimed at identifying and
describing the installations through reports carried out for this purpose, as
well as detailed sampling programmes, which aim to guide the individual
responsible for the installations on the preparation of a consistent sanitary
maintenance book, contemplated in the Legionella Prevention and Control
Plan (PPCL) or in the Legionella health Plan (PSL), and aimed at preventing
the development and proliferation of the bacteria, based on legislation that
in any case provides for sanctions for non-compliant establishments and
only establishes obligations for establishments for public use (Royal
Decree487/2022).

Legionellosis has been included since 1996 as a notifiable disease (Royal
Decree 2210/95).

Notification is always the responsibility of medical professionals, in the
event of suspicion. Notification is weekly and is accompanied by data on the
case (identification, epidemiological and microbiological), collected in
accordance with the protocols for notifiable diseases. It is a good example
of an emerging infectious disease, which presents as two distinct clinical
entities: a pneumonic form, associated with significant morbidity and
mortality and comprising the majority of currently diagnosed cases, referred
to in the scientific literature, especially American, as Legionnaires' disease
(LD), and a form without pulmonary involvement, with spontaneous and
rapid resolution and a non-specific or pseudo-flu-like course - Pontiac fever
(Hubert et al.,2011).

In this work, the influence of elevations in the level of biocide (free residual
chlorine molecule) on the control and reduction of the amplification process
of the bacteria, which is carried out in the punctual disinfection of drinking
water pipes, and its possible repercussion on the elaboration of sanitary

maintenance plans for the prevention of legionellosis, is observed.
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1.- INTRODUCCION:

1.1.- Estado de conocimiento del tema:

Legionella es una bacteria de reciente aislamiento e identificacién en el
campo de la microbiologia. Incluida desde el afo 1996 entre las
enfermedades de declaracion obligatoria, se conocen 65 especies (Gémez
Valero et al., 2009), - con mas de setenta serogrupos conocidos - de lasque
al menos 26 tienen una alguna cepa patdgena para el organismo humano,
siendo la Legionella pneumophila con 16 serogrupos diferentes la que tiene
mas repercusion clinica. Los 16 serogrupos de la especie L. pneumophilla
tienen importancia epidemioldgica siendo el serogrupo 1 es el que mas se
relaciona con la aparicién de brotes de legionelosis en el hombre, puesto que
aparece en un 85% de los casos, seguido de los serogrupos 4 y 6 (Gomez
Valero et al., 2009). Otras nueve especies pueden subtiparse, al menos, en
dos serogrupos distintos. De las 61 especies, 21 estadn relacionadas con
infecciones humanas de forma directa, siendo agentes patdgenos en mayor
o0 menor grado, y otras tres lo estan presuntamente, sin existir confirmacién
definitiva en la actualidad. En cuanto al resto de las especies descritas, queda
descartada su participacion en los procesos morbosos pues no ha existido
aislamiento en pacientes. Han aparecido nuevas especies en los ultimos afos
por lo que el género continlla ampliandose en la actualidad (Goémez Valero et
al., 2009).

Estas elevadas tasas de incidencia del serogrupo 1 presentan un sesgo
estadistico elevado, puesto que el procedimiento habitual en laidentificacion
de la bacteria en individuos enfermos es la deteccidon del antigeno en orina
que solo identifica Legionella pneumophila serogrupo 1, y se desprecia por lo
tanto la contribucién al proceso del resto de serogrupos y de especies. Para
evitar este sesgo seria preciso hacer cultivo en placa y poder comparar los

resultados en muestras ambientales y en enfermos.
Los casos clinicos se clasifican en tres tipos (Gémez Valero et al., 2009):

1.- Casos esporadicos aislados.
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2.- Infecciones nosocomiales (dmbito hospitalario). Suelen presentaruna
mortalidad elevada, debido que afecta a personas mas vulnerables e

inmunocomprometidas.

3.- Brotes comunitarios. Son los relacionados con personal alojado en
edificios publicos (hoteles, residencias, balnearios, barcos, etc.) o que, sin

pernoctar en ningun lugar comun, habitan en una misma localidad.

Estos ultimos son los mas habituales, siendo los elementos amplificadores
las torres de refrigeracion y sistemas de humidificacion, asi como las redes
de agua sanitaria tanto fria como caliente, contaminados por Legionella. Ha
quedado acreditado en los uUltimos anos que cualquier instalacién de agua
sanitaria es susceptible de favorecer la amplificacion y la proliferacion de la
bacteria y que las clasificaciones entre primer y segundo nivel de riesgo han
quedado claramente superadas. En estas instalaciones la bacteria sufre un
proceso de amplificacidon por multiplicacién que le permite alcanzar los puntos
del sistema en los que exista un elemento generador de aerosoles (Vaqué
Rafart et al., 2002)

1.1.1.- Antecedentes historicos:

El descubrimiento de la bacteria es relativamente reciente, siendo el
primer brote documentado en 1976 en Filadelfia, que provoco la muerte de
treinta y cuatro personas. Un afio después en el Centro de Enfermedades
Infecciosas de Atlanta se descubrié que el agente causal era una bacteria a
la que se denomind Legionella pneumophila, siendo identificado como
legionelosis el proceso neumonico generado. Estudios retrospectivos
realizados a continuacidn demostraron que esta bacteria era la causante de
brotes anteriores. Se considera que el primer brote epidémico conocido e
identificado como tal tuvo lugar en 1965 en un hospital psiquiatrico de
Washington DC. (Vaqué Rafart et al., 2002)

En 1968 aparecio otro brote en el Condado de Pontiac, asociado al mismo
agente etioldgico, en el que los afectados presentaban sintomatologia
diferente y desarrollaron una variante no neumonica de la enfermedad, que
cursa con fiebre, conocido posteriormente como fiebre de Pontiac (Kaufmann
etal., 1981).
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La mayor incidencia de la legionelosis a nivel mundial se ha producido en
los paises de la cuenca mediterranea en particular Espafia, Italia y Francia, si
bien es cierto que es en el mundo denominado desarrollado donde se realiza
un seguimiento riguroso y estricto de presencia de la bacteria (datos del

Centro Europeo de Control y Prevencién de Enfermedades, -ECDC-,2010)

A nivel de Espafa la idea que cobra mas fuerza, igualmente mediante
estudios retrospectivos, es que el primer brote de legionelosis fue en
Benidorm en 1973.

En la figura 1 puede verse la evolucién de la comunicacion de casos de
legionelosis en Espaina en la ultima década, y como, con alguna oscilacién,

esta tasa ha ido aumentando.
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Figura 1: Tasas de notificacion de legionelosis por 100000 habitantes segun
el afno de inicio sintomas y el sexo en Espafa, afos 2012 a 2022. Fuente:
RENAVE.

En 1986 se cred el European Working Group for Legionella Infections
(EWGLI), que fija la colaboracién internacional en toda Europa con respecto

a la legionelosis. EWGLI cred el Esquema Europeo de Vigilancia de la
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Enfermedad de los Legionarios Asociados a los Viajes, conocido como
EWGLINET. Desde abril de 2010 es coordinado por el ECDC con sede en
Estocolmo. Trata de identificar casos de infeccidon por Legionella en viajeros
gue regresan y brotes, a la vez que colabora en el control y la prevenciénde

otros casos.

La mayor parte de los estudios realizados hasta la fecha, asi como los
trabajos de investigacion, abarcan mayoritariamente la parte médica del
proceso, es decir todo el desarrollo de la bacteria una vez que ha llegado al
organismo infectado y se desarrolla el proceso morboso. Los agentes de
inspeccién de salud publica tienen su campo de actuacion en la fase anterior,
cuando comienza el crecimiento exponencial de la bacteria en los edificios

construidos y habitados por el hombre.

1.1.2.- Caracteristicas del género Legionella:

Legionella es una bacteria aerobia heterétrofa. Bacilo gramnegativo, no
esporulado, se comporta como “parasito” de protozoos de agua dulce,
generalmente amebas (huéspedes naturales) o de forma menos significativa
de otros protozoos y algas donde se reproduce endocelularmente formando
quistes a veces con un numero elevado de bacterias, o como patdgeno
humano oportunista que causa el proceso clinico de la legionelosis, en sus
dos vertientes tanto la forma neumodnica como en la fiebre de Pontiac,

desarrolldandose intracelularmente en las células del hospedador.

No presenta formas de resistencia (esporas) pero es capaz de
reproducirse también de forma libre y sobrevivir en un amplio rango de
condiciones fisicoquimicas (Busch et al., 2018). Estas caracteristicas la
convierten en un microorganismo con una fuerte capacidad de desarrollo en

ambientes propios de edificios de habitats humanos.

En la figura 2 aparece una recreacion tridimensional del aspecto de la

bacteria en microscopia electrdnica.
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Figura 2: Imagen recreativa tridimensional de la bacteria Legionella. Vision

mediante microscopio electrdonico. Fuente: www.sistemabio.com.

Es un microorganismo muy ubicuo cuyo nicho ecoldgico son los ambientes
acuaticos naturales, se ha aislado en rios, lagos, aguas estancadas, aguas
termales, fangos, e incluso en aguas cloradas (observandose siempre mayor
proliferacién cuando la cloraciéon no es continuada en el tiempo). En aguas
saladas no se observa presencia si bien se pueden aislar colonias en aguas
salobres. Los factores que contribuyen de forma activa al proceso de

amplificacion de la bacteria son, por orden de influencia:

- El grado de estancamiento del agua (existencia de zonas muertas, baja

velocidad de circulacién).
- La presencia de limo, sedimentos, desechos de corrosion.

La existencia de biofilms que contienen diferentes microorganismos
parasitados por Legionella que a su vez actlan como biocapa (protozoos,

algas y bacterias).

La presencia de esta biocapa es importante en la proteccidon de la bacteria,

proporcionando ademas una fuente de nutrientes, y un soporte para su
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multiplicacion y supervivencia, que se ve favorecida por la presencia de

depdsitos sélidos en suspension y temperaturas entre 25°C y 45°C.

La patogenicidad de la bacteria comienza tras el proceso de amplificacién
que se produce en los circuitos de conduccién de agua, cuando se dan estas
condiciones fisicoquimicas que favorecen su desarrollo. A través de
instalaciones que generan aerosoles, puede llegar a los alveolos pulmonares
mediante aspiracion cuando es transportada en microgotas inferiores a 5 yum,
provocando neumonia o el referido proceso febril agudo que cursa con

ausencia de neumonia llamado fiebre de Pontiac (Vaqué Rafart et al., 2002).

Estudios recientes han tratado de reproducir las condiciones de
crecimiento de la bacteria en el agua extraida de las conducciones, antes de
ser enviadas las muestras al laboratorio, en ambientes generados de forma
artificial mediante filtros isotérmicos (Farag et al., 2017), cuyo objetivo era
obtener un método rapido sensible y eficaz de deteccidon de las unidades
formadores de colonias (UFC) de la bacteria, sin necesidad de realizar el
transporte al laboratorio. Estos estudios demuestran la facilidad que tiene
esta bacteria para desarrollarse y permanecer tiempo largo, incluso en
condiciones adversas, aumentando su potencialidad infectante, reforzada por
esta doble capacidad de desarrollarse tanto de forma libre como en el interior

de otros microorganismos.

La bacteria pasa desde los reservorios naturales, donde se encuentra en
bajas concentraciones, 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 esta agua para su

funcionamiento.

En condiciones normales no es patdgena, y convive de forma natural en
espacios de desarrollo humano sin provocar ningun tipo de alteraciones. Se
desarrolla en medio acuatico de forma discreta, por lo que las redes de
aprovisionamiento de agua potable la introducen constantemente en los

edificios a los que abastecen.

Ademas de sobrevivir en el interior de las amebas, las bacterias Legionella
de vida libre pueden llegar a adoptar un estado de necesidades metabdlicas

reducidas, denominado viable pero no cultivable (VBNC), que dificulta la
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recuperacion de la bacteria del ambiente y la hace mas resistente a los
biocidas (Vaqué Rafart et al., 2002).

No aparece por lo tanto en los criterios de potabilidad del agua de
consumo humano establecido en la legislacién vigente (Real Decreto 3/2023),
puesto que, no es patogena por ingestidon y ademas de que por su escaso
desarrollo en el medio acuatico tampoco lo seria por inhalacion de forma

inicial.

1.1.2.1.- Taxonomia, caracteristicas morfologicas y fisiolégicas,

factores de virulencia:
La clasificacién taxondmica de la bacteria seria la siguiente:
REINO: Bacteria.
FILO: Pseudomonadota.
CLASE: Gammaproteobacteria.
ORDEN: legionellales.
FAMILIA: Legionellaceae.
GENERO: Legionella.
ESPECIE: L. pneumophila.

Coxiella burnetii es la especie filogenéticamente mas préxima a
Legionella, ya que poseen en comun el caracter de patégeno intracelular. La
homologia de ADN entre cepas de una misma especie del género Legionella
es igual o superior al 70%, mientras que entre cepas de diferentes especies

es inferior al 70% (Sanchez Serrano, 2013).

El riesgo de que se produzca infeccion mediante la aspiraciéon de las
bacterias que se hallan en el medio ambiente, y que posteriormente, se
desarrolle la enfermedad, depende de la intensidad y duraciéon de la
exposicion, la concentracidon de la bacteria en el aerosol y la susceptibilidad
de las personas expuestas (edad avanzada, fumador, enfermedades cronicas,
inmunodeprimidos...). Ademas de por inhalacion de aerosoles o aspiracién de
agua contaminada, se han comunicado casos de infeccidn tras el lavado de

heridas con agua contaminada.
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El hombre es un hospedador ocasional de la bacteria ya que no es
necesario para la replicacién ni la supervivencia del microorganismo. No se
ha demostrado la transmisién de persona a persona. No se ha documentado

la existencia de reservorios animales (OMS, 2007).

Legionella tiene un tamafio que oscila entre 0,3 y 0,9 ym de ancho por
1,5-5 ym de largo. En los tejidos se pueden presentar en forma cocoide o
bacilar y en algunos cultivos son pleomoérficos y pueden presentar formas
muy alargadas. Son moéviles (excepto L. oakridgensis) gracias a uno o mas
flagelos polares o subpolares y se ha podido demostrar la existencia de

fimbrias y de una estructura polisacarida acida extracelular.

El lipopolisacarido de la membrana externa de la pared presenta
caracteristicas diferenciales con respecto a las enterobacterias, tanto en
aspectos bioquimicos, ya que es muy rico en acidos grasos ramificados,
inusuales en las bacterias gramnegativas, como en la actividad endotéxica.
Se desconoce hasta qué punto estos aspectos estructurales que hacen
referencia al liopolisacarido pueden tener relacién con las propiedades
tintoriales y la notable resistencia al calor y a los &cidos de estos

microorganismos.

La coloracion de Gram es tenue, sobre todo cuando el colorante de
contraste es la safranina. Se tife bien (de color rojo) por el método Giménez
y las técnicas de plata (impregnacién con plata Dieterle modificado). No son
acido alcohol resistentes, aunque la especie L. micdadei se tine débilmente
con la coloracién de Ziehl-Neelsen, perdiendo esta caracteristica en

resiembras posteriores.

La legionelosis como proceso morboso se inicia tras la inhalacion y

probablemente microaspiracién de microorganismos del género Legionella.

A pesar de que la presencia en el medio sea masiva, deben confluir
algunos factores de forma simultanea para que aparezca la enfermedad, la
cantidad de inoculo bacteriano que llega a los alvéolos pulmonares del
paciente, la susceptibilidad de éste y la patogenicidad y virulencia de la
bacteria (Cianciotto., 2001).

La susceptibilidad individual la determina la alteracion de la via

respiratoria (ser fumador, padecer una enfermedad pulmonar crénica, etc) y

8
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la afectaciéon de la inmunidad celular como recibir tratamiento con
inmunosupresores o corticoides. También es un factor de susceptibilidad la
edad de la persona (ancianos y niflos son mas susceptibles) (Cianciotto.,
2001).

El indculo bacteriano que se precisa para causar legionelosis se
desconoce. En estudios de experimentacion con cobayas se desarrolla una
infeccidén asintomatica con inéculos de 10-100 microorganismos liberados por
aerosolizacién, enfermedad con 1000 bacterias y la muerte con 10000
bacterias. Un quiste amebiano contiene facilmente 1000 bacterias lo cual
explicaria que la inhalacion de un Unico quiste amebiano fragmentado de

biofilm podria causar enfermedad

Una vez que la bacteria entra en los pulmones es fagocitada por los
macréfagos alveolares y quizas también interiorizada por las células
epiteliales. Legionella genera factores de virulencia que favorecen la
fagocitosis, lo que posibilita la supervivencia y el crecimiento intracelular.
Tras un crecimiento intracelular suficiente, la bacteria destruye al macroéfago,

que es re-fagocitado por otros macrofagos.

A partir de esta multiplicacion intracelular, neutrofilos, nuevos macrofagos
y eritrocitos infiltran los alveolos y se origina edema. Las quimiocinas y
citosinas liberadas por los macréfagos infectados dan lugar a una respuesta
inflamatoria intensa. La respuesta de los linfocitos T colaboradores y sus

citoquinas es fundamental para la eliminacion de Legionella (EWGLI, 2015).

1.1.2.2.- Ecologia y parametros fisicoquimicos determinantes

de la presencia de Legionella:

Legionella es un patdégeno ambiental, y comprender su ecologia puede
contribuir decididamente a establecer métodos para prevenir su diseminacién

ambiental y por lo tanto la transmisidn de la legionelosis como enfermedad.

Aunque ha habido avances significativos en la comprensién de la
formacion y colonizacién de biofilms por parte de Legionella en los ultimos

anos, aun hay muchas partes que siguen siendo desconocidas, a saber:
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- El papel de algunas especies bacterianas en la produccion de biofilms de
Legionella, y el mecanismo con el que estas especies promueven su

crecimiento mientras que otras especies lo inhiben.

- Los parametros fisicoquimicos del agua en sistemas de agua sanitaria
gue podrian limitar el crecimiento de Legionella y que por lo tanto pueden ser

Utiles para la prevencion de la legionelosis.
- La regulacién génica de L. pneumophila.

- El estilo de vida intracelular contribuye a la resistencia del biofilm de
Legionella a la desinfeccion in situ, pero no parece que esta resistencia sea

lineal en funcién de mayor o menor presencia de protozoos hospedadores.

Los factores enddgenos que Legionella utiliza para facilitar la formacion

de biofilms, también es un tema no del todo resuelto en la actualidad.

Por lo tanto, dentro de la ecologia y los habitats naturales de desarrollo de
Legionella es fundamental considerar la presencia de los biofilms en los que
esta se desarrolla y su composicion, que determinan en muchos casos las

estrategias de saneamiento de las conducciones de agua sanitaria.

In vitro, Legionella se reproduce en biofilms de una sola especie de
microorganismos o en biofilms multiespecie (de muchas especies). De estos
microorganismos, son los protozoos los que determinan la persistencia de
Legionella, ya que con frecuencia los utiliza para replicarse intracelularmente,
dentro de ellos (Rowbotham, 1981).

Los protozoos desempefan un papel importante en el ciclo de vida de las
especies de Legionella, ya que proporcionan un habitat para su supervivencia
y replicacion ambiental. En los biofilms, se han encontrado varias especies de
amebas asociadas con Legionella (Taylor et al., 2009). Estas amebas se
alimentan de bacterias presentes en biofilms multiespecie, lo que permite una
mejor replicacion de Legionella. De esta manera podemos relacionar la
cantidad de Legionella presente en biofilms con la masa de protozoos que
exista en el biofilm (Liu et al., 2012), toda vez que también es capaz de crecer
y multiplicarse a partir de los restos de amebas muertas (Temmerman et al.,
2006).
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Se ha detectado al mismo tiempo la presencia de biofilms flotantes que
albergan protozoos asociados con Legionella, en ausencia de superficies

abioticas disponibles (Declerck et al., 2007).

Se puede afirmar entonces que los protozoos, y particularmente las
amebas son un medio de replicacion de la bacteria en el interior de los
mismos, asi como un nicho protector que ralentiza la accién lesiva de los
factores ambientales estresantes, incluidos los biocidas utilizados para
desinfectar los sistemas de agua (Donland et al., 2005), o la temperatura, ya
que las amebas termotolerantes permiten que L. pneumophila persista

después del tratamiento térmico (Storey et al., 2004).
Colonizacidn de biofilms por parte de L. pneumophila

El proceso de propagacién y persistencia posterior de la bacteria dentro
de una nueva area de conducciéon de agua se define como colonizacion.
Podemos distinguir dos etapas claramente diferenciadas. Una primera etapa
en la que se forma el biofilm ligado a la superficie de las conducciones de
agua sanitaria, y, una segunda etapa posterior en la que se produce la unién

de Legionella al sustrato, tanto en superficies bidticas como abiodticas.

El material de las superficies al que se adhieren las colonias de Legionella
es un factor importante para considerar puesto que puede adherirse con
comodidad a varios plasticos diferentes usados en la fabricacién de
conducciones, pero sin embargo el cobre inhibe su adherencia (Rogers etal.,
1994).

Por otra parte, la absorcién dentro de los protozoos esta condicionada por

la presencia de bacterias en el biofilm.

Pseudomona aeruginosa puede inhibir la colonizacion por Legionella,
mientras que Klebsiella pneumoniae disminuye el efecto inhibidor de la

anterior.

Legionella pneumophila produce un tensioactivo, que resulta toxico para
otras especies de Legionella, e impide su acceso y crecimiento en los biofilms
(Geesey et al., 2000).

En cuanto a parametros fisicoquimicos se observan las siguientes

singularidades a tener en cuenta:

11
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Parametros estimulantes del desarrollo de Legionella:

- Los cationes como el calcio y el magnesio, zinc y manganeso estimulan
la colonizacién del biofilm por Legionella. Particularmente el zinc aumenta la
capacidad de Legionella de unirse a las células huésped epiteliales
pulmonares humanas, lo que viene a indicar que estos cationes pueden
aumentar la unién de Legionella a las superficies bidticas ademas de a los

biofilms abidticos (Yaradou et al., 2007).

- La disponibilidad de carbono también favorece la colonizaciéon de
superficies abidticas por Legionella, presumiblemente porque proporciona
nutrientes para que se replique. No obstante, este incremento de la bacteria
por presencia de carbono organico solo se ha podido observar a 20°C, lo que
parece indicar que el carbono solo puede influir en ese incremento poblacional

a ciertas temperaturas (Pang et al., 2006).

Como parametros inhibidores del desarrollo de Legionella, tenemos la
presencia de nanoparticulas y cobre que, con frecuencia dificultan la

colonizacién del biofilm por Legionella (Koubar et al., 2013).

La temperatura podia considerarse un parametro ambivalente puesto que
es un determinante importante para la colonizacién de los biofilms por parte
de Legionella. En los sistemas de agua, incluso en presencia de fuentes de
carbono organico, la temperatura por encima de 55°C reduce la cantidad

detectable de UFC, mientras que entre 20°C y 45°C la favorece.

No obstante, esta circunstancia segun algunos autores también podria
deberse a una disminucion de otras especies de microorganismos que

pudieran favorecer el crecimiento de Legionella (Van der Kooij et al., 2005).
El flujo o el estancamiento del agua

El estancamiento del agua en los sistemas de distribucion favorece la
colonizacién por Legionella. El flujo constante en el agua puede disminuir su
presencia, si bien esta puede persistir en condiciones de flujo turbulento. Esta
persistencia de Legionella bajo flujo turbulento, parece encontrar explicacion
en el hecho de que la bacteria puede localizarse en la parte de sedimento

menos afectada por el impulso del flujo (Fliermans et al., 1981).
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La mayor parte de la investigacidn sobre la colonizacion de biofilms de
Legionella se ha centrado en determinar los parametros fisicoquimicos
descritos anteriormente que hacen que Legionella pueda colonizar y crecer

sobre los biofilms.

Son menos conocidos los factores moleculares de Legionella que

contribuyen directamente a este proceso colonizacién de biofilms.

La proteina similar al colageno de Legionella (Lcl) se identifico inicialmente
como una adhesina necesaria para la infeccién de protozoos y macroéfagos. El
Lcl promueve la adhesidn a sustratos abidticos, asi como las interacciones
célula-célula/célula-sustrato (Vandersmissen et al., 2010; Mallegol et al.,
2012).

Los pili de tipo IV también participan en la colonizacién de los biofilms de
Legionella debido a su papel en la adherencia a las células protozoarias (Stone
et al., 1998).

Factores enddgenos de Legionella que pueden influir en la colonizacion de

biofilms

Para Legionella como para otros microorganismos, la formacion de
biofilms es una respuesta a las situaciones ambientales hostiles que le

permiten sobrevivir.

Un factor ambiental importante es el hierro, con un gran papel en el
crecimiento de muchos organismos y puede influir en la replicaciéon de
Legionella (Cianciotto, 2007).

Se ha comprobado que la adicién de lactoferrina, que es un quelante del
hierro, puede reducir enormemente la presencia de UFC de Legionella, lo que

demuestra la importancia del hierro en su viabilidad (Orsi, 2004).

Por otra parte, el transporte bacteriano del ién ferroso promueve la
replicacion intracelular de Legionella en protozoos, lo que puede influir en la

colonizacién de biofilms (Robey et al., 2002).

Sin embargo, aunque el hierro es esencial para el crecimiento de la
bacteria y la formacidn de biofilms, las altas concentraciones de hierro pueden
inhibir ese crecimiento, desconociéndose hasta la fecha el fundamento

bioquimico de este fendmeno (Hindre et al., 2008).
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La temperatura mencionada anteriormente como un determinante
importante para la colonizacién de los biofilms, puede regular las propiedades
de estos biofilms producidos por Legionella. In vitro, a 37-42°C, las biofilms
tienen forma de micelio y estdn compuestos por bacterias filamentosas,
mientras que los biofilms producidos a 25°C son mas delgadas y estan
formados por células en forma de bastoncillos (Piao et al., 2006). Estos
hallazgos demuestran que la filamentacién de Legionella esta regulada por la

temperatura.

Se ha observado que este crecimiento filamentoso ocurre igualmente en
otras especies bacterianas para aumentar la aptitud frente a condiciones

ambientales adversas (Justice et al., 2008).

In vitro, los biofilms producidos a 37°C son mucho mas fuertes y robustos
que los producidos a 25°C pero sin embargo los biofilms producidos a 25°C
son mas adherentes. Igualmente, los pili tipo IV estan regulados por la
temperatura y pueden influir en la unién a diferentes temperaturas (Liles et
al., 1998).

Funcion de las especies microbianas no protozoarias en la colonizacion de

biofilms por parte de Legionella

Las especies de Flavobacterum y cianobacterias favorecen el crecimiento
y la colonizacion de L. pneumophila en biofilms al proporcionar una fuente de
nutrientes (Wadowsky et al., 1983).

Estudios realizados in vitro han demostrado que el crecimiento de
Legionella puede ser necrotréfico si bien esta restringido a ciertas especies
microbianas. Por ejemplo, Pseudomona putida muerta por calor favorece este
crecimiento puesto que se posiciona como fuente de nutrientes, sin embargo,
otros microorganismos muertos como Bacillus subtilis y Lactobacillus
plantarum no favorecen el crecimiento de L. pneumophila (Temmerman et
al., 2006).

Se ha planteado la hipétesis de que L. pneumophila pueda inhibir el
crecimiento de otras especies de Legionella porque se sabe que L. pneumophila
produce un tensioactivo secretado por la proteina TolC, que es tdxico para otras
especies de Legionella, pero que sin embargo no tiene ningun efecto sobre

Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Listeria monocytogenes
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por lo que no se puede afirmar con rotundidad que L. pneumophila influya
negativamente en el crecimiento de otras especies de Legionella en su

entorno natural (Stewart et al., 2011).
Resistencia de los biofilms que contienen Legionella a los biocidas

Existe una gran industria orientada e interesada en mejorar los métodos
de desinfeccidon de biofilms que contienen Legionella debido a la amenaza
continua para la salud humana que representan estos organismos en las
aguas de consumo humano. Sin embargo, debido a la forma de vida
intracelular de Legionella dentro de los protozoos, es dificil determinar si la
resistencia de Legionella en los biofilms es debida a la estructura de estos, a

su asociacién con la ameba, o a ambas.

Resulta evidente no obstante que el medio en el que se encuentra en los
biofilms Legionella es extremadamente resistente al tratamiento con biocidas

y puede entrar en un VBNC.

Esta propiedad nos lleva a determinar que realizar una evaluacion precisa
de los niveles de contaminacién con Legionella es complicado, ya que requiere
el cocultivo de Legionella con ameba para poder evaluar el VBNC. (Declerck
et al., 2005).

Las nanoparticulas pueden interrumpir las interacciones entre Legionella
y las amebas, y pueden eliminar eficazmente a Legionella de los biofilms con
flora bacteriana diversa, pareciendo ser una opcion de tratamiento atractiva

para desinfectar los circuitos de agua sanitaria (Rogers et al., 1995).

Los biocidas mas comunes utilizados para controlar los patdgenos
transmitidos por el agua son generalmente derivados del cloro, y estos son
mas eficaces que los rayos UV para desinfectar Legionella (Schwartz et al.,
2003). No obstante, la cloramina, uno de los biocidas derivados del cloro mas
potentes, no erradica por completo Legionella de los biofilms (Williams et al.,
2003).

La ubicacidon del biofim es un factor importante para valorar en las
estrategias de desinfeccién. Los biofilms formados en los sedimentos,
protegen a Legionella contra la radiacion UV. Las bacterias Legionella
cultivadas en una superficie sdlida son mas resistentes a la muerte por yodo

que las bacterias cultivadas en caldo, lo que sugiere que existen diferencias
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metabdlicas entre las bacterias del género Legionella, asociadas a la
superficie sobre la que estas se desarrollan (Cargill et al., 1992).

1.1.3.- Legionelosis:

Legionella y legionelosis son términos relacionados pero distintos en su
naturaleza y uso en el contexto de la microbiologia y la salud publica.
Legionella se refiere a un género de bacterias Gramnegativas, de las cuales
Legionella pneumophila es la especie mas conocida y responsable de la
mayoria de los casos de infeccion. Estas bacterias son comunmente
encontradas en ambientes acudticos naturales y artificiales, incluyendo

sistemas de agua sanitaria (Boamah et al., 2017).

La legionelosis es el término clinico que se utiliza para describir las
enfermedades causadas por la infeccidon con estas bacterias. Incluye tantola
LD, una forma grave de neumonia, como la fiebre de Pontiac, una enfermedad

mas leve similar a la gripe (Abdel-Nour et al., 2013).

La LD se caracteriza por sintomas como neumonia con fiebre alta,
escalofrios, tos, dolor de cabeza, dolores musculares y, en algunos casos,
sintomas gastrointestinales como diarrea y dolor abdominal (Fields et al.,
2002).

Por lo tanto, la legionelosis, pasa a ser una enfermedad respiratoria grave,
principalmente causada por la bacteria Legionella pneumophila, que acaba
provocando una neumonia severa con una tasa de letalidad que varia entre
el 5% y el 80% (Abdel-Nour et al., 2013; Burillo et al., 2017).

Es importante resaltar el hecho de que la presencia ambiental de la
bacteria estd vinculada a la aparicion de los brotes, pero no existe una

correlacion directa entre la concentracidn ambiental y la aparicion del brote.

La casuistica de aparicion de enfermos de neumonia por Legionella esta
mucho mas relacionada con la existencia de factores intrinsecos del propio

paciente.

Esta bacteria como patdgeno acuatico, que se encuentra de forma ubicua

en ambientes naturales y sistemas de agua potable (Abu Khweek & Amer,
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2018), se transmite principalmente a través de la inhalacién de aerosoles

contaminados, generados en las instalaciones potencialmente transmisoras.

La replicacion dentro de protozoos ambientales, le permite evadir las

condiciones adversas y los tratamientos biocidas (Boamah et al., 2017).

La coevolucion con multiples especies de protozoos ha desembocado en
el desarrollo de mecanismos que permiten a L. pneumophila ocupar un rango
muy amplio de hospedadores e infectar células humanas (Abu Khweek y
Amer, 2018).

Estudios recientes indican que la presencia de protozoos, como
Acanthamoeba y Hartmannella, son importante para la formacién de biofilms
y la persistencia de Legionella (Boamah et al., 2017). Estos protozoos no
solo proporcionan un habitat protegido para la replicacion intracelular de la
bacteria, sino que también aumentan su virulencia y resistencia a las
estrategias de desinfeccidon actuales (Fields et al., 2002; Abu Khweek y Amer,
2018).

Es evidente entonces que se establece una relacién simbidtica con los
protozoos que junto con la capacidad de formar biofilms, facilitan la
colonizacién y persistencia de L. pneumophila en ambientes acuaticos
(Caicedo et al., 2019).

Ademads, las interacciones entre L. pneumophila y otras especies
microbianas dentro de los biofims juegan un papel importante en la
colonizacién y la resistencia de la bacteria (Assaidi et al., 2020). La
prevencion de la formacion de biofilms y el control de las poblaciones de
protozoos en sistemas de agua son necesarios para reducir el riesgo de

legionelosis (Caicedo et al., 2019; Chatziprodromidou et al., 2022).

La formacién de biofilms en sistemas de distribucidon de agua, contribuye
a la persistencia de L. pneumophila. Podemos entender estos biofilms como
comunidades microbianas complejas que ofrecen un nicho protegido donde
la bacteria puede sobrevivir y resistir los esfuerzos de desinfeccién (Assaidi
et al., 2020).

En el brote de neumonia por L. pneumophila, esta suele ir acompafiada
de otros microorganismos, sin embargo, esta bacteria es la mas persistente
debido a esta simbiosis con protozoos y a la persistencia en los biofilms.
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Se consideran brotes comunitarios si hay dos o mas casos en un mes o
menos, en individuos que hayan estado en el mismo lugar en los 2 a 10 dias

previos al inicio de los sintomas (Almeida et al., 2021).

La legionelosis puede manifestarse en casos esporadicos también ademas
de los brotes epidémicos, y, dentro de los brotes es comun distinguir entre el
entorno comunitario y el hospitalario (Adeyemi, 2023). En el entorno
hospitalario seria un brote nosocomial, igualmente referido a dos o mas casos
confirmados que ocurrieron en personas hospitalizadas en el mismo lugaren

los 2 a 10 dias anteriores al inicio de los primeros sintomas.

Partiendo de la base de que, en ambos casos, se considera un brote
cuando hay al menos dos casos identificados, es importante destacar que, en
la aparicion comunitaria de los casos de legionelosis, la mayoria de los casos
son esporadicos y no estan vinculados a brotes conocidos. Sin embargo, en
entornos hospitalarios, la presentacidon recurrente de casos o brotes ha
llevado a denominarla legionelosis nosocomial endémica. En general, se trata
de brotes prolongados atribuidos a la contaminaciéon de los sistemas de
abastecimiento de agua por Legionella, son causados por torres de
refrigeracion o sistemas de agua sanitaria contaminados, que a través de la

emisién de aerosoles expanden la bacteria (Almeida et al., 2021).

Siguiendo con el razonamiento anterior, la forma mas comun de
presentacion de la enfermedad son los casos esporadicos en la comunidad,
seguidos en orden de frecuencia por los brotes comunitarios. Los casos de

origen nosocomial ocupan la tercera posicidon en cuanto a frecuencia.

Los casos adquiridos durante viajes pueden ser clasificados tanto como
parte de brotes comunitarios como esporadicos de la comunidad, e incluso
como un grupo distinto por si mismos porque tienen diferente interés

epidemioldgico (Moreno Bafion, 2024).

En la figura 3 se describe la tasa de notificacion de todos los casos,
desglosada por CC. AA., correspondiente al afio 2022. Se observa una cierta
correlacién geografica, en el sentido de que, salvo Extremadura, aparece una

tasa de notificacién mas elevada en el nordeste espafiol.

18




Miguel Angel Redondo Cadenas, 2024

‘-ﬂ

%

3 Tasa de Incdenca 2022 par 100.000hat.
LJ:F = 4,75-7.75]
(3,50 - 4.76]
‘i} ﬂ 2,25 - 3.50]
-V &
=

(0,80 - 2.25]
0

Figura 3: Tasas de notificacion de legionelosis por 100000 habitantes segun
la comunidad auténoma. Afio 2022. Fuente: RENAVE.

Los pacientes con mayor predisposicién a contraer la enfermedad son
aquellos que estan bajo tratamiento con inmunosupresores o han recibido un
trasplante de érgano sélido. Sin embargo, la mayoria de los casos se registran
en individuos de edad avanzada, fumadores o con broncopatia. Asimismo, el
periodo de incubacion oscila entre 2 y 10 dias, siendo generalmente de 5 a 6
dias (Murdoch et al., 2020).

La identificacion temprana y el tratamiento adecuado son fundamentales
para reducir la mortalidad asociada a la legionelosis. El tratamiento
generalmente incluye el uso de antibidticos como los macrdlidos o las

quinolonas (Vaccaro et al., 2021).

En la figura 4 podemos apreciar cdmo se ha producido un incremento en
la comunicacion de casos del afio 2017 al 2022 y sobre todo como en época
estival es cuando se produce el mayor nimero de comunicacidon de casos y

brotes.

19




Miguel Angel Redondo Cadenas, 2024

350
300
250
§ 200
S 150
100
50
0
" ‘3"\0{:2’ ' G}o @@(Lo ?*9‘\\" @@0 $ &P }0\0 ‘?éa P \\@@9@0&\3@&\&@@ "5‘6 r 6@6
& 9O
Mes
Mediana casos 2017-2021 == Casos 2022

Figura 4: Evolucidn de la mediana de casos comunicados de legionelosis
comparativa 2017-2021/2022. Afo 2022. Fuente: RENAVE.

Las tasas de notificacidén a lo largo de una década desglosadas por sexo y
edad ofrecen la particularidad de que en las mujeres la media de edad de los
casos notificados es mayor que en los hombres, es decir que los casos
diagnosticados en hombres corresponden a personas mas jovenes de forma
mayoritaria que los casos diagnosticados en mujeres. Puede existir una
correlaciéon entre este desglose de la incidencia por sexo y los habitos de vida
saludables, puesto que no se conoce ningun estudio donde se considere una

predisposicidn mayor a contraer la LD en hombres que en mujeres.

Las figuras 5 y 6 recrean esta situacion y se observa perfectamente esa

evolucion.
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Figura 5: Tasas de notificacion de legionelosis en Espafia segun la edad en
hombres. Afios 2012 a 2022. Fuente: RENAVE.
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En la figura 7 se aprecia que en el afio 2022 la tendencia descrita
anteriormente para la década anterior se repite y, de nuevo se observa que
en el sexo masculino tiene mayor notificacion de casos en personas mas

joévenes y en mujeres corresponden a persona de mas edad
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Figura 7: Tasas de notificacion de legionelosis en Espafa segun la edad y el
sexo en Espafha. Afo 2022. Fuente: RENAVE.

Principales vias de transmision de Legionella spp. en entornos urbanos y

rurales

En los entornos urbanos y rurales, las principales fuentes de transmision
de Legionella siguen siendo los sistemas de agua y dispositivos que generan
aerosoles (Barrabeig et al., 2010; Prussin et al., 2017). En un estudio sobre
un brote de legionelosis asociado con una maquina de nebulizaciéon de aire
en un supermercado se destacé de manera muy especifica, como estos
dispositivos pueden dispersar aerosoles contaminados con Legionella,
facilitando la inhalacion de las bacterias por las personas expuestas
(Barrabeig et al., 2010).

En entornos rurales, aunque menos documentados, también existen
riesgos significativos. Se describen casos de legionelosis asociados con

plantas de tratamiento de aguas residuales industriales. Estas plantas pueden
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liberar aerosoles contaminados durante el tratamiento de oxigenacién del
agua, lo cual es especialmente relevante en areas rurales donde el
tratamiento de aguas puede ser menos riguroso y mas susceptible a la

proliferacidén de Legionella (Kusnetsov et al., 2010; Kanarek et al., 2022).

Ademas de estas fuentes, tanto en entornos urbanos como rurales, los
sistemas de riego y fuentes naturales como lagos y rios también pueden
actuar como reservorios de Legionella. La contaminacion de estos cuerpos de
agua puede ocurrir de manera natural o a través de la actividad humana,
como la descarga de aguas residuales (Kanarek et al., 2022). Los aerosoles
generados por el movimiento del agua en estas fuentes pueden ser inhalados
por personas que se encuentran cerca, representando otra via de transmisién

potencial (Sabatini et al., 2022).

Impacto de la calidad del agua potable en la incidencia de legionelosis en

diferentes regiones geograficas

Es de destacar que variables como la temperatura del agua, los niveles
de cloro residual y la presencia de materia organica son determinantes
criticos para el control de Legionella. Los paises que aplican rigurosamente
estos controles tienden a reportar menos casos de legionelosis, lo que
subraya la importancia de una gestion adecuada del agua potable (Julien et
al., 2022).

Se ha valorado como los cambios en la temperatura del agua,
influenciados por el cambio climatico, pueden afectar la proliferacion de
Legionella. Las regiones con climas mas calidos o con sistemas de agua que
no regulan adecuadamente la temperatura pueden experimentar un aumento
en la incidencia de legionelosis debido a las condiciones favorables para el

crecimiento bacteriano (Gunkel et al., 2022).

Las temperaturas mas calidas favorecen la reproduccion de la bacteria y
pueden reducir la eficacia de los tratamientos de desinfeccion, como la
cloracion. Esto sugiere que el cambio climatico podria agravar los problemas
de calidad del agua y, por ende, aumentar los riesgos de legionelosis (Gunkel
etal., 2022).

A medida que las temperaturas globales aumentan, se observa una

elevacion de la temperatura en los almacenes de agua y en los sistemas de
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distribucion de agua potable. Este aumento de la temperatura crea un
ambiente mas propicio para el crecimiento de Legionella, especialmente en

sistemas que no estan adecuadamente regulados (Gamage et al., 2022).

Por otra parte, también parece probable que las regiones geograficas que
experimentan mayores cambios en las condiciones climaticas podrian ver un
incremento en los casos de legionelosis. Esto se debe a que las
infraestructuras de agua en estas areas pueden no estar preparadas para
manejar las nuevas condiciones ambientales, lo que aumenta el riesgo de

brotes de legionelosis (Gamage et al., 2022).

¢Coémo afectan las diferentes especies de protozoos a la replicacion y

persistencia de Legionella pneumophila en varios sistemas acuaticos?

El entorno intracelular dentro de los protozoos no solo protege a L.
pneumophila de condiciones adversas, sino que también mejora su

patogenicidad cuando infecta a huéspedes humanos.

Ha quedado demostrado que la coevolucién de L. pneumophila con
protozoos ha equipado a la bacteria con mecanismos sofisticados para
manipular los procesos celulares del huésped y facilitar su replicacion
(Chambers et al., 2021). Por ejemplo, L. pneumophila secreta proteinas
efectoras a través del sistema de secrecién de tipo IV Dot/Icm, que modula
las vias de trafico vesicular del huésped para crear una vacuola permisiva
para la replicacién (Fields et al., 2002; Yang et al., 2022). Esta capacidad
para manipular la maquinaria celular del huésped es una prueba de la

adaptacién de la bacteria a sus hospedadores protozoarios.

La presencia de protozoos en los sistemas acuaticos puede reducir
significativamente la eficacia de las estrategias de desinfeccion dirigidas a

controlar las poblaciones de L. pneumophila.

Los biofilms, que son comunidades complejas de microorganismos
incrustados en una matriz extracelular autogenerada, son a menudo sitios
donde coexisten protozoos y L. pneumophila (Boamah et al., 2017; Assaidi
et al., 2020). La interaccidon entre protozoos y L. pneumophila dentro de los
biofilms mejora la capacidad de resistencia de la bacteria frente a los estreses

ambientales y las medidas de desinfeccion (Abu Khweek y Amer, 2018).
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Agente causal de la legionelosis: Legionella

En el brote de 1976 de la entonces conocida como LD, se aisldé una
bacteria en muestras de pulmén de los pacientes. Estas bacterias eran bacilos
desconocidos que oscilaban entre 0,4 ym y 0,8 yum de ancho y entre 2 um y
4 um de largo (Fraser et al., 1978). Se realizaron varias pruebas estandar,
incluyendo la tincion de Gram, para identificar al agente etioldgico
responsable, pero las bacterias no se tifieron con éxito, ya que solo algunas

se tifleron débilmente como bacilos gramnegativos (Fraser et al., 1978).

Dado que las bacterias no fueron identificadas, se inicid6 un nuevo estudio
para buscar la relacién genética de las cepas que compard doce cepas
bacterianas desconocidas, sospechosas de causar la LD, con cepas de
bacterias conocidas y bien caracterizadas. Se determind que las cepas no
estaban relacionadas con ninguno de estos microorganismos conocidos. Este
resultado sugirid que las bacterias aisladas desconocidas eran miembros de
una especie poco estudiada o de un grupo previamente no clasificado (Fraser
etal., 1978).

Las siguientes investigaciones encontraron que las bacterias no
identificadas eran exigentes, requerian cisteina, eran incapaces de reducir
nitratos, negativas para la degradacién de urea y necesitaban algo de oxigeno

para crecer (Fraser et al., 1977).

Con estos resultados del estudio de relacién genética, se determind que
las bacterias causantes de la enfermedad eran parte de una familia nueva. El
nombre propuesto fue Legionella pneumophila, con el nombre del género
refiriéndose a la Legién Americana, donde se descubrié la enfermedad por
primera vez, y el nombre de la especie” que tiene querencia por los
pulmones". L. pneumophila fue la primera especie en la familia recién

clasificada Legionellaceae (Fraser et al., 1977).

Actualmente existen 65 especies en el género Legionella, pero no todas
causan legionelosis con la misma frecuencia. Las especies se dividen en mas
de 70 serogrupos. La cepa del serogrupo 1 (Sg 1) causa aproximadamente el
90% de los casos de legionelosis por L. pneumophila, la cual representa entre
el 80 y el 90% de los casos en Europa y EE. UU. (Iliadi et al., 2022).
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Ademas, la LD puede ser causada por especies no pertenecientes a L.
pneumophila, como Legionella longbeachae, que es la principal causa de
legionelosis en Australia y Nueva Zelanda y es la Unica especie que se

encuentra naturalmente en el suelo (Iliadi et al., 2022).

L. pneumophila se compone de tres subespecies: pneumophila, fraseri y
pascullei (Wadowsky et al., 1985; Fields et al., 1986).

1.1.3.1.- Aspectos clinicos, factores de riesgo, diagndstico y

tratamiento de la enfermedad:

Legionella es muy sensible a la desecacion, mientras que en unambiente

himedo puede sobrevivir mas de un afio (Sciuto et al., 2021).

Aunque puede existir la transmision de persona a persona, es rara.
Normalmente las vias de infeccidn son las descritas a través de aerosoles.
Desde el punto de vista patogénico la bacteria tiene la capacidad de
multiplicarse dentro de los macréfagos alveolares y los monocitos
sanguineos. La infeccidon ocurre después de que el microorganismo entra en
el tracto respiratorio a través de gotas y se encuentra con los macréfagos
alveolares en el tracto respiratorio inferior (Chambers et al., 2021). Después
de ser fagocitada por un macrdéfago, L. pneumophila remodela su fagosoma
en una vacuola que contiene Legionella (LCV) (Guillemot et al., 2022; Bass
et al., 2023).

La LCV esta rodeada por una doble membrana (Kim y Isberg, 2023). L.
pneumophila secreta desde el LCV mas de 300 elementos efectores
bacterianos hacia el citosol utilizando el sistema de secrecion de tipo 4
(T4SS), que esta codificado por el gen Dot/Icm (Iliadi et al., 2022; Adeyemi,
2023). Las cepas deficientes en el gen Dot/Icm no forman vacuolas LCVs y
no pueden prevenir la acidificacién del fagosoma y por lo tanto no se replican

intracelularmente (Kim y Isberg, 2023).

La figura 8 describe graficamente el ciclo de invasion del macréfago por
parte de Legionella y su multiplicaciéon dentro de él, hasta su liberaciéon al

medio ambiente.
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Growth cycles of Legionella pneumophila
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Figura 8: Esquema de abordaje de Legionella a los macréfagos alveolares.

Fuente: www.alamy.es.

El periodo de incubacién de la legionelosis se estima entre 2 y 10 dias
(Fraser et al., 1977). La mayoria de las personas sanas expuestas a
Legionella no enferman. La enfermedad es mas comun en individuos con un
mayor riesgo de infeccidon, como son personas de edad avanzada, fumadores
actuales o exfumadores, personas con enfermedades pulmonares como la
enfermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC) o el enfisema pulmonar,
personas con comorbilidades como diabetes mellitus, neoplasias, insuficiencia
renal o que toman medicamentos para suprimir el sistema inmunoldgico
(Pérez-Cobas et al., 2020).

En la figura 9 se recrea graficamente el proceso de invasién de los alveolos

pulmonares por parte de la bacteria transportada en los aerosoles.
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Figura 9: Esquema de recepcion de aerosoles por las vias respiratorias.

Fuente: www.phsserkonten.com.

La legionelosis es mas comun durante el verano y principios del otofio,
debido a las condiciones ambientales que favorecen el crecimiento y la

diseminacion de la bacteria (Graham et al., 2023).

El riesgo de neumonia por Legionella puede aumentar en ciertas
circunstancias, como después de periodos de lluvia o durante emergencias
de salud publica como asi fue durante la pandemia de COVID-19, lo que

subraya la necesidad de mejorar en diagnésticos diferenciales.

No obstante, la neumonia por Legionella puede producirse en pacientes
sin exposicién tipica a entornos susceptibles, lo que complica aun mas su

diagnéstico (Palazzolo et al., 2020).

En determinados momentos el diagndstico de la neumonia por Legionella
puede comprometer la vida del paciente, especialmente en casos con

comorbilidades con lesiones pulmonares previas (Rhoads y Hammes, 2021).
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Presentacion clinica

Tras la exposicion a aerosoles que contienen Legionella, los individuos
pueden ser asintomaticos o presentar sintomas, dependiendo de su estado

de salud en el momento de contraer la infeccion.

El inicio del proceso morboso es agudo, con fiebre alta, mialgia y tos.
Aproximadamente el 50% de los pacientes presentan ademas alteraciones
neurolégicas y gastrointestinales, bradicardia relativa, hipofosfatemia o

niveles elevados de ferritina (Prussin et al., 2017).

Esta enfermedad a menudo se complica por la diseminacién
extrapulmonar, causando una mortalidad del 8 al 12% (Magdzinska et al.,
2023).

En casos raros, la legionelosis puede presentarse como una "infeccién
extrapulmonar por Legionella pneumophila, sin neumonia, afectando tejidos

blandos, liquido sinovial o el corazén (Barrabeig et al., 2010).

Aparte de neumonia esta bacteria provoca fiebre de Pontiac, una forma
leve y autolimitada no relacionada con la neumonia que también ha sido
vinculada a la exposicion a aerosoles que contienen Legionella (Prussin et al.,
2017; Iliadi et al., 2022). Suele diagnosticarse solo cuando los casos ocurren
en forma de brote epidemioldgico, debido a la naturaleza leve de los
sintomas. Este diagndstico de la fiebre de Pontiac estda sesgado por la falta

de procedimientos diagndsticos claros establecidos.

En el caso de la neumonia causada por L. pneumophila es mas sencillo
hacer un diagndstico de sospecha previo, cuando los antibidticos beta-
lactdmicos o aminoglucésidos son ineficaces, el paciente esta
inmunosuprimido, tiene insuficiencia hepatica o renal, diabetes mellitus, ha
estado en el lugar de exposicion o ha trabajado con instalaciones de
fontaneria/agua directamente antes de la infeccién (Niu y Zhao., 2022;
Magdzinska et al., 2023).

Diagndstico de laboratorio de la legionelosis

Para diagnosticar que un paciente padece legionelosis en alguna de sus
formas clinicas, ademas de la sintomatologia que exprese, es necesaria la

confirmacion del laboratorio. Las pruebas se realizan a partir de muestrasde
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esputo, secreciones del tracto respiratorio, tejido, sangre, suero y orina
(Magdzinska et al., 2023).

El rango de posibilidades diagndsticas en laboratorio incluye pruebas
seroldgicas, cultivos bacterianos del tracto respiratorio, pruebas de antigenos
en orina y pruebas de anticuerpos en suero y otros métodos moleculares (p.

ej., reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Iliadi et al., 2022).

En los resultados de laboratorio, se puede observar un aumento en la
actividad de la alanina amino transferasa (ALT), de la aspartato amino
transferasa (AST) y de la creatina quinasa (CK), asi como hiponatremia en el

suero sanguineo.

Por otro lado, en el andlisis de orina, pueden aparecer proteinas y
hematuria. Una radiografia de tdrax muestra una infiltracién en los pulmones
ubicada cerca de la pleura, unilateral o bilateral, con signos de desintegracién

del érgano a veces (Magdzinska et al., 2023).

El cultivo respiratorio es el mas frecuente para el diagndstico de la
legionelosis y permite la identificacién de especies. Aunque la deteccién de
antigeno urinario se utiliza cada vez mas en el ambito médico, este método

solo es capaz de diagnosticar L. pneumophila serogrupo 1 (Lp1).

El medio de cultivo mas comuUnmente utilizado para aislar y cultivar
Legionella spp. es el agar de extracto de levadura y carbén tampén (BYCE),
suplementado con 0,1% de alfa-cetoglutarato. Este medio puede hacerse

selectivo afladiendo antibidticos (Vittal et al., 2021).

El uso rutinario de esta técnica es altamente recomendado ya que
permite el diagndstico de todas las especies de Legionella y la investigacion
de brotes y estudios epidemioldgicos adicionales. Ademas, los cultivos de
secreciones del tracto respiratorio inferior pueden ser utilizados para pruebas
de susceptibilidad antimicrobiana (Instituto de Salud Carlos III, 2019; Iliadi
et al., 2022).

El cultivo de muestras no respiratorias se recomienda solo si se sospecha
gue la enfermedad afecta a otros espacios anatdémicos. A veces pueden
ocurrir episodios de manifestaciones de legionelosis no respiratoria,
acompafiadas o no de neumonia (Chambers et al., 2021). Las infecciones

extrarespiratorias son variadas e incluyen esplenomegalia y rotura de bazo,
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pericarditis, miocarditis, infecciones de heridas, endocarditis, artritis e
infecciones del sistema nervioso central (Burillo et al., 2017).

La PCR se utiliza cada vez mas en y actualmente es una prueba validada
para un diagndstico rapido de la legionelosis causada por Lp1 y otras especies
de Legionella pneumophila (Burillo et al., 2017; Tomaskovic et al., 2022).

La mayoria de los casos de legionelosis son esporadicos y adquiridos en
la comunidad (mas del 70%), seguidos por aquellos relacionados con viajes

(mas del 20%) o relacionados con la atencion sanitaria (alrededor del 10%).

En la figura nimero 10 se observa la evolucién en la notificacion de casos

asociados a viajes tanto en viajeros nacionales como extranjeros en una

década.
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Figura 10: Casos en viajeros nacionales y extranjeros asociados a viajar a
Espafa. Aflos 2012 a 2022. Fuente:RENAVE.

Durante la ultima década, las tasas de incidencia de legionelosis han
aumentado en los Estados Unidos, Canadd, Europa, Israel y Japdén, aunque
estd subestimada a nivel mundial (Burillo et al., 2017; Tomaskovic et al.,
2022).

No obstante, el diagnostico de laboratorio de la LD puede basarse en

técnicas de cultivo o no cultivo (Burillo et al., 2017).
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Técnicas de No Cultivo

L. pneumophila puede identificarse en muestras clinicas mediante
microscopia fluorescente, aunque la sensibilidad de este método es baja
debido a su alta dependencia de la calidad de la tincién, la habilidad del
operador y la necesidad de una alta carga bacteriana (Burillo et al., 2017).
Ademas, la existencia de organismos no Legionella que se tifien de forma
cruzada ha determinado que este método diagndstico se utilice raramente.
(Chambers et al., 2021).

En la figura 11 se observa una imagen tipica de Legionella mediante

microscopia fluorescente.

Figura 11: Imagen de microscopia fluorescecente de Legionella.

Fuente. www.ewcdiagnostics.com.
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Legionella es dificil de detectar mediante la microscopia de muestras de
pacientes tenidas con Gram (Brenner et al., 1979). La tincién con solucion
de fucsina basica al 0,1% en lugar de safranina es mas efectiva, pero aun asi

es dificil visualizarlas.

La prueba diagndstica no basada en cultivo mas utilizada para la
legionelosis es la deteccién de antigeno soluble en orina, que identifica el
lipopolisacarido, un componente de la pared celular de L. pneumophila (LPS)
(Fields et al., 2002).

Este método es el mas rapido, aunque esta limitado a L. pneumophila
serogrupo 1 (Lp1). En Europa, los casos diagnosticados que utilizan el método
de antigeno urinario han aumentado significativamente desde 1998 (15%en
1995 vs. mas del 90% en 2006), acompafiando el aumento en el uso de esta
prueba. Los pacientes dan un resultado positivo en la prueba dentro de 48 a
72 horas desde la aparicion de los sintomas y pueden continuar dando

positivo durante varias semanas o meses (Kim et al., 2022).

La sensibilidad de la prueba es del 56% al 99%, lo que significa que puede
no detectar hasta el 40% de los casos de LD. La sensibilidad es mayor para
los subtipos Lp1l MAb 3/1. Se ha observado una sensibilidad mas baja, que
oscila alrededor del 40% para otros subtipos. La sensibilidad de la prueba se
ha correlacionado con la gravedad de la LD, y también es menor en pacientes
con infeccidn nosocomial o bajo inmunosupresién debido a una mayor
probabilidad de infecciones causadas por cepas distintas de Lpl MAb 3/1 o

por especies de Legionella distintas de L. pneumophila (Burillo et al., 2017).

Una minoria de pacientes con fiebre de Pontiac también puede dar positivo
en la prueba de antigeno urinario. Si los hallazgos epidemioldgicos y clinicos
en estos pacientes indican fiebre de Pontiac asociada a Lp1, la pruebapodria

servir para confirmar los casos (Prussin et al., 2017).

Las guias de la IDSA-ATS ( Infectious Diseases Society of América ) sobre
el manejo de la neumonia adquirida en la comunidad ( community-acquired
pneumonia -CAP-) en adultos, recomiendan la prueba de antigeno urinario
en pacientes que no responden al tratamiento con antibiéticos ambulatorios,
aquellos con neumonia grave, especialmente si requieren cuidados

intensivos, estan inmunocomprometidos, pacientes que abusan del alcohol,
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si han viajado en las ultimas dos semanas, o bien presentan derrames

pleurales (Burillo et al., 2017).
Técnicas Moleculares

Las técnicas moleculares pueden mejorar el diagndstico de LD porque
detectan diferentes serogrupos y especies (Nisar et al., 2020). Estas técnicas
también presentan una mayor sensibilidad (alrededor del 30%) que los
métodos de cultivo. Los métodos basados en la amplificacion de acidos
nucleicos han identificado con éxito especies de Legionella, especialmente L.

pneumophila, en orina, esputo y sangre (Nisar et al., 2020).

Existen seis ensayos comerciales, pero solo ha recibido la aprobacién de
la Administracion de Alimentos y Medicamentos de EE.UU. el ensayo conocido
como BD ProbeTec ET L pneumophila amplified DNA assay, Becton, Dickinson
and Company, Franklin Lakes, NJ, (Cho et al.,2012).

Métodos Seroldgicos

Los métodos seroldgicos no son muy efectivos. Los titulos altos de
anticuerpos detectados en muestras de suero en fase aguda no son
concluyentes porque pueden estar presentes anticuerpos de infecciones
subclinicas previas por Legionella spp. o anticuerpos de reaccioén cruzada de
infecciones bacterianas heterdlogas. Ademas, en la mayoria de los pacientes
con LD confirmada por cultivo, la seroconversiéon no es detectable hasta al

menos tres semanas después de la infeccién (Feng et al., 2021).

Hasta en una cuarta parte de los pacientes con enfermedad confirmada
por cultivo, no hay seroconversién detectable. Ademas, muchos pacientes
inmunosuprimidos nunca producen anticuerpos. Las muestras de suero en
fase aguda con un titulo de anticuerpos alto no son concluyentes dado que
del 1% al 16% de los adultos sanos tienen titulos mayores de 1:256 (Burillo
et al., 2017; Graham, 2022).

El cultivo de muestras del tracto respiratorio inferior (LRT) sigue siendo el
punto 6ptimo para detectar la LD. Las muestras para cultivo obtenidas en la
fase aguda de la infeccion deben ser transportadas rapidamente al

laboratorio, preferiblemente antes de iniciar la terapia antimicrobiana.
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Para obtener rendimientos 6ptimos de Legionella spp., las muestras se
diluyen para limitar la inhibicién del crecimiento por factores tisulares vy

séricos o antibidticos (Vittal et al., 2021).

Para minimizar la microbiota respiratoria que acompanfa, las muestras se
tratan previamente con un choque térmico o una solucion de lavado acido
(Niu, 2022) La primera etapa de aislamiento requiere medios de cultivo
especiales que contengan L-cisteina, hierro y alfa-cetoglutarato (Murdoch et
al., 2020; Vittal et al., 2021).

Aspectos Clinicos de la Legionelosis

La patogenia de la LD comienza con la adhesion de las células bacterianas
a las células del huésped, seguida de la replicacidon intracelular y la
diseminacion. La capacidad de L. pneumophila para atravesar la barrera del
epitelio pulmonar acaba provocando bacteriemia, shock séptico y fallo
multiorganico. (Moretti et al., 2021).

L. pneumophila altera la funcién de las células del huésped creando un
entorno protector que proporciona nutrientes para su crecimiento, mediante
mecanismos como la apoptosis de naturaleza fisioldgica y desencadenada por
sefiales celulares controladas genéticamente, que hace posible la destruccién
de las células danadas. Por otra parte, contribuyen también a la generacién
de nutrientes procesos de autofagia, asi como biosintesis de fosfolipidos
(Iliadi et al., 2022).

L. pneumophila transloca mas de 300 proteinas efectoras en los
macrofagos del huésped e inhibe la sintesis de proteinas eucariotas alterando
la traduccion del ARNm (Moretti et al., 2021).

A través de la secuenciacion del genoma, se ha descubierto que L.
pneumophila codifica una variedad de proteinas similares en funcionalidad a
las proteinas eucariotas. Ademas, la investigacion sobre microARNs (miRNAs)
ha demostrado que ciertos miRNAs (miR-125b, miR-221 y miR-579) afectan
significativamente la replicacidn intracelular de L. pneumophila (Iliadi et al.,
2022).

No obstante, la manifestacién clinica de la LD depende de la carga

bacteriana en el aerosol, pero fundamentalmente del estado inmunoldgico del
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paciente y sus factores de riesgo como puede ser el tabaquismo y las
enfermedades pulmonares crénicas (Moretti et al., 2021).

La figura 12 recrea el proceso de invasion de las vias respiratorias por

parte de Legionella desde los aerosoles procedentes del exterior.

lem/Dot system Alveolar Legionelia
et toxins macrophage pneumophila
-
p P &
Y. [ X X ] ek g
A e # C} -

Sources of L. pneumophila

Transmission risk

!
/
Invasmn of alveolar
macrophages for replication

/ Phagocytoms

e @z |

/\)\/ \% //\ {,‘, ‘
o

\. e (‘j \l /
—\\ AN § /

Digestion inhibition
through the activation of
the lcm/Dot system

Clinical outcomes

Severity of symptoms

e D |
-y A Pontiac Legionnaires'
[ l fever disease
» ’ ‘ Mild disease Severe pneumonia
Natural water Engineered Common symptoms
systems structures Fever, headaches, cough, muscle pain

Trends in Microblology
Figura 12: Esquema de invasion alveolar de Legionella.

Fuente: ar.inspiredpencil.com.

Legionella spp. actia también en combinacién con otros microorganismos,
como Streptococcus pneumoniae, Helicobacter cinaedi, e infecciones virales
como SARS CoV-2, llegando a provocar sepsis generalizada después de la
infeccidén (Ricco, 2022).

Ademas de la fiebre de Pontiac y la LD se han reportado manifestaciones

extrapulmonares de la Legionelosis, como afecciones cardiacas, cerebrales,
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abdominales (vesicula biliar), articulares y cutaneas. Las manifestaciones de
LD que se presentan con exantema son extremadamente raras,
diagnosticandose solo once casos en la literatura cientifica (Iliadi et al.,
2022).

La forma neumonica de la legionelosis tiene un periodo de incubacidén que
suele ser de 2 a 10 dias, aunque en algunos brotes se ha registrado hasta 16
dias. La gravedad de la enfermedad varia desde una tos leve hasta una

neumonia con una evolucion fatal rapida.

Los sintomas iniciales incluyen fiebre, pérdida de apetito, dolor de cabeza,
malestar y letargo. Algunos pacientes también pueden experimentar mialgia,
diarrea y confusion (Moretti et al., 2021). Por lo general, el sintoma inicial es
una tos seca leve que en el 50% de los pacientes se vuelve productiva. La
hemoptisis ocurre en aproximadamente un tercio de los casos. Algunos
pacientes con inmunosupresion, como los trasplantados de rifidn o conlupus
eritematoso sistémico (LES), desarrollaron absceso pulmonar y empiema
pleural (Moretti et al., 2021).

Las manifestaciones gastrointestinales como diarrea acuosa y dolor
abdominal repentino pueden ser los sintomas iniciales en pacientes con LD.
L. pneumophila comparte con otros patdgenos intracelulares, la propensién a
producir bradicardia relativa en presencia de fiebre (Chambers et al., 2021).
La bradicardia relativa conocida como signo de Faget es poco comun en la

neumonia bacteriana.

La tasa de mortalidad relacionada con LD depende de la celeridad a la
hora de recibir un tratamiento antimicrobiano inicial, y los factores
idiosincrasicos del huésped (nutricidon, estado inmunoldgico, coinfeccién, etc.)
(Moretti et al., 2021). En general, la tasa de mortalidad suele estar en el
rango del 5% al 10%. Sin embargo, puede llegar hasta el 40-80% en
pacientes inmunosuprimidos no tratados. Con el tratamiento adecuado, la
tasa de mortalidad, incluso en los casos mencionados, puede reducirse al 5-
30% (Iliadi et al., 2022).

Es importante destacar que los brotes nosocomiales son los que
presentan mayor tasa de mortalidad precisamente porque suelen afectar a

pacientes inmunolégicamente degradados (Ricco, 2022).
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En las figuras 13 y 14 puede observarse que la edad es un factor de riesgo
de mortalidad importante en la LD tanto en hombre como en mujeres, porque
en ambos casos se ve un aumento de esta mortalidad en individuos de edad

mas avanzada.
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Figura 13: Tasas de mortalidad por legionelosis por grupo de edad en
hombres. Espana. Afos 2012 a 2022. Fuente: RENAVE.

Se ha descrito una manifestacién ain mas rara de LD que cursa con
hipertrigliceridemia y rabdomidlisis masiva, en un paciente con legionelosis
diseminada (Ricco, 2022).

Determinadas alteraciones analiticas como hiponatremia, hipofosfatemia,
niveles elevados de enzimas hepaticas y aumento agudo del nivel de creatina

fosfoquinasa incrementan el riesgo de complicaciones en la enfermedad.

No obstante, los estudios clinicos no son determinantes a la hora de
identificar y verificar parametros clinicos y de laboratorio vinculados

especificamente para la infeccidn por Legionella (Moretti et al., 2021).
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Recientemente se ha realizado un estudio por Beekman et al. que a su
vez valida y establece un sistema de puntuacidn diagndstica para la deteccion
de neumonia por L. pneumophila, basado en seis items al ingreso que se

denomina puntuacion de prediccidn de Legionella (Iliadi et al., 2022).
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Figura 14: Tasas de mortalidad por legionelosis por grupo de edad en
mujeres. Espafa. Afos 2012 a 2022. Fuente: RENAVE.

Estructura de las Células Bacterianas de L. pneumophila como Fuente de

Factores de Virulencia Superficiales

Las interacciones de Legionella spp. con los organismos hospedadores
dependen también de sus estructuras superficiales, como la envoltura celular
(Tliadi et al., 2022).

Otra estructura a considerar es la membrana interna, que circunscribe el
citoplasma bacteriano. La membrana interna en una bicapa de fosfolipidos

con proteinas integrales como FeoB o enzimas metabdlicas como IraA/IraB.

39




Miguel Angel Redondo Cadenas, 2024

La estructura lipidica y las propiedades fisicoquimicas de la membrana
interna de L. pneumophila fueron descubiertas y analizadas por concluyendo
que contiene fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina (Hindahl y Iglewski,
1984).

Dado el papel influyente del hierro durante todas las fases del crecimiento
de Legionella spp., diferentes proteinas y enzimas estan involucradas en este
proceso. La captacion del idn ferroso se realiza principalmente por FeoB, un
transportador de hierro dependiente de la transaminasa glutamico-piruvica
(GTP). Ademas, estudios in vitro han demostrado que FeoB es necesario para

la inactivacién eficiente de los macrofagos (Feeley et al., 1979).

- El espacio periplasmico, o periplasma, contiene enzimas solubles como
proteasas y nucleasas, que se consideran un precursor evolutivo de los
lisosomas cldsicos de las células eucariotas (Zbikowska et al., 2014; Voth,
2019). Ademas, el periplasma contiene peptidoglicano, un importante factor
de virulencia microbiana que contribuye a la supervivencia de L. pneumophila
dentro de los macréfagos y las amebas. También se encuentran varios

antigenos colocalizados, incluido la proteina asociada al peptidoglicano (PAL).

La proteina PAL se excreta en la orina como un componente de los

antigenos de Legionella y es Util como prueba alternativa de diagndstico.

- La membrana externa (OM) es la caracteristica estructural distintiva de
Legionella spp. Es una bicapa lipidica compuesta de fosfolipidos,
lipoproteinas, LPS y otras proteinas que conectan la OM al peptidoglicano
(Iliadi et al., 2022).

Legionella spp. contiene varias fosfolipasas en la OM que juegan un papel
patogénico como factores de virulencia principales. Las fosfolipasas
bacterianas como PlaB destruyen las membranas del huésped (Newton et al.,
2010; Pereira et al., 2021).

Se ha observado que la presencia de proteinas asociadas a la superficie
en la OM, entre ellas la proteina de potenciacién de infectividad de
macrofagos (Mip) y la proteina mayor de la membrana externa (MOMP),

juegan un papel determinante en la legionelosis (Gardufio, 2020).

MOMP esta involucrada en la adhesién a las células del huésped y ha sido
aislada por Hindahl e Iglewski (Hindahl e Iglewski, 1983). La Mip, esencial
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durante el proceso de invasion de L. pneumophila, muestra actividad
isomerasa peptidil-prolil cis/trans y es necesaria para las primeras etapasde
la infeccidn intracelular y la supervivencia en los macréfagos y el epitelio

pulmonar (Marra y Shuman, 1989).
Lipopolisacaridos (LPS)

Los LPS son los principales antigenos de todas las bacterias
Gramnegativas, pero las respuestas celulares mediadas por los LPS de
Legionella spp. son reducidas debido a que una parte de su composicion
quimica es un carbohidrato (Escobar Villalobos, 2021). No obstante, parece
demostrado que los LPS estan involucrados en el proceso de adhesion a la
célula huésped (Abu Khweek et al., 2018).

Factores de Virulencia Secretados

Legionella spp. secreta varios pigmentos, toxinas y enzimas, asi como
mas de 10000 proteinas secretoras, algunas de las cuales permiten que
sobreviva en condiciones ambientales adversas, como el exceso de luz y
prevaleciendo por encima de otros microorganismos. (Grabowska-Grucza et
al., 2023; lliadi et al., 2022).

Sistemas de Secrecion

Se han descrito cuatro tipos de sistemas de secrecion como fuente de

factores de virulencia (Guillemot et al., 2022):

- Sistema de Secrecion Tipo I (T1SS): Conocido como Lss, consiste enun
transportador ABC, una proteina de fusion de membrana y una proteina de
la membrana externa, identificadas exclusivamente en cepas de L.

pneumophila.

- Sistema de Secrecion Tipo II (T2SS): Denominado Lsp, secreta mas de
25 proteinas y numerosas enzimas de degradacion, incluyendo RNasas vy

metaloproteasas.

- Sistema de Secrecion Tipo III (T3SS): Consiste en un mecanismo de
transporte de proteinas que transloca sustratos citoplasmaticos directamente

al citoplasma del huésped.

- Sistema de Secrecién Tipo IV (T4SS): Incluye entrada en las células del

huésped, replicacion, apoptosis y finalmente la salida de las células del
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huésped. Hay dos subclases de T4SS: T4SS-A (Lvh) y T4SS-B (Dot/Icm). Los
genes Dot/Icm codifican proteinas del sistema secretor Dot/Icm y regulan el

trafico de organulos y la multiplicacion intracelular (Guillemot et al., 2022).
Macroéfagos

La patogenicidad de Legionella comienza con la entrada del
microorganismo en el organismo humano, seguida de la replicacion

bacteriana dentro de los fagocitos, los macréfagos alveolares.

Los principales receptores de en los macréfagos son los identificados como
TLR3 y TLR4, junto con TLR2 y TLR5. Estos receptores realizan el
reconocimiento por parte de los macréfagos alveolares de los patrones (PRRs)

de L. pneumophila (Guillemot et al.,2022).

Legionella spp. desarrolla una estrategia de supervivencia intracelular en
la que participan las endosomas, reticulo endoplasmico, aparato de Golgi y

mitocondrias (Guillemot et al., 2022).

Tras la invasién, Legionella spp. activa sus mecanismos de virulencia, a

saber:
- vacuolas que contienen Legionella (LCVs).

- activacion de la expresién de genes que codifican un sistema de

secrecion de tipo IV (T4SS) para la translocacion de proteinas.

- Secrecion de la enzima GTPasa RAB1 a la membrana de las LCVs a través
del sistema T4SS.

- Asegurar el suministro nutricional de las mitocondrias para la replicacién
bacteriana (Guillemot et al., 2022).

Ademas, L. pneumophila dispone de mecanismos inhibidores de Ia
autofagia a través de la proteina efectora, RavZ. Esta proteina se localiza en
la membrana del fagoéforo (el precursor del autofagosoma) y luego escinde la
region C-terminal de las proteinas de la familia Atg8 conjugadas con
fosfatidiletanolamina (PE), como LC3. La maduracion de la proteina LC3 es
un proceso fundamental en los pasos de elongacion del fagéforo (Li et al.,
2024).

42




Miguel Angel Redondo Cadenas, 2024

Epitelio Pulmonar

La superficie alveolar esta revestida por el epitelio pulmonar. La mayor
parte del area superficial esta formada por células neumociticas de tipo I,
especializadas en el intercambio de gases, mientras que las menos
abundantes células neumociticas de tipo II son responsables de las funciones
secretoras (Cegelski et al., 2008). La capacidad de las cepas de Legionella
spp. para penetrar la barrera epitelial alveolar a través de los procesos
bioquimicos descritos anteriormente, durante la fase temprana de la infeccién
tiene una influencia significativa en el progreso de la LD (Escobar Villalobos,
2021).

Células Endoteliales

L. pneumophila puede infectar y romper la barrera anatémica de los vasos
sanguineos pulmonares y las células endoteliales como un posible proceso
iniciador de bacteriemia, durante la diseminacién sistémica de la bacteria a
través de la circulacién sanguinea. Igualmente se ha demostrado que L.
pneumophila puede crecer dentro de células endoteliales humanas cultivadas
(Chiaraviglio et al., 2008).

Respuesta Inmune Humoral

La inmunidad humoral juega un papel secundario en la defensa del
huésped de Legionella.

Estudios in vitro e in vivo muestran que L. pneumophila induce la
maduracion de células dendriticas (DCs) (Guillemot et al., 2022). Los
mecanismos de la maduracion de las DCs dependen de la sefalizacién delos
receptores tipo Toll 2 y 4. La presentacion del antigeno (Ag) por las DCs se
evidencia por la regulacién al alza del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) de clase II. La consecuencia de la sintesis y la presencia de anticuerpos
especificos fortalece la fagocitosis. Las DCs activan células linfocitos T CD4+,

a través del MHC de clase II.

Posteriormente, los linfocitos T CD4+ activados estimulan las células B
especificas del antigeno. La inmunidad humoral inicialmente responde
produciendo anticuerpos IgM seguidos de IgG para activar la inmunidad

adaptativa contra Legionella, y especialmente contra la reinfeccion. Ademas,
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las DCs maduras aumentan la secrecion de citocinas proinflamatorias como
IFN vy, TNF-a, IL-6 e IL-1B (Guillemot et al., 2022).

TNF-a (Factor de Necrosis Tumoral Alfa)

El TNF-a, o Factor de Necrosis Tumoral Alfa, es una citocina
proinflamatoria importante en la respuesta inmune. Desempefia multiples
funciones en la inflamacién y la defensa del huésped contra infecciones,

incluida la legionelosis.
Funcidn y produccion de TNF-a:

- Produccion por Macrofagos: Algunos estudios in vitro han demostrado
que Legionella spp. induce la secrecién de TNF-a desde los macrofagos
(Guillemot et al., 2022). Esta secrecidon es una respuesta inicial del sistema
inmunitario al detectar la presencia de patdgenos, y es fundamental para la
activacion de otras células inmunitarias y la propagacion de la sefal de

inflamacién en el cuerpo.

- Induccion por Células Dendriticas (DCs): La maduracién de las células
dendriticas, inducida por L. pneumophila, también contribuye a la secrecidn
de TNF-a. Las DCs maduras aumentan la secrecién de citocinas
proinflamatorias como TNF-a, IFN-y, IL-6 e IL-1B. Estas citocinas actuan en
conjunto para promover la inflamacién y coordinar la respuesta inmunitaria

contra la infeccion.

- Rol en la Fagocitosis: El TNF-a fortalece la fagocitosis, el proceso
mediante el cual los macréfagos y otras células inmunitarias ingieren vy
destruyen patdgenos. La presencia de TNF-a estimula a los macréfagos a ser
mas activos en la eliminacidon de Legionella y otros patdégenos (Grigoryeva y
Cianciotto, 2021; Guillemot et al., 2022).

Interaccion de TNF-a con receptores Tipo Toll (TLR)

- La sefalizacién de los receptores tipo Toll 2 y 4 (TLR2 y TLR4) interesa
para la maduracion de las células dendriticas y la produccién de TNF-a. Estos
receptores reconocen patrones moleculares asociados con patdgenos
(PAMPs) en L. pneumophila, desencadenando cascadas de sefalizacién que
terminan en la activacion de la respuesta inmunitaria (Grigoryeva y
Cianciotto, 2021).
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Implicaciones clinicas de la produccion de TNF-a:

- Inflamacion Sistémica: La liberacion de TNF-a contribuye a la
inflamacion sistémica, una caracteristica de las infecciones severas. En casos
graves, niveles elevados de TNF-a pueden conducir a complicaciones como el

sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) y el shock séptico.

- Terapia y Pronéstico: El manejo de la inflamacion mediada por TNF-a
es importante en el tratamiento de Ila legionelosis. Los agentes
antiinflamatorios que modulan la actividad de TNF-a pueden ser Utiles para
controlar la inflamacién excesiva y mejorar los resultados clinicos (Grigoryeva
y Cianciotto, 2021).

Tratamientos de la Legionelosis

La legionelosis se trata de manera efectiva con una combinacion de
terapia antibidtica y soporte vital. La eleccion del tratamiento depende de la

severidad de la enfermedad y del estado inmunoldgico del paciente.
Terapia Antibidtica
Los antibidticos de eleccidn para tratar la legionelosis son:

- Macrdlidos: La azitromicina es un macrdlido que se ha utilizado

ampliamente debido a su eficacia, perfil de seguridad y menor toxicidad.

- Fluoroquinolonas: levofloxacino es eficaz en el tratamiento de infecciones
severas debido a su penetracién en los tejidos y su actividad bactericida

rapida en pacientes inmunocomprometidos.

- Tetraciclinas: La doxiciclina es una alternativa eficaz, especialmente en
combinacidén con otros antibidticos en infecciones mixtas (Garrido et al.,
2005).

Las fluoroquinolonas se utilizan en la primera linea de tratamiento y en

casos mas complicados con la siguiente posologia:

- Levofloxacino: administrada por via intravenosa o intramuscular, unadosis

de 500 mg dos veces al dia o0 750 mg una vez al dia. (Garrido et al., 2005).

- Ciprofloxacino: 400 mg por via intravenosa dos veces al dia o 500 mg por
via oral dos veces al dia.

- Ofloxacino: por via oral 400 mg dos veces al dia.

45




Miguel Angel Redondo Cadenas, 2024

- Moxifloxacino: por via oral a una dosis de 400 mg una vez al dia.
En tratamientos de segunda linea en casos menos complicados.

- Macrdélido: azitromicina 500 mg una vez al dia, claritromicina 500 mg dos

veces al dia o eritromicina 500 mg cuatro veces al dia.

- Doxiciclina: por via oral o intravenosa a una dosis inicial de 200 mg, seguida

de 100 mg una vez al dia (dos veces al dia en casos mas graves).

Los pacientes con LD deben recibir tratamiento durante al menos 7-14
dias, con ciclos mas cortos de azitromicina debido a su larga vida media La
recuperacion es mas probable si se administran los antibidticos adecuados y

de forma temprana. (Garrido et al., 2005).

El tratamiento no debe interrumpirse hasta que el paciente haya estado
sin fiebre durante 48-72 horas. La duracién del uso de antibiéticos siempre
debe ajustarse segun la respuesta clinica hasta 21 dias maximo, o 10 dias
para azitromicina en pacientes inmunocomprometidos (Rhoads et al., 2021;
Magdzinska et al., 2023).

Manejo mediante Soporte vital

Incluye la terapia de oxigeno y administracién de fluidos. En casos severos,
puede ser necesario el soporte ventilatorio y la monitorizacién en una unidad

de cuidados intensivos (UCI).
- Oxigenoterapia: Se administra para corregir la hipoxemia.

- Fluidos intravenosos: Para mantener la hidratacién y apoyar la funcion

renal.

- Manejo de complicaciones: Las complicaciones como el shock séptico
requieren el uso de vasopresores y monitoreo hemodindamico intensivo
(Ministerio de Sanidad, 2021).

Prevencion de la Resistencia Antibidtica

El uso inapropiado de antibidticos puede llevar al desarrollo de resistencia
bacteriana. Es esencial realizar pruebas de sensibilidad para guiar el
tratamiento y ajustar los antibidticos segin sea necesario (Ministerio de
Sanidad, 2021).
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La resistencia a los antibidticos mencionados anteriormente es

relativamente rara (Rhoads et al., 2021).
Tratamientos Alternativos y en Investigacion

La terapia antibidtica estandar es eficaz en la mayoria de los casos, pero
a veces hay que desarrollar tratamientos adicionales que puedan mejorar los
resultados en infecciones severas o resistentes, por ejemplo, desarrollo de
terapias antivirulencia que estan disefiadas para desactivar los factores de
virulencia bacterianos sin matar a la bacteria directamente, lo que podria
reducir la presién selectiva para desarrollar resistencia (Cegelski et al., 2008).
La inmunoterapia en estos momentos esta en fase de experimentacién. (Bass
et al., 2023).

Control y Prevencion

La prevencion de la legionelosis implica el mantenimiento y desinfeccion
adecuada de sistemas de agua, especialmente en entornos hospitalarios y de
alto riesgo. Las regulaciones especificas y las directrices de control ambiental
son esenciales para prevenir la proliferacion de Legionella (Ministerio de
Sanidad, 2021).

- Control del agua: Implementar sistemas de monitorizacion y tratamiento

regular para prevenir la colonizacion de Legionella en sistemas de agua.

- Educacion y entrenamiento: Asegurar que el personal responsable del
mantenimiento de sistemas de agua esté adecuadamente entrenado en
procedimientos de prevencion y control (Subdireccion General de Sanidad
Ambiental y Salud Laboral, 2005)

Los pacientes con enfermedad confirmada (mediante prueba de PCR,
prueba de antigeno en orina o cultivo de esputo) son comunmente tratados

con los antibidticos citados anteriormente

Para la infeccidn extrapulmonar por Legionella, los pacientes suelen ser
tratados con una fluoroquinolona (por ejemplo, levofloxacina) en combinacion

con varios procedimientos, como incision y drenaje (Tomaskovic et al., 2022).
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1.1.3.2.- Epidemiologia:

Legionella pneumophila, el agente causal mas comun, contribuye
activamente en el computo global de neumonia adquiridas a nivel mundial
(Graham et al., 2022). En Europa, la neumonia por Legionella sigue siendo
una preocupacion notable de salud publica, con un numero sustancial de

casos reportados anualmente.

En la figura 15 se describe la distribucién de casos en los paises de Europa,
correspondientes al afo 2021. Se observa que el nUmero de casos reportados
es mayor en aquellos paises en los que la red de vigilancia nacional esta mas
consolidada, lo cual es una evidencia mas del infradiagndstico que aun

persiste en este proceso morboso.

Figure 1. Distribution of cases of Legionnaires' disease per 100 000 population by country, EU/EEA, 2021
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The general trend in the 2017-2021 period, has been of an increasing number of reported cases, other than the
decrease during the COVID-19 pandemic period (Table 1; Figure 2).

Figura 15: Distribucion de los casos de legionelosis por cada 100000

habitantes en paises de Europa. Fuente: RENAVE.

Se ha demostrado que la prueba de antigeno urinario de Legionella (UAT)

es importante en el diagndstico de la neumonia por Legionella, con mas del
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90% de los casos en Europa identificados a través de este método (Guillot et
al., 2023).

Por otra parte, un estudio hospitalario realizado en Malasia proporciona
informacién relevante sobre la epidemiologia de la neumonia, incluyendo la

contribucion de la neumonia por Legionella.

Este estudio, explord la epidemiologia de la neumonia por Legionella en
un entorno local (Malasia), identificando factores de riesgo como el
tabaquismo, enfermedad pulmonar crénica, edad avanzada, diabetes e
inmunosupresion. A pesar de la limitada disponibilidad de kits de prueba, se
detectaron tres casos positivos de Legionella a través de pruebas de UAT y
posteriormente confirmados con pruebas de inmunoensayos enzimaticos

(EIA) de orina para determinar Legionella.

Los hallazgos de este estudio destacan que los factores de riesgo para la
neumonia por Legionella incluyen el tabaquismo, enfermedad pulmonar
crénica, edad avanzada, diabetes e inmunosupresién. Estos factores de riesgo
son los que aparecen en la literatura existente que sefiala la importancia de

estos elementos en la predisposicion a desarrollar infecciones porLegionella.

Estos casos fueron tratados con azitromicina intravenosa durante 10 dias,
y los pacientes mostraron recuperacion clinica y fueron dados de alta en un

plazo de 10 dias de hospitalizacion (Anthony et al., 2020).

La presencia de estos factores de riesgo en la poblacion estudiada sugiere
la necesidad de una mayor vigilancia y conciencia sobre la neumonia por
Legionella, especialmente en entornos hospitalarios donde los pacientes
pueden presentar comorbilidades que los hacen mas susceptibles a esta
infeccion (Anthony et al., 2020).

La inclusién de la neumonia provocada por Legionella en un estudio
epidemiolégico mas amplio sobre la neumonia resalta la importancia de
considerar esta infeccion en el diagndstico diferencial de las neumonias

adquiridas en la comunidad.

Las infecciones por Legionella han ido en aumento en ciertas regiones,
como Nueva Zelanda, donde los métodos de diagndstico mejorados han
aumentado la incidencia de legionelosis en las Ultimas dos décadas (Graham

et al., 2023).
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En otro estudio se sefiala que La epidemiologia de la infeccidon con L.
longbeachae vy otras especies de Legionella no pertenecientes a L.
pneumophila estd pobremente descrita en todo el mundo, aunque se han
reportado casos en muchos paises. Una razon principal para esto es la
dificultad en el diagndstico, con la probabilidad de que los casos estén

significativamente subdiagnosticados y no reconocidos.

En muchos centros, las pruebas se basan principalmente en pruebas de
antigeno en orina que reconocen solo el serogrupo 1 de L. pneumophila. El
cultivo de muestras respiratorias es desaconsejado por algunas autoridades

para enfermedades no graves, incluyendo en pacientes hospitalizados.

Los resultados también pueden verse comprometidos si las muestras se
toman después de que se haya administrado terapia de amplio espectro

(incluida la terapia anti-legionella (Chambers et al., 2021).
Incidencia

La incidencia global de la LD es actualmente desconocida, principalmente
porque esta gravemente subdiagnosticada y subnotificada, y porque los
paises difieren en su nivel de conciencia, métodos de diagndstico y esfuerzos
de investigacion. A pesar de esto, la informacidon disponible sobre esta
enfermedad ha mejorado considerablemente en los ultimos veinte afios, ya
que la enfermedad se diagnostica con mas frecuencia y las notificaciones han
aumentado (Yang et al., 2022).

Donde se emplean otras técnicas, como serologia, técnicas especificas de
cultivo y PCR, L. longbeachae ha emergido como una causa importante dela
LD en la neumonia adquirida en la comunidad. Otras especies no
pertenecientes a L. pneumophila se reconocen particularmente en pacientes

severamente inmunocomprometidos.

Casi con certeza, las especies no pertenecientes a L. pneumophila causan
muchos mas casos de enfermedad leve a moderada que no llegan a la
atencion médica y siguen siendo una carga continua de morbilidad en la
poblacion (Chambers et al., 2021).

La evidencia epidemioldgica de la infeccion humana de otras especies no
pertenecientes a L. pneumophila es limitada. Estas infecciones se reportan
raramente, al menos en parte, debido al sesgo diagndstico que impide que
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se identifiquen los casos. Parece haber poca diferencia en la distribucién o las
tasas de incidencia reportadas de estas especies en todo el mundo (Molina et
al., 2023).

En la figura 16 se observa el incremento de los casos en Espafia cuando
la legionelosis pasd a ser considerada una enfermedad de declaracion
obligatoria, lo que es un indicio claro del infradiagndstico existente hasta

entonces y que aun persiste en muchas areas del planeta.

25 |

Casos por 100.000 habitantes

Figura 16. Vigilancia epidemioldgica de la legionelosis. Tasas de incidencia
(1997-2018). Fuente: Vihuela et al., 2002.

De estas, L. micdadei es la mas consistentemente reportada en todas las
regiones. Se han descrito grupos de casos relacionados con una fuente
comun, incluidos 12 casos de LD causada por L. micdadei entre 38 pacientes
con trasplante renal y cardiaco en un centro durante un periodo de tres
meses, y se detectaron mas casos 16 meses después. Posteriormente, se
reportaron 16 casos de L. micdadei en otro centro de atencidon a mayores
durante un periodo de 12 afos, predominantemente entre pacientes

hospitalizados inmunocomprometidos (Chambers et al., 2021).
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Existen algunos datos sobre la frecuencia de Legionella spp. como causa
de la neumonia adquirida en la comunidad. Se estima que este agente
causante representa entre el 2% y el 9% de estos casos (Yang et al., 2022;
Riccod, 2022). Hay datos de incidencia disponibles de los Estados Unidos y
Canada, Europa, algunos paises del sudeste asiatico (Japdén, Singapur), y de
Australia y Nueva Zelanda, debido a que es una enfermedad de notificacion

obligatoria en todos estos paises (Burillo et al., 2017).

En otro estudio sobre la incidencia se observd que la tasa de incidencia de
neumonia por Legionella fue de 5,4 por cada 100 000 personas por afio. L.
longbeachae fue la especie predominante identificada y estuvo implicada en
150 (63%) de los 238 casos diagnosticados de LD. Esta fue la tasa mas alta
de LD reportada, causada tanto por L. longbeachae como por L. pneumophila

a nivel mundial (Priest et al., 2019).

Un sesgo importante de este estudio fue que los resultados se basan solo
en aquellas muestras enviadas al laboratorio. Un pequefio estudio posterior
que utilizé la recoleccion mejorada de esputo de pacientes hospitalizados con
neumonia adquirida en la comunidad encontré que mas del 40% de los
pacientes con neumonia en nuestro estudio no pudieron expectorar esputo
de manera espontanea, que aumentd significativamente al 67% con
asistencia adicional o induccidon de esputo. Este refuerzo en la expectoracién
aumentod la deteccién de casos de LD en un 36%. Por lo tanto, se puede
deducir que se perdieron algunos casos en este estudio, ya que una tos seca
es mas comun en la enfermedad del legionario que en otras causas de

neumonia adquirida en la comunidad.

En Australia, durante el periodo de 2009 a 2015, la tasa anual de
notificacion de legionelosis mediante vigilancia pasiva fue de
aproximadamente 1.5 por cada 100 000 personas. L. longbeachae fue la mas
comunmente identificada (144 a 215 casos notificados) en comparaciéon con

L. pneumophila (114 a 228 casos).

L. longbeachae fue mas comun (>50%) en el clima mediterraneo de
Australia Occidental y los Territorios del Norte tropicales (Australia’s notifiable
disease status, 2015; Annual report of the National Notifiable Diseases

Surveillance System, 2019).
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En contraste, L. longbeachae se reportd en numeros bajos en otros
lugares, constituyendo el 0,3-3,6% de los casos en los EE. UU., 0,7% en
Japon y 1% en Europa. Hay algunas evidencias preliminares de que los casos
de L. longbeachae estan aumentando tanto en Escocia como en los Paises

Bajos.

Hay muy poca informacion sobre la epidemiologia de la LD en paises de
ingresos bajos y medios, pero se ha podido conocer un estudio poblacional
de un ano sobre las causas microbiolégicas de la neumonia adquirida en la

comunidad que requiere hospitalizacidon en una provincia rural de Tailandia.

La infeccion con L. longbeachae fue identificada por seroconversion
utilizando un ensayo de inmunofluorescencia indirecta de titulos combinados
de IgG, IgA e IgM. Estos casos no fueron confirmados por cultivo o pruebas
de PCR. La tasa de incidencia fue de 5-29 casos por cada 100,000 de la
poblacion, la incidencia aumentd con la edad y fue mas comun entre los
hombres - razén de tasas 1,6, IC del 95%: 1,1-2,3 - (Feng, et al., 2021).

Igualmente se ha notificado un solo caso de LD causada por L.
longbeachae en un niflo en Zambia. Este fue el Unico caso encontrado como
parte de un estudio de un afio realizado en cinco lugares en Africa y dos en
Asia, de 2757 casos de neumonia adquirida en la comunidad infantil
(Chambers et al., 2021).

Se ha hallado otro grupo de cinco casos de neumonia nosocomial causada
por L. bozemanii en un hospital comunitario entre pacientes

inmunocomprometidos.

Estas series de casos han demostrado que la LD puede ser causada por
una amplia variedad de especies no pertenecientes a L. pneumophila en

pacientes inmunocomprometidos (Chambers et al., 2021).

El Centro MD Anderson en Houston, Texas, reportd casos consecutivos de
infecciones por Legionella en pacientes con cancer de 2002 a 2014. La
mayoria de las 33 cepas identificadas se obtuvieron en muestras durante la
broncoscopia, y 18 eran especies no pertenecientes a L. pneumophila.
Veintisiete pacientes tenian malignidades hematoldgicas subyacentes y

ventitrés estaban leucopénicos (Han et al., 2015).
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Sin embargo, segun el Centro Europeo para la Prevencion y el Control de
Enfermedades (ECDC, 2023) en la gran mayoria de los casos europeos
(aproximadamente el 70%), no se identifican factores de riesgo ambientales
especificos en los diez dias previos al inicio del sindrome clinico, lo que sugiere

una infeccién adquirida en la comunidad.

Como consecuencia, los casos descritos de LD generalmente se clasifican
como adquiridos en la comunidad (CALD), asociados a viajes (TALD) y
asociados a atenciéon médica (HALD) (Burillo et al., 2017; Graham et al.,
2020).

Los HALD son particularmente relevantes tanto por su incidencia bruta
como por su mayor mortalidad, ya que ambos aspectos estan influenciados
por las patologias preexistentes de los pacientes y su nivel de

inmunocompetencia (Burillo et al., 2017; Graham et al., 2020).

Los estudios epidemioldgicos sobre Legionella han reportado una notable
variabilidad geografica en la prevalencia general de la legionelosis, y
particularmente de la LD, lo que podria explicarse por la eleccidén de diferentes
pruebas diagndsticas (PCR, cultivo o prueba de antigeno en orina), la
eficiencia de los sistemas de vigilancia, el clima y/o factores de riesgo

geograficamente vinculados.

Existen, no obstante, algunas evidencias de que la tasa de notificacion de
LD ha aumentado tanto en América del Norte como en la Unién
Europea/Espacio Econdmico Europeo (UE/EEE), con ambas regiones
mostrando tasas de notificacion comparables y entornos y epidemiologia
similares. Por ejemplo, la tasa de notificacion para la UE/EEE aumenté entre
2011 y 2018 de 1,2 a 1,8 casos por 100000 habitantes, mientras que la
incidencia estimada en la ciudad de Nueva York vio un aumento del 230% de
2002 a 2009. En la misma década, la tasa de mortalidad anual ajustada por
edad para LD en EE. UU. aumentd ligeramente de 0,038 por 100 000
habitantes en 2000 a 0,040 por 100 000 habitantes en 2010. (Centro
Nacional de Epidemiologia, 2023).

Las causas de este impulso son desconocidas, pero posiblemente incluyan
tasas de prueba mas altas, el cambio climatico con el aumento de la

temperatura que desarrolla condiciones climaticas calidas y humedas que
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facilitan el crecimiento y la propagacion de bacterias que a su vez alimentan
la proliferacion de los hospedadores de Legionella, y la transicién
demogréfica, con mas sujetos de alto riesgo pertenecientes a una poblacién

general cada vez mas envejecida (Centro Nacional de Epidemiologia, 2023).

Sin embargo, hay que destacar que nuestro conocimiento de la incidencia
real de LD sigue siendo en gran medida desconocido, sobre todo porque la
mayor parte de nuestra comprensién proviene de pacientes sintomaticos, que
presentan CALD, TALD o HALD (Burillo et al., 2017; Graham et al., 2020).

Dado que la LD no se puede distinguir clinica o radiolégicamente de los
casos de neumonia de diferente etiologia, un indice de sospecha bajo significa
gue una parte significativa de todos los diagndsticos simplemente se pasa por

alto porque no se realizan pruebas diagndsticas especificas.

Es importante resaltar que varios estudios han mostrado niveles de
anticuerpos en poblaciones saludables que van desde menos del 1% hasta el
45.1%, por lo tanto, la abrumadora mayoria de todas las infecciones
generalmente pasan desapercibidas, con solo una pequefa fraccién de todos
los casos desarrollando fiebre de Pontiac o LD (Burillo et al., 2017; Graham
et al., 2020).

En segundo lugar, cuando se realizan pruebas en una enfermedad aguda,
los especialistas clinicos confian principalmente en las pruebas de antigeno
en orina (UAT), que representan del 82% al 97% de los diagndsticos en
Europa y Estados Unidos, respectivamente (Cassell et al., 2021). La UAT se
puede realizar rapidamente y con una especificidad muy alta para Lp1, pero
tiene una sensibilidad muy baja para los antigenos no Lpl. Las pruebas de
diagnéstico alternativas y los procedimientos de laboratorio (es decir, cultivo,
identificacion de la bacteria mediante serologia emparejada, deteccidén de la
bacteria en tejido o fluidos corporales mediante microscopia de
inmunofluorescencia y métodos genotipicos de PCR) se ven afectados a su
vez por limitaciones especificas que incluyen mayores gastos y tiempos de
respuesta aumentados, por lo tanto, no se realizan debido a estas razones
econdmicas y/o practicas, lo que sugiere que una gran parte de todos los

casos puede simplemente no ser diagnosticada (Cassell et al., 2021).
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La LD por lo tanto es un importante problema de salud publica en términos
de morbilidad y mortalidad, particularmente en ciertos grupos de alto riesgo,
pero nuestra comprensiéon incompleta de su epidemiologia perjudica la
implementacion adecuada de medidas de respuesta, incluidas las
intervenciones ambientales, campanas preventivas centradas en la seguridad
de las posibles fuentes de infeccion y la comunicacion de riesgos. Como
consecuencia, una reevaluacién actualizada y exhaustiva de los datos de
vigilancia puede ser particularmente util para las autoridades sanitarias

nacionales y locales.

1.1.4.- Prevencion y control de la legionelosis:

La prevencién y el control de las diversas infecciones por Legionella
requieren un enfoque multifacético que incluya en primer lugar una buena
vigilancia ambiental, en segundo lugar, una evaluacién de riesgos y en tercer

lugar conseguir estrategias de gestidn efectivas de las dos anteriores.

En todos estos apartados previos a la aparicién de la enfermedad se situa
la inspeccién de salud publica, como una gigantesca herramienta de
prevencién, aun en fase de construccion, que tiene como gran reto integrar
estos elementos y que debe enfatizar en fomentar la vigilancia integrada para
cerrar la brecha entre el conocimiento cientifico y las demandas sociales en

la gestidon de la presencia ambiental de Legionella spp. (Pereira et al., 2021).

Por ejemplo, el desarrollo de nuevas estrategias diagndsticas, como las
sondas de acido nucleico peptidico para la detecciéon de Legionella en
muestras de agua, puede mejorar los estandares de vigilancia y reducir los
riesgos para la salud publica asociados con la contaminacién por Legionella
(Nachér-Vazquez et al., 2022)

La prevencién y control de la colonizacién de Legionella en centros
hospitalarios es de vital importancia porque muchos pacientes hospitalizados
tienen un alto riesgo de infeccidon por Legionella puesto que su estado

inmunitario suele estar deteriorado.

Podemos determinar que hasta el momento los métodos mas efectivos

para la desinfeccién de Legionella en los sistemas de distribucion de agua
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serian, el uso del ion cloro en diferentes formas moleculares, la temperatura
del agua en los circuitos, que por encima de 50°C deteriora muchas de las
opciones de proliferacién de la bacteria, y la ionizacién cobre-plata que es

una opciodn en auge en los Ultimos tiempos, (Marchesi et al., 2016).

Sobre el uso de la temperatura para el control de la bacteria, la legislacion
espanola en vigor, el Real Decreto 487/2022, de 21 de junio, por el que se
establecen los requisitos sanitarios para la prevencién y el control de la
legionelosis, es clara al respecto y determina que los sistemas de agua
caliente deben mantenerse a 50 °C en los puntos terminales de red y a 60
°C en los acumuladores de agua caliente sanitaria, si bien el sistema debe
poder garantizar alcanzar 70°C en los puntos finales de red de forma puntual
y a demanda, para realizar los choques térmicos desinfectantes, (Quero et
al., 2021).

Las intervenciones rapidas cuando se producen brotes de legionelosis,
como son los muestreos ambientales completos, la confirmacién mediante
diagndstico precoz de los posibles enfermos y las acciones correctivas para
controlar la proliferacion de Legionella, han demostrado ser efectivas para
prevenir una mayor difusion y transmision, reduciendo los riesgos para la

salud publica, (Young et al., 2021).

En este sentido, los avances en los métodos de deteccidon de Legionella,
como las técnicas de separacién inmunomagnética, ofrecen una mayor
sensibilidad y precisién en la identificacidn de la colonizacion por la bacteria
en entornos hospitalarios y otros ambientes de alto riesgo, por encima de la

opcion mas utilizada que es la siembra en placa. (Orti-Lucas y Luciano, 2022).

Es fundamental en el control de Legionella el mantenimiento en dptimas
condiciones de los sistemas que tienen riesgo potencial de transmision de la
bacteria, asi como la monitorizacidon con frecuencia regular de lapersistencia
ambiental de la bacteria y detectar su presencia temprana (Falkinham etal.,
2015).

Ademas de los mencionados procedimientos de desinfeccién quimica y
térmica manteniendo el agua caliente sanitaria por encima de 50°C y hasta
70°C en momentos puntuales, el uso de biocidas a base de cloro como

hipoclorito sédico o diéxido de cloro y en menor medida monocloraminas, los
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tratamientos fisicos como la radiacidon ultravioleta también pueden ser

efectivos para reducir la carga bacteriana.
Disefio y Gestion de Sistemas de Agua

El diseno y la gestion de los sistemas de distribucion de agua deben

minimizar la presencia de agua estancada y la formacion de biofilms.

En la figura 17 se recrea el grafico de un esquema tipo de una instalacion
de ACS, donde los acumuladores reciben el agua de las placas del
intercambiador que calienta el agua y al mismo tiempo el agua de

recirculacidon procedente del circuito de retorno.

= En el esquema adjunto se observa una

2 :3: distribucion de depésitos acumuladores (1)
e (4 s (3) calentados por un intercambiador de placas

. (2) con una red de tuberias que permite

CETUBENA OF SERATD

[(5) trabajar tanto en serie como en paralelo.

(7) e En la configuracion actual el sistema
trabaja en serie, el calentamiento se realiza
en el primer deposito a través de un circuito
i3 | de recirculacién (3) la alimentacién de agua
; . fria (4) se hace previa mezcla con el agua
b de retorno de servicio (5)y con el agua
' ] . ! calentada procedente del intercambiador de

’ lacas (6). Elagua de mezcla resultante
6) M t (1) (1) ) Q] I glimenta al primir depésito y desde éste se
= J — ma envia aservicio (7) pasando previamente
por el resto de los depésitos de acumulacion
(1).

Figura 17: Esquema de un sistema de ACS. Fuente: Ministerio de Sanidad

Servicios Sociales e igualdad, 2007, Salinas Granell, 2017.

Recordamos que el flujo continuo de agua que evita su estancamiento es
un elemento a sumar en un enfoque de gestidon integral, que integre
prefiltros, filtros y sistemas de control remoto, que ha demostrado ser eficaz

en entornos hospitalarios.

Los factores que regulan el crecimiento y supervivencia de Legionella,

fundamentalmente son:

Las condiciones ambientales.
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El tipo y la concentracion de nutrientes organicos e inorganicos

disponibles.
La presencia de protozoos.
La ubicacion espacial de los microorganismos.
Los componentes metalicos de las tuberias.
Los productos de corrosiéon asociados.

La figura 18 reproduce el esquema anterior, es un ejemplo correcto de
como debe funcionar un sistema de distribucion de ACS, donde los dos
acumuladores reciben agua caliente de los intercambiadores de placas y del

circuito de retorno.

Figura 18: Sistema de distribucion de agua caliente. Fuente: Autor.
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Ademas de la limpieza y desinfeccién regular de los sistemas de agua
sanitaria, se deben implementar de Planes de Seguridad del Agua (WSP), que
ayuden a gestionar sistematicamente los riesgos asociados con el crecimiento
de Legionella. Estos planes deben incluir horarios de mantenimiento rutinario,
procedimientos de desinfeccidn adecuados y protocolos de respuesta en caso

de emergencia (Sciuto et al., 2021).

La figura 19 refleja un sistema de distribucion de AFCH con ETAP

intermedia en este caso acompanado de un sistema de descalcificacion.

Figura 19: Sistema de distribucion de AFCH con ETAP intermedia. Fuente:

Autor.

Tratamiento del Agua

Los desinfectantes mas comunes en la prevencion de Legionella incluyen

el cloro, el didxido de cloro y la monocloramina. Cada uno de estos
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desinfectantes tiene sus ventajas y limitaciones en términos de efectividad y
formacion de subproductos de desinfeccién (DBPs).

Al abordar la seguridad microbioldgica del agua, hay que considerar el
aumento del riesgo de colonizacidn microbiana y formacién de biofilm en los
sistemas de conduccidon de agua durante las etapas de construccidn y puesta
en marcha de un nuevo edificio. Se debe disefiar una estrategia efectiva de
gestion del riesgo de Legionella incluso antes de la apertura del edificio para
asegurar un control adecuado sobre el sistema de distribucidon de agua (Farina
et al., 2023).

Este planteamiento de gestion del riesgo previo de manera frecuente no
se realiza de forma objetiva previamente a la ejecucién de los sistemas de
conduccién de agua con lo que no se prevén generalmente los tramos de
conduccién excesivamente largos y sinuosos o la instalacion de mezcladores

de agua rigidos, que no permiten la realizacién de choques térmicos.

Destaca la importancia de las practicas de gestion ambiental para
controlar Legionella en sistemas de agua de consumo humano mediante el
uso de agentes oxidantes, mas frecuentemente, hipoclorito sodico, didéxido

de cloro, monocloramina y ozono (Farina et al., 2023).
Hipoclorito sédico

El cloro es un agente oxidante ampliamente utilizado en la desinfeccidn
primaria del agua potable debido a su capacidad para oxidar componentes
celulares bacterianos, permeabilizando las membranas citoplasmaticas y

causando fugas de proteinas y dafio en el ADN.

Sin embargo, Legionella pneumophila puede resistir altos niveles de cloro
mediante la formacidn de biofilms, mientras que el cloro libre residual (CLR)
alto puede provocar corrosién de conducciones de cobre y hierro, no
obstante, si se mantiene el pH por encima de 8 se puede contrarrestar esta

corrosion.

Igualmente, los polifosfatos inhiben la corrosion, pero pueden aumentar

la lixiviacion de metales.
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La OMS recomienda una concentracidon de 0,5 mg/L de cloro libre para
inactivar contaminantes microbianos y prevenir el rebrote microbiano
(Zholdakova et al., 2019).

Dioxido de Cloro

Tiene una capacidad superior al hipoclorito para penetrar biofilms y desactivar
protozoos libres como Acanthamoeba. En entornos hospitalarios, el uso de

dioxido de cloro puede reducir significativamente el riesgo de legionelosis.

Esta molécula no ha demostrado una efectividad intensa en los circuitos
de AFCH, por lo que habitualmente en Espana se ha utilizado mas
especificamente en agua caliente sanitaria debido a que aguanta mas
facilmente el efecto de la temperatura y mantiene mas tiempo los niveles de
CLR altos que el hipoclorito sédico. Sin embargo, puede dafar tuberias de
polietileno y de PP-r (polipropileno Random), polimero plastico que tiene unas
excelentes propiedades para la distribucién y suministro de agua potable a

presidn en los sectores doméstico, industrial y alimentario.

Esta circunstancia no se habria tenido en cuenta en Espaia hasta la fecha
y quedo acreditada en el estudio descrito a continuacién, realizado por Farina
et al. en 2023.

Dicho estudio se orienté a definir medidas de control confiables para una
gestion efectiva del riesgo de proliferacion de Legionella, y una parte
fundamental de este proceso fue la eleccidon de una estrategia adecuada para

la desinfeccion del agua.

Los procedimientos tasados en pasos y las decisiones clave tomadas en

el estudio, fueron:
Estrategia Inicial de Desinfeccién

- Desinfeccion del Agua Fria: Se utilizéd didxido de cloro generado in situ

para la desinfeccién del agua fria.

- No se planificé ninguna desinfeccién quimica para el agua caliente
domeéstica en el proyecto técnico original; en cambio, se propuso un
tratamiento térmico, manteniendo la temperatura del agua caliente entre 65-

70°C en los tanques de almacenamiento.

Evaluacion del Riesgo:

62




Miguel Angel Redondo Cadenas, 2024

- La evaluacion de riesgos realizada por el grupo de trabajo (WSG) destacé
que, dada la extension de los sistemas de distribucién de agua caliente y la
presencia de valvulas mezcladoras, el tratamiento térmico podria ser
inadecuado para evitar efectivamente la proliferacién de Legionella. Ademas,
el didxido de cloro residual proveniente del agua fria era insuficiente para

asegurar una desinfeccion adecuada.
Problemas con el Diéxido de Cloro
- Incompatibilidad con Materiales de las Tuberias:

- Se decidid introducir un tratamiento quimico adicional para el agua
caliente doméstica, pero se descartd el uso de didoxido de cloro debido a la
remarcada incompatibilidad con las tuberias del PP-r, presentes en los

sistemas de distribucion de agua.

- Se observaron resultados insatisfactorios en el edificio del hospital, en
el sentido de que, en 2012, a pesar de la dosificacion continua de didxido de
cloro, el 18% de las muestras recogidas (13 de 72) fueron positivas para

Legionella.
- Implementacion de Monocloramina:

Entonces el WSG adoptd una nueva estrategia basada en la dosificacion
de monocloramina proporcionalmente al consumo de agua y la concentracién

residual, manteniendo niveles de 2-3 mg/L en los puntos de salida.

Esta concentracién de monocloramina se verifica mensualmente en
puntos de control designados dentro de los edificios, y las mediciones
confirmaron que la concentracién de monocloramina se mantuvo dentro del

rango objetivo (aproximadamente 2,5 mg/L).
Conclusiones del estudio:

La desinfeccién del agua fria con diéxido de cloro no era suficiente para
controlar la proliferacion de Legionella en los sistemas de agua caliente,
debido a la incompatibilidad con ciertos materiales de tuberia y los resultados
insatisfactorios observados. La estrategia basada en monocloramina
demostré ser una solucion mas efectiva, manteniendo concentraciones
adecuadas para la desinfeccién continua y reduciendo significativamente la

presencia de Legionella (Farina et al., 2023).
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En Espafa, no obstante, como ya se ha comentado, si se ha venido
utilizando el didéxido de cloro sobre todo en agua caliente de forma sostenida
en el tiempo con resultados mejores que el uso del hipoclorito puesto que la
molécula es mas estable en agua caliente y mantiene de forma mas
prolongada los niveles de CLR, no siendo tan frecuente el uso de la

monocloramina en los circuitos de agua sanitaria.

La figura 20 reproduce una ETAP o depdsito de AFCH de fibra, que es un

material adecuado que soporta bien la corrosion de la molécula de cloro libre.

Figura 20: Estacion de tratamiento de agua potable. Fuente: Autor.
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Monocloramina

Formada por la reaccidon del amoniaco con cloro, se usa principalmente
como desinfectante secundario. La OMS recomienda concentraciones de 3
mg/Ly 4 mg/L respectivamente. Es mas efectiva en la penetracidn de biofilms
que el cloro libre, especialmente en biofilms de cobre, pero puede provocar
nitrificacion, formando nitritos toxicos y corrosion de materiales

elastoméricos (Farinelli et al., 2021).

Revisando estudios recientes sobre la efectividad de la monocloramina en
el control de esta bacteria encontramos un estudio realizado en 2022 que
examino la precisidon del método de cultivo establecido en la norma ISO 11731
para la determinacién de la presencia ambiental de Legionella en sistemas de
agua de edificios, comparandolo con otro método mas innovador que utiliza

una metodologia hibrida de microbiologia tradicional y deteccion molecular.

En este estudio se observaron y abordaron las deficiencias delmétodo de
siembra y cultivo descrito en la norma ISO 11731, especialmente en sistemas
de agua desinfectados con monocloraminas, donde se verificO6 una

discrepancia significativa en la deteccién de Legionella VBNC.

Se analizaron 476 muestras de agua utilizando el método que utiliza una
metodologia hibrida de microbiologia tradicional y deteccién molecular. Las
muestras se concentraron mediante filtracién y se transfirieron a frascos de
cultivo con caldo EB7. Se realizaron extracciones de ADN en los puntos de
tiempo TO (0 h) y T2 (40-48 h) para evaluar el cambio en la concentracion

de ADN, indicador de crecimiento microbiano.

El método de cultivo estandar descrito en la ISO 11731:2017 se utilizo
para comparar los resultados obtenidos con el anterior. Las muestras se
concentraron y se cultivaron en agar GVPC, y se incubaron a 35 °C durante
10 dias, confirmandose las colonias sospechosas de Legionella mediante

auxotrofia de cisteina y aglutinacion de latex.

Para confirmar la presencia de Legionella VBNC, se realizaron co-cultivos
con Acanthamoeba castellanii. De 28 muestras analizadas, 7 (25%) fueron
positivas para ambos métodos (deteccion molecular y co-cultivo), 4 (14.3%)
fueron positivas para el primero y negativas para el segundo ( co-cultivo ) y

2 (7%) fueron negativas para el primero y positivas para co-cultivo. Estos
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resultados respaldaron la presencia de Legionella VBNC detectada por
detecciéon molecular pero no por ISO 11731, por lo que esta deteccion
molecular proporciona una forma practica y sensible de detectar todas las
formas viables de Legionella en sistemas de agua, especialmente en aquellos

desinfectados con monocloramina.

De esta forma se pudo valorar la eficacia de la monocloramina en la
penetracién en los biofilms y la reduccion en la prevalencia de Legionella
VBNC (Wickenberg et al., 2022).

La figura 21 refleja un sistema de cloracién automatica que utiliza

hipoclorito sddico.

Figura 21: Sistema tipo de cloracion automatica a base de hipoclorito sédico.

Fuente: Autor.
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Ozono

Es un desinfectante muy eficiente, para la eliminacién de multitud de
microorganismos, que basa esa eficiencia en su capacidad de oxidar
componentes celulares. Sin embargo, su efectividad en sistemas de agua
reales es limitada debido a su corta duracidon en el agua. La combinacion de

ozono con cloro puede producir subproductos de desinfeccion bromados.

Estudios recientes sugieren que la pre-ozonizacién es una técnica efectiva
para reducir la carga organica y, por ende, la formacion de DBPs, compuestos
toxicos que se forman durante la desinfecciéon del agua de consumo por
reaccion del cloro con sustancias organicas precursoras, en plantas de

tratamiento de agua potable (Xing et al., 2018).

Por esta situacién, y para abordar estos problemas referidos como son los
subproductos de la desinfeccion bromados derivados del uso del cloro y ozono
o la reaccién de la molécula de cloro con la materia organica, se ha
investigado mas en profundidad el uso del ozono como una alternativa para

la desinfeccidn del agua.

Un estudio reciente investigd el uso de tratamientos a base de ozono,
incluyendo ozono solo (03), ozono con radiacién ultravioleta (03/UV) y ozono
con peroxido de hidrogeno (03/H202), para la eliminacién de
microcontaminantes organicos (OMPs) y la inactivacion de bacterias en
muestras de agua superficial. Los resultados mostraron que los tratamientos
con ozono eran efectivos para eliminar mas del 85% de los OMPs detectados
y reducir la cantidad de bacterias a niveles por debajo de los permitidos para
el agua potable, incluso después de un almacenamiento de tres dias (Gorito
et al., 2021).

Se combind el tratamiento con ozono y carbdén activado biolégicamente
(BAC) antes de la cloracién. El ozono tiene la capacidad de oxidar los
precursores de DBP, inactivar microorganismos patdgenos resistentes vy
reducir el carbono organico disuelto refractario (DOC), generando mas
carbono organico disuelto biodegradable (BDOC), lo que promueve el
crecimiento bioldgico en el sistema de distribucién aguas abajo o en la

superficie del BAC., y conlleva aplicar cloracién de refuerzo
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Para la observacion de los resultados se utilizaron varios métodos
analiticos para caracterizar el DOC vy la estructura de los biofilms, incluyendo
la absorcion ultravioleta especifica, la cromatografia de exclusién de tamafio
de alto rendimiento y las mediciones de matriz de emisidon-excitacién de
fluorescencia. Ademas, se realizaron recuentos de placas heterotroéficas, para
cuantificar las poblaciones bacterianas heterotréficas viables y tratamientos
con propidio monoazida acoplados con PCR en tiempo real (PMA-gPCR) para
enumerar las bacterias vivas totales y los patdgenos oportunistas en los

sistemas de distribucion de agua.

Los tratamientos con ozono demostraron ser efectivos para reducir la
cantidad de OMPs y la carga bacteriana en el agua. Sin embargo, dosis mas
bajas de ozono (1.5 mg O3 L~-1) no pudieron prevenir el rebrote de bacterias
heterotréficas, que alcanzaron niveles cinco veces superiores a los
recomendados tras la incubacidn a 37°C. Estos resultados subrayan la
importancia de utilizar dosis de ozono capaces de lograr ambos objetivos:
destruccidon de OMPs e inactivacion microbiana durante periodos prolongados
(Gorito et al., 2021).

El estudio concluyé que la combinacion de ozonizacion y filtracion con
BAC, seguida de la cloracidn, es una estrategia eficaz para mejorar la calidad
del agua potable al reducir significativamente la cantidad de OMPs vy
patdgenos oportunistas. Sin embargo, es fundamental aplicar dosis
adecuadas de ozono para prevenir el rebrote microbiano y asegurar una

desinfeccidn prolongada.

Es decir, el proceso correcto serda ozonizacion seguida de filtracidn con
BAC y cloracion de refuerzo, siempre y cuando la dosis de ozono sea la
adecuada. Esto seria un método avanzado y combinado de tratamiento del
agua para que mejore sensiblemente la desinfeccion de sistemas de

distribucién de agua potable (Gorito et al., 2021).
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1.1.4.1.- Evolucion del enfoque en la prevencion y control de la
proliferacion de Legionella y su reflejo en los aspectos
historicos de las normativas higiénico-sanitarias, hasta la

actualidad:

La legislacion vigente en Espana no contempla medidas especificas sobre
la calidad del aire en relacién con la legionelosis. Sin embargo, si regula el
diseno, explotacidon y mantenimiento de los sistemas de agua, como fuentes
importantes de infeccién. En centros sanitarios, se requiere que el sistema de
ventilaciéon sea cerrado para prevenir la entrada de aerosoles contaminados

desde el exterior.

Tradicionalmente se ha enfatizado mucho en la importancia de
implementar medidas de control y prevencién en entornos hospitalarios y en
edificios publicos de uso humano sobre todo frecuentados por personal de
riesgo para la prevencion de la enfermedad. No obstante, en los ultimos afios
la literatura cientifica se inclina por establecer que se necesitan estrategias
diagndsticas mas sensibles y programas de capacitacion dedicados para

mejorar la gestidon de la esta enfermedad, (Montagna et al., 2018)

Los aspectos histdricos de las normativas higiénico-sanitarias en relacion
con la legionelosis revelan la importancia de la deteccidon y prevencidon de
Legionella en instalaciones de agua. Se destaca que el cultivo microbiolégico
ha sido el método de referencia para detectar Legionella en muestras de
agua, a pesar de sus limitaciones en cuanto a largos tiempos de incubacion y

sensibilidad diagndstica, (Forjan Lozano et al., 2016)
Brotes Iniciales y Desarrollo de Normativas

El brote de 1976 desencadendé una serie de investigaciones que
condujeron a la identificacién de L. pneumophila y a la implementacion de
medidas de control y prevencién. Antes de este brote, la neumonia causada
por Legionella no se diferenciaba de otras neumonias bacterianas, lo que
dificultaba su detecciéon y control (Fraser et al., 1977). La incidencia y
evolucion de la legionelosis did lugar a la aparicion de normativas especificas
en distintos paises para prevenir la proliferacion de la bacteria en sistemas

de agua y otras instalaciones (Fields et al., 2002).
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En Espafia, la legionelosis se convirtié en una enfermedad de declaracion
obligatoria en 1997 (MSSSI, 1997).

La primera legislacion especifica de ambito nacional en Espafia sobre la

prevencién y control de la legionelosis fue el Real Decreto 909/2001.

En este Real Decreto se establecieron los criterios higiénico-sanitarios
para prevenir la enfermedad mediante la adopcién de medidas en
instalaciones que utilizan agua y pueden producir aerosoles, tales como torres

de refrigeracion y sistemas de agua caliente sanitaria.

El anterior fue revisado y reemplazado por el Real Decreto 865/2003, que
fue eficaz en la reduccidn de casos de legionelosis al mejorar las practicas de
mantenimiento y control en instalaciones de riesgo. Sin embargo, después de
mas de una década, se identificd la necesidad de revisar ciertos aspectos
técnicos que contenia este Real Decreto para adaptarlos a los avances
cientificos y la experiencia adquirida. Las revisiones propuestas abarcaban
aspectos estructurales, de mantenimiento, operacionales y documentales,
con el objetivo de aumentar la eficacia en la prevencién y control de la
legionelosis, por ejemplo, la clasificacion que se hacia de instalaciones de

primer y segundo nivel de riesgo que se habia quedado anticuada.

Asimismo, las administraciones sanitarias regionales que habian sufrido
brotes mas intensos de legionelosis valoraban la posibilidad de aumentar la
temperatura del ACS en los puntos finales de red, con serias dificultades
puesto que las quias sanitarias regionales de prevencién y control de
legionelosis no pueden contravenir la normativa estatal (Garcia. et al., 2015).
Todo este proceso desembocd en la publicacion del R.D. Real Decreto
487/2022, de 21 de junio, por el que se establecen los requisitos sanitarios
para la prevencion y el control de la legionelosis (BOE num. 148 del
22/06/2022) firmado el 21 de junio de 2022 y que entré en vigor el 02 de
enero de 2023. Paralelamente a este Real Decreto se elabord y publicé la
Norma UNE 100030 de octubre de 2023 cuya referencia en el titulo es
“Prevencion y Control de la proliferacion y diseminacién de Legionella en
instalaciones “que emerge como un potente manual de referencia en el

sector, sin por supuesto tener rango de norma legal.
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El Real Decreto 865/2003 se centra en el mantenimiento deinstalaciones
de riesgo, regulando especificamente los sistemas de agua caliente sanitaria,
las torres de refrigeracion y los condensadores evaporativos. Establece
obligaciones detalladas para los titulares de estas instalaciones, incluyendo
la notificacion a las autoridades sanitarias y la implementaciéon de programas
de mantenimiento que aseguren la calidad microbioldgica y fisicoquimica del

agua.

Por otra parte, el Reglamento de Instalaciones Térmicas en los Edificios
(RITE), aprobado mediante el Real Decreto 1027/2007, también aborda
aspectos relacionados con la legionelosis. Este reglamento establece las
condiciones que deben cumplir las instalaciones térmicas de los edificios,
incluyendo sistemas de calefaccién, climatizacién y agua caliente sanitaria,

con el objetivo de minimizar el riesgo de proliferacion de Legionella.

Todas estas normativas combinadas constituyen un marco integral para
la prevencion y control de la legionelosis en Espafia, destacando como idea
fuerza la importancia del mantenimiento adecuado de las instalaciones y la

vigilancia constante para proteger la salud publica.

En practicamente todas las Comunidades Auténomas, se han promulgado

normativas adicionales que complementan la legislacion nacional.
Clasificacién y Evaluacion de Riesgos en Instalaciones

El Real Decreto 865/2003 clasificaba las instalaciones en tres categorias
de riesgo segun la probabilidad de proliferacion y dispersion de Legionella.
Las instalaciones de mayor riesgo, como los sistemas de agua caliente con
acumulacién y circuito de retorno, que se les atribuye necesidad de
programas de mantenimiento mas exhaustivos. Esta clasificacion estaba
basada en la proliferacion y diseminacién de la bacteria, considerando
también el grado de aerosolizacién y la poblacién susceptible (Van Kenhove
et al., 2019). Complementando las normativas nacionales, se desarrollaron
las diferentes normas UNE: Norma UNE 100030:1994, Norma UNE
100030:2001, Norma UNE 100030:2005 IN, Norma UNE 100030:2017 y
Norma UNE 100030:2023.

La Guia Técnica para la Prevencién y Control de la Legionelosis en

instalaciones, elaborada por el Ministerio de Sanidad y Consumo desarrollada
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en base a lo dispuesto en la disposicién final segunda del RD 865/2003,
proporciond claridad en numerosos aspectos técnicos no contemplados en la
normativa original (AENOR, 2005; Subdireccion General de Sanidad
Ambiental y Salud Laboral, 2005).

La figura 22 refleja la actuacidn de limpieza y desinfeccion de un
acumulador de ACS siguiendo el procedimiento descrito por el Real Decreto
487/2022.
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Figura 22: Procedimiento de limpieza y desinfeccion de acumulador de agua

caliente sanitaria segun R.D. 487/2022. Fuente: Autor.
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La figura 23 refleja la actuacion de limpieza y desinfeccion de una ETAP

siguiendo el procedimiento descrito por el Real Decreto 487/2022.

Figura 23: Procedimiento de limpieza y desinfeccion de una E.T.A.P. segun
R.D. 487/2022. Fuente: Autor.

Evolucién de las normativas europeas

El enfoque europeo hacia la regulacién de Legionella se ha caracterizado
por un marco colaborativo entre los estados miembros y la adaptacion de

directrices basadas en la evidencia cientifica y epidemioldgica.

Las primeras respuestas reguladoras en Europa se centraron en la
creacion de directrices para la prevencién y el control de Legionella. El ECDC
ha sido fundamental en la elaboracién de estas directrices. Por ejemplo, el
informe de 2017 del ECDC detalld las tasas de incidencia y las estrategias de

control implementadas en diferentes paises europeos (ECDC, 2017).
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En 2020, el ECDC publicoé un informe de vigilancia que evalud la
efectividad de las medidas de control de Legionella en varios paises europeos.
Este informe subrayd la necesidad de una vigilancia continua y adaptaciones
regulares en las politicas para abordar nuevas amenazas y brotes (ECDC,
2020).

Las directrices europeas actuales para la prevencién y el control de
Legionella, de nuevo enfatizan la importancia de la supervisién regular y el
mantenimiento adecuado de los sistemas de agua para prevenir brotes
(ECDC, 2023).

Desarrollo de normativas en Espafna

Espafa ha sido proactiva en la implementacion de normativas para la
prevencion y el control de la Legionella, adaptando y desarrollando sus
propias guias y planes de accién basados en las directrices europeas y la

investigacion local.

Primeras Normas y Guias: Desde principios de la década de 2000, Espafia
ha desarrollado una serie de guias técnicas y normativas para abordar la
prevencién y control de Legionella. En 2002, el Ministerio de Sanidad publicé
una guia técnica especifica para la prevencién de la Legionelosis en
instalaciones que incluyé recomendaciones detalladas para la gestién de
riesgos (Ministerio de Sanidad, 2021).

Plan Nacional de Control y Prevencion: En 2022, el Instituto de Salud
Carlos III introdujo el Plan Nacional de Control y Prevencidon de la
Legionelosis, que establecid6 una estrategia integral para la vigilancia,
prevencion y respuesta a brotes de Legionella en todo el pais (Instituto de
Salud Carlos III, 2022).

Investigacién y Actualizacion de Guias: El informe anual de 2023 sobre la
Legionelosis en Espafia proporciond una actualizacion detallada sobre la
incidencia de la enfermedad y la efectividad de las medidas preventivas
implementadas. Este informe subrayd la importancia de la adaptacién
continua de las estrategias de prevencién basadas en datos epidemiolégicos

recientes (Centro Nacional de Epidemiologia, 2023).
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Impacto de las normativas en la Salud Publica

La implementacién de estas normas ha tenido un impacto significativoen
la reduccion de la incidencia de brotes de Legionella y en la mejora de la salud

publica, que se refleja en los siguientes aspectos:

Reduccidn de Brotes: Estudios realizados por el ECDC han mostrado una
reduccidon notable en la incidencia de brotes de Legionella en paises con
normativas estrictas y cumplimiento adecuado de las directrices (ECDC,
2015). Por ejemplo, las directrices europeas y espafolas han sido efectivas
en la identificaciéon temprana y la respuesta rapida a los brotes, reduciendo

asi la mortalidad asociada a la enfermedad (ECDC, 2019).

Mejora en la Vigilancia: La vigilancia epidemioldgica ha sido una
herramienta crucial en la lucha contra Legionella. La Red Nacional de
Vigilancia Epidemiolégica (RENAVE) en Espana ha proporcionado datos
detallados sobre la incidencia y las tendencias de Legionella, lo que ha
permitido ajustar las politicas y mejorar las practicas preventivas
(Amillategui-Dos-Santos et al., 2023)

Evolucidn de las normas y legislacion a futuro

A pesar de los avances significativos, persisten desafios en la
implementacion efectiva y la adaptacién continua de las normativas higiénico-

sanitarias para la prevencién de Legionella.

- Desafios Técnicos y Operativos: La heterogeneidad en la implementacién
de las normativas por parte de las diferentes administraciones y particulares,
la variabilidad en el mantenimiento de las instalaciones de agua, asi como la
evaluacion de las medidas de control de Legionella en Europa reveld
discrepancias en la aplicacion de las directrices, lo que afecta la efectividad

general de las normativas (ECDC, 2020).

- Necesidad de Innovacién: La innovacién en tecnologias de deteccién y
control se vislumbra como elemento fundamental para abordar las
limitaciones actuales. Las investigaciones recientes, como ya se ha apuntado
han destacado la necesidad de desarrollar métodos mas eficientes para la
deteccidon y la eliminacién de la bacteria en los sistemas de agua (Van

Heijnsbergen et al., 2015).
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Revisidon y actualizacion de la normativa

Tras mas de una década de aplicacion del Real Decreto 865/2003, se
observd la necesidad de revisar y actualizar ciertos aspectos técnicos para
adecuarlos al conocimiento y experiencia adquiridos. Esto incluyd la
clasificacién de riesgo de las instalaciones, los sistemas de agua fria de
consumo humano, los equipos de enfriamiento evaporativos, los sistemasde
agua climatizada, y los procedimientos de toma de muestras y la técnica

analitica de deteccion utilizada.

La inclusion de técnicas analiticas basadas en la biologia molecular, como
la gPCR, se discute en ese momento como método oficial para la
determinacidon de Legionella, lo que permitiria una actuacién mas rapida y
eficaz ante la identificacion de casos y la asociacion de estos a las
instalaciones de riesgo (Subdireccion General de Sanidad Ambiental y Salud
Laboral, 2005).

En términos de legislacion, las normativas vigentes en Espafia y en otros
paises europeos actualmente exigen la implementacién de medidas estrictas
en el disefio, explotacién y mantenimiento de los sistemas de agua, con la
monitorizacion regular y el tratamiento adecuado del agua para evitar la
formacion de biofilms, que son ambientes propicios para la bacteria. Sin
embargo, no existen regulaciones especificas en cuanto a la calidad del aire
en relacién con la legionelosis. A pesar de esto, se recomienda que los
sistemas de ventilacion en hospitales sean de tipo cerrado para evitar la
entrada de aerosoles contaminados del exterior, que podrian contener
Legionella. Esta recomendacion busca reducir el riesgo de infecciones

nosocomiales por esta bacteria (Amillategui-Dos-Santos et al., 2023).
Aspectos criticos y nuevas propuestas

Es fundamental contar con una evaluacidn de riesgos precisa de las
instalaciones y establecimientos, aunque generalmente estas deben estaren
condiciones muy deficientes para que se implementen medidas correctoras

efectivas.

Por otra parte, los modelos proporcionados no siempre contemplan
aspectos como el numero de instalaciones en el establecimiento, las

poblaciones expuestas, la existencia de incidencias (brotes), o el grado de
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implicacién por parte del personal de la instalacién en el programa de
mantenimiento (Subdireccién General de Sanidad Ambiental y Salud Laboral,
2005).

El Real Decreto 487/2022, propone una clasificacién basada en el riesgo,

que incluya las instalaciones emergentes asociadas a brotes recientes.

Indica el establecimiento de programas con medidas preventivas
especificas para cada tipo de instalacion, desarrollando protocolos de toma
de muestras especificos y modelos para la evaluacion de riesgos adecuados,
teniendo en cuenta establecimientos especialmente sensibles, si bien siempre
quedan fuera situaciones y circunstancias especificas de las propias

instalaciones que son en si mismas muy heterogéneas.

1.1.4.2.- Instalaciones de riesgo:

Las instalaciones de riesgo en el contexto de Legionella se refieren a
aquellos lugares que, debido a sus caracteristicas y usos, presentan un mayor
riesgo de proliferacién y transmisién de esta bacteria. En estas instalaciones
ubicadas en edificios de uso publico aumenta el nivel de riesgo si estan
ubicadas en hospitales, residencias de ancianos, hoteles, centros de spa y
balnearios, sistemas de agua caliente y refrigeracién, y cualquier otro lugar
con sistemas de agua que puedan generar aerosoles que contengan bacterias

Legionella y alberguen personal inmunocomprometido.
Torres de refrigeracion y condensadores evaporativos

Son las instalaciones que con mayor frecuencia se hallan colonizadas por
Legionella spp. y que se han identificado como potenciales fuentes de
infeccion comunitaria, si bien las conducciones de agua sanitaria tienen una
intensidad silenciosa y un efecto propagador mucho mayor porque hay mucha
mas presencia de estas instalaciones en los ambitos de uso humano. (Méndez
Arranz et al., 2022).

La evidencia existente recoge casos de transmision de L. pneumophila,
dispersa desde aerosoles emitidos por torres de refrigeracion a distancias de

hasta varios kildmetros. El riesgo de infeccion decrece a medida que aumenta
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la distancia respecto al foco de emisidn, siendo tres veces mas probable este

riesgo en torno a 0,5 km en relacion con mas de 1 km.

En general, se considera que los aerosoles de las torres de refrigeracion
pueden dispersarse y, potencialmente, ocasionar la infeccion dentro de un

area geogréafica limitada de unos 200 m. (Méndez Arranz et al., 2022).

Cuando existen vientos y corrientes de aire favorables, los aerosoles
transportadores de Legionella spp. pueden alcanzar una distancia de hasta
12 km y se han descrito infecciones a esas distancias del foco emisor sobre
todo en grandes aglomeraciones urbanas, donde el potencial nUmero de

personas expuestas es elevado (Méndez Arranz et al., 2022).

La incidencia ambiental de Legionella en torres de refrigeracién ha sido
estudiada desde diferentes puntos de vista por toda la geografia europea,
resultando de especial interés un analisis de la contaminacién en Grecia que
mostré que Legionella se encontrdé en el 48.9% de las 96 torres de
refrigeracion probadas y el 30% de ellas estaban clasificadas como altamente
contaminadas (= 1074 cfu/L) (Mouchtouri et al., 2010).

En un principio se desconocia con exactitud la influencia de la climatologia
y la latitud en el desarrollo y amplificacién de la bacteria, asociandolo a climas
mediterrdaneos Yy subtropicales. No obstante, esta afirmacion quedd
descartada comprobando que existe una proliferaciéon bacteriana similar en

climas templados mas frios.

En Alemania, concretamente en Renania del Norte-Westfalia en 2013 se
comprobd igualmente que las torres de refrigeracion fueron una posible
fuente de contaminacién, debido al aislamiento de cepas patégenas de

Legionella en estas unidades (Maisa et al., 2015).

La concentracidon de Legionella en las torres de refrigeracidon varia
igualmente durante diferentes periodos del afio, lo que demuestra la alta
dindamica de los ecosistemas y el alto nivel de adaptabilidad de estas
bacterias, capaces de sobrevivir a condiciones ambientales adversas, como

la desinfeccion periddica.

Un ejemplo de investigacion realizada con éxito utilizando modelos
meteoroldgicos fue un estudio llevado a cabo en Lidkdping, Suecia, dondese
determiné la direccion de dispersion de la fraccion respirable que contenia
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patégenos de las torres de refrigeracion analizando la direccion y la fuerza
del viento, asi como la topografia local del area.

En este estudio se precisé que la fuente probable de un brote de neumonia
por legionelosis fue una torre de refrigeracion industrial con propagacion por
aerosol que incluyd al menos a 32 pacientes con dos casos de muertes. Se
trataba de L. pneumophila sg 1, subtipo Benidorm perteneciente al grupo
virulento MAb 3-1, si bien existian mas de un subtipo de Legionella obtenidos

mediante procedimientos de genotipado.

La investigacidon y la modelizacién meteoroldgicas sobre la dispersion
realizadas en este estudio proporcionaron informacidon importante sobre las
condiciones del viento, comprobando que los aerosoles se propagan hasta
muchos kildmetros de distancia -entre 6 y 11 km- (Ulleryd et al., 2012).

Circuitos de agua sanitaria

Los circuitos de agua sanitaria son una permanente fuente de crecimiento
ambiental de Legionella y posible foco de aparicion de legionelosis y
reservorio de cepas clinicamente importantes de Legionella. Es una situacion
perfectamente descrita a lo largo de los afios, e investigada en diversas
ocasiones. Un caso que llamé especialmente la atencion ocurrié en Alemania.
La investigacion microbioldgica concluyd que una boquilla de ducha altamente
contaminada era la fuente de los patdgenos, con una concentracién de 15 x
10”3 UFC/mIl (Mlhlenberg, 1993).

En Reino Unido se llevaron a cabo controles ambientales de presencia de
Legionella en 82 hogares que concluyeron que el 6% de las duchas estaban
contaminadas con bacilos de Legionella. En este estudio se comprobo que la
colonizacién de las boquillas de las duchas por patégenos estuvo asociada

con la duracién y frecuencia de uso de la ducha (Collins et al., 2017).

Otro estudio en residencias de ancianos italianas demostré que la
presencia de Legionella en conducciones de agua es frecuente puesto que

aparecio en el 36,8% de las muestras (De Filippis et al., 2018).

No obstante, a pesar de los resultados observados en edificios particulares
en Reino Unido, las legislaciones occidentales, y particularmente la europea
centran la obligacién de testar y llevar a cabo planes de mantenimiento
preventivo sanitario, solamente en los edificios de uso publico, ya que pueden
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ser una fuente importante de Legionella debido al acceso generalizado a los

mismos.

La figura 24 recrea un acumulador de ACS con una boca de acceso de 40

cm.

Figura 24: Modelo normalizado de acumulador de ACS segun lo establecido
en el R.D. 487/2022. Fuente: Autor.

La figura 25 recrea la purga de un acumulador de ACS con circuito de retorno.

80




Miguel Angel Redondo Cadenas, 2024

Figura 25: Purga de acumulador de agua caliente sanitaria. Fuente: Autor.

Otro dato a considerar es la variacion en la prevalencia de la bacteria en
el agua de aporte a las conducciones de agua sanitaria, si es agua

subterranea o es agua superficial.

La investigacién llevada a cabo en los Paises Bajos puso en evidencia que
el uso de agua superficial para la produccién de agua potable esta
positivamente correlacionado con altas tasas mas elevadas de legionelosis,
con respecto al uso de agua de procedencia subterranea (De Boer et al.,
2007). Es importante a este respecto considerar que los métodos
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convencionales de purificaciéon de agua superficial pueden no ser efectivos
para controlar Legionella debido a su capacidad a largo plazo para colonizar

y regenerarse en los sistemas de suministro de agua (Schwake et al., 2021).

En cualquier caso, las aguas subterrdneas europeas también pueden
albergar un importante reservorio de bacterias Legionella. De Giglio et al.
(2019) detectaron serogrupos de Legionella spp. en 31 (21,4%) de 145 pozos
utilizados para regar plantas con agua subterranea en el sur de Italia.
Logicamente este agua contaminada aplicada en la pulverizacion de cultivos
puede producir aerosoles y representar un riesgo grave para los trabajadores

agricolas.

La tendencia en cualquier caso a la hora de gestionar las actuaciones en
la prevencién y control es la realizacion de una evaluacidon del riesgo de
proliferacién de Legionella de forma detallada para posteriormente desarrollar
medidas eficaces. Esta idea parte de un estudio realizado en la provincia de
Gerona, clasificando los diferentes factores que convergen en una instalacion
para posteriormente priorizar intervenciones mediante un modelo de
evaluacion de riesgos que clasifica las instalaciones en funcién de su

probabilidad de proliferacién y dispersién de Legionella (Vila et al., 2020).

Este camino ha sido posteriormente recorrido por otros estudios hasta
cristalizar en la norma UNE 100030:2023 donde se desarrolla un
procedimiento de trabajo para poder determinar el riesgo de la instalacidn
considerando cuatro bloques de factores condicionantes: entrada del agua de
aporte a la instalacion y sus caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas,
depdsito del agua , conexién del circuito con otros sistemas , distribucién de
los agua en los canales de distribucién y por Ultimo evaluacion de los puntos

finales de red.

Dentro de las acciones para gestionar el riesgo de forma correcta se

encuentran:

- La modificacion de sistemas de agua mediante recubrimientos

especificos que puedan inhibir la formacion de biofilms (Filice et al., 2022).

- La reduccion de la presencia de hospedadores protozoarios para
Legionella (Nisar et al., 2020).
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- La determinacién de la concentracién éptima de ion ferroso es también

un indicador a controlar (Vittal et al., 2021).

- Evitar el estancamiento prolongado de los sistemas de agua (Palazzolo
et al., 2020).

Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales en la trasmision del Legionella

La Agencia Europea para la Seguridad y la Salud en el Trabajo reconoce
a las plantas de tratamiento de aguas residuales como una posible fuentede
infecciones por Legionella spp. no hospitalarias (Caicedo et al., 2019; Bulski,
2020). La infraestructura de estas plantas crea condiciones favorables para

el crecimiento de bacterias Legionella.

Algunos estudios llevados a cabo en Suecia y Finlandia indican una fuerte
contaminacién en los tanques de lodos activados, con concentraciones de
hasta 8.0 x 10"9 UFC/L de L. rubrilucens (Kusnetsov et al., 2010).

Los estanques de aireacién también representan una amenaza
significativa, como se aprecié en pruebas realizadas en Borregaard Ind.
(Noruega), donde se encontrd contaminacion con Legionella spp. de hasta
3300 UFC /m3 (Fykse et al., 2013).

Igualmente, en Paises Bajos se investigd la dispersion atmosférica de
Legionella desde estas plantas durante seis afos, encontrando una
correlacién significativa entre las condiciones operativas y la presencia de
Legionella en el ambiente, entendiéndose que la bacteria accede a las plantas
desde la entrada de agua y son los procesos de aireacidn de estas aguas
residuales las que provocan la aparicion de brotes. Para mejorar la
comprension de la propagacion de patdégenos desde las plantas de
tratamiento de aguas residuales se ha recurrido a modelos atmosféricos que
explican de manera ajustada como se produce la proliferacion de la bacteria

en estas plantas (Vermeulen et al., 2021).
Fuentes ornamentales en la trasmision del Legionella

Ademas de las conducciones de agua, en muchas ciudades europeas, las
fuentes ornamentales representan un riesgo significativo para la proliferaciéon
de Legionella, especialmente aquellas que operan en un ciclo cerrado de

agua.
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Varios muestreos realizados acreditan la importante concentracion de
Legionella en estas instalaciones generalmente mal disefadas y con
programas de prevencion sanitaria incompletos (Chatziprodromidou et al.,
2022).

Un analisis microbioldgico realizado como parte de la investigacion del
brote de legionelosis en Bresso (Italia) identificé a las fuentes urbanas como

la fuente mas probable de infeccién (Faccini et al., 2020).

Otro ejemplo son los 11 casos de legionelosis reportados en el norte de
Portugal, donde las investigaciones identificaron una fuente en una plaza

como la fuente mas probable de infeccién (Correia et al., 2001).
Centros Recreativos

Las areas de recreacién acuatica interior, como piscinas, centros de
bienestar, jacuzzis y spas, presentan una elevada incidencia de Legionella
ambiental con elevado riesgo de infectar a un ndmero significativo de

personas.

Un ejemplo significativo fue una evaluacién de prevalencia de Legionella
en Staffordshire (Reino Unido) que determind que una piscina de spa
contaminada en un edificio comercial cerrado fue la fuente de 21 casos de
enfermedad (Coetzee et al., 2012).

Legionella como Agente de Infecciones Nosocomiales a través de equipos de

Hospital

Las infecciones por Legionella spp. afectan mayormente a individuos
inmunocomprometidos, como pacientes de edad avanzada con
comorbilidades (EPOC, diabetes, insuficiencia renal), observandose también
casos de neumonia grave asociada a L. pneumophila entre neonatos (Perez-
Ortiz et al., 2021) vy manifestaciones cutaneas en pacientes

inmunocomprometidos (Vaidya et al., 2020).

Las instalaciones mas sensibles son los humidificadores portatiles para

neonatos (Yiallouros et al., 2013).

La figura 26 recrea una ETAP integrada que es la tendencia mas modernaen

este tipo de instalaciones. No tiene superficies abiertas lo que dificulta su
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contaminacién y esta construida con material plastico que facilita su

desinfeccion

=pPTo para agua potable

Figura 26: Modelo de ETAP integrado segun lo establecido en el Real Decreto
487/2022. Fuente: Autor.
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1.1.5.- Presencia de Legionella en instalaciones de agua

sanitaria:

La correlacién entre la microbiota bacteriana y las especies de Legionella
en el agua de estas instalaciones ha sido objeto de estudio a través de
técnicas como la secuenciacién del gen 16S rRNA (Kanatani et al., 2024). Se
trata de una técnica molecular avanzada que permite analizar la composicion
de la microbiota y la diversidad microbiana y detectar la presencia de especies

de Legionella en el agua de dichas instalaciones (Lozano et al., 2016).

La identificacion de potenciales reservorios de Legionella en estas
instalaciones permite implementar medidas especificas para reducir los
riesgos de transmision y prevenir brotes de legionelosis (American Water
Works Association ~-AWWA-, 2020).

A lo largo de los anos se ha abordado la deteccién y prevencion de
Legionella en instalaciones de agua sanitaria fundamentalmente en entornos
como hospitales, hoteles y otros lugares donde el agua estancada o mal
mantenida puede favorecer su proliferaciéon (Rodriguez et al., 2002; AWWA,
2018; AWWA, 2019). Igualmente han sido objeto de intenso estudio la
transmision de la enfermedad a través de la inhalacién de aerosoles
contaminados con Legionella (Weintraub et al., 2008; Baudart et al., 2015),
el estudio de factores como la temperatura del agua y los materiales de
fontaneria que pueden influir en la formacion de biofilm por Legionela
pneumophila (Orti-Lucas y Luciano, 2019; AWWA, 2019), la colonizacién de
sistemas de agua sanitaria en centros de bienestar o residencias de ancianos
(Hsu et al., 1984; Rhoads et al., 2021), o su estudio como agente etioldgico
de neumonia grave adquirida, lo que resalta la importancia de considerar esta
bacteria en el diagndstico y tratamiento de enfermedades respiratorias
(Hernandez et al., 2002).

Se ha recurrido a diferentes métodos de deteccion de Legionella en
sistemas de agua sanitaria como la citometria de flujo para evaluar la
viabilidad de Legionella en muestras de agua, lo que puede ser (til para una
monitorizacion efectiva (Allegra et al., 2008). Las estrategias de tratamiento
ya descritas han copado también buena parte de los estudios llevados a cabo

en esta materia, haciendo hincapié en el uso de biocidas con efecto residual
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prolongado (Weintraub et al., 2008; National Academies of Sciences,
Engineering, and Medicine -NASEM-, 2019; Ito e Ishida, 2020). Practicamente
en todo el mundo se han realizado estudios sobre la prevalencia de la bacteria

por su trascendencia no solo clinica sino econdmica.

En Argentina, se ha reconocido un aumento de casos relacionados con
Legionella, en instalaciones de distribucién de agua sanitaria (Medina et al.,
2021).

Igualmente, en Costa Rica, se ha investigado la presencia de Legionella
en circuitos de agua sanitaria de hospitales, siguiendo las recomendaciones

del Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (Rodriguez et al., 2002).

La sostenibilidad ambiental en el uso de medidas preventivas también ha
sido objeto de estudio a lo largo de los afios en todo el mundo, sobre todo en
el caso del agua (Girolamini et al., 2020; Calderdn et al., 2021). El uso de
tecnologias eficientes de calentamiento de agua y su impacto econémico ha
llegado también a paises donde el grado de investigacion no estd avanzado,
pero se ha considerado de gran interés por el dispendio que supone, tal es el
caso de Ecuador (Guaman et al., 2016), e igualmente, en Marruecos donde
se ha analizado la presencia de Legionella y el uso de agua en su prevencién

en ambientes turisticos (Assaidi et al., 2020).

En USA hay infinidad de estudios al respecto y casi todos coinciden en
relacionar deficiencias en el procedimiento de prevencién con el desarrollo del

brote de legionelosis (Garrison et al., 2016; Zahran et al., 2018).

Las medidas de prevencion de la proliferaciéon de Legionella abarcan el
ambito de la ingenieria, buscando sistemas de recirculacion de agua potable
para su aplicacién en instalaciones de agua sanitaria. Estos sistemas
automaticos buscan mejorar la eficiencia en el uso del agua y garantizar un
suministro constante de agua en diferentes entornos (Ferndndez et al.,
2020).

Las estrategias mas importantes basadas en investigaciones y la legislacién

reciente serian:
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Disefio y Mantenimiento de Sistemas

- Recirculacién de Agua: Instalar sistemas de recirculacion de agua
caliente para evitar el estancamiento, manteniendo la temperatura del agua
fuera del rango 6ptimo para la proliferacién de Legionella (20-45°C) (Real
Decreto 487/2022).

- Monitorizacion frecuente y regular: Establecer programas de muestreo
y analisis de agua segun los estandares UNE-EN ISO 11731:2017,
asegurando una deteccion y respuesta temprana a la presencia de Legionella

mediante métodos de cultivo y moleculares (Mondino et al., 2020).

- Control de Temperatura: Mantener la temperatura del agua caliente por
encima de 50°C y del agua fria por debajo de 20°C para limitar el crecimiento
bacteriano (Real Decreto 487/2022).

Formacion y Capacitacion

Asegurar que el personal encargado del mantenimiento y control de
instalaciones tenga la formacién adecuada, cumpliendo con las normativas
de capacitaciéon profesional y certificados de aprovechamiento para la

prevencién y control de Legionella .
Procedimientos Especificos

- Realizar la toma de muestras de agua bajo la responsabilidad de
laboratorios acreditados, siguiendo procedimientos documentados especificos
para cada tipo de instalacién (Real Decreto 487/2022).

- Desarrollar e implementar el PPCL o PSL, que incluyan medidas correctoras

inmediatas en caso de detectar niveles inaceptables de Legionella.

¢Cual es la relacion entre el estancamiento del agua y la obstruccion del flujo

con la calidad del agua potable y el aumento del riesgo de legionelosis?

El estancamiento del agua ya sea temporal o permanente, puede tener
un impacto significativo en la calidad del agua potable al reducir la eficacia
de los desinfectantes y aumentar el riesgo de proliferacion de Legionella, lo
que a su vez incrementa la posibilidad de legionelosis (Nisar et al., 2020;
Naher, 2024; Rhoads et al., 2016; Valcina et al., 2019).
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La instalacion de grifos de flujo de tiempo electrénico contribuye a reducir
la presencia de Legionella en redes de agua caliente, no obstante, la
resistencia de Legionella a agentes quimicos en tuberias de bajo flujo con
estancamiento de agua sigue siendo un desafio importante en la gestion de
la calidad del agua potable (Totaro et al., 2020; Aydin et al., 2023).

La frecuencia de limpieza necesaria puede ser alcanzable solo con grifos
de auto-limpieza o valvulas solenoides, lo que indica que, para algunos
sistemas, la limpieza de los componentes por si sola puede no lograr

resultados aceptables.

Las recomendaciones de los circuitos de agua sanitaria se suelen basar en
la suposicidn de que el agua suministrada al edificio y utilizada para la
limpieza tiene algin componente que inhibe el crecimiento (altas
temperaturas o desinfectante) y un componente de control de corrosion, lo
cual puede no ser el caso (NASEM, 2019; Judd, 2020), si bien el uso de agua
fresca de manera frecuente es evidente que ayuda a evitar la proliferaciéon de
la bacteria (Meyers et al., 2020). Debido a esto los procedimientos de gestidn
del agua en edificios a menudo contienen indicaciones para la limpieza

semanal de puntos finales de red no usados (NASEM, 2019).

La frecuencia necesaria de limpieza es especialmente dificil de determinar.
Semanalmente puede ser insuficiente para el control efectivo de Legionella
debido a problemas de disefo de la instalacidén, por equilibrio hidraulico o de
temperatura que sean inadecuados, complejidad de componentes como
grifos electronicos y valvulas mezcladoras térmicas o demasiado volumende
agua almacenada en relacién con el uso de agua, es decir que exista un
recambio incompleto. Un ejemplo verificado fue un hospital con temperaturas
de recirculacion de agua caliente que eran inadecuadas para prevenir el
crecimiento de Legionella (<45°C), donde se requirié una frecuencia de
limpieza cada 2 horas para reducir los niveles de Legionella cultivables en
sistemas de distribucién de agua sanitaria a niveles adecuados (Totaro et al.,
2018).

Después de un estancamiento prolongado en grandes edificios, pueden

surgir nuevos incidentes (Proctor et al., 2020).
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- Pérdida de desinfectante residual y disminucidn de la estabilidad residual
del desinfectante.

- Disminucién de la eficacia de la desinfeccién, lo que conduce a un posible
crecimiento microbiano.

- Acumulacion de contaminantes quimicos y microbianos en el sistema de
agua.

- Corrosion de materiales de la conduccion, que pueden introducir metales en
el agua (AWWA, 2019).

- Formacioén de biofilms, que pueden albergar patdégenos y afectar la calidad
del agua.

- Aumento de los niveles de plomo y otros metales debido a la lixiviacién de
materiales de la conduccién (AWWA, 2019).

- Cambios en la temperatura del agua, el pH y los niveles de cloro, que
afectan la calidad del agua.

Algunas de las recomendaciones para evitar estos inconvenientes son:

- Implementar lavados de rutina del sistema de suministro de agua para

mantener la calidad del agua.

- Realizar pruebas periddicas de la calidad del agua para controlar la

presencia de contaminantes.

- Considerar el uso de filtros en el punto de uso para eliminar posibles

contaminantes. (Ra et al., 2020).

El objetivo por lo tanto es cuadruple: mantener la calidad del agua, reducir
el riesgo de proliferacién de Legionella, conseguir no desperdiciar agua vy

ahorrar el maximo de energia.

Un estudio de Dinne et al. (2017) se centré en evaluar el riesgo de
Legionella spp. desarrollado en instalaciones sanitarias, especialmente en lo
que se refiere a sistemas de ACS. El objetivo principal de la investigacion fue
determinar la viabilidad de reducir el consumo de energia para la produccién
de ACS sin comprometer la higiene del agua y sin aumentar el riesgo de

proliferacién de Legionella.

Un aspecto del estudio fue el mantenimiento de la temperatura de
produccion de ACS en 45°C, con calentamiento periddico a 60°C durante

diferentes duraciones y frecuencias. Esta estrategia de control de
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temperatura tenia como objetivo lograr un equilibrio entre la eficiencia
energética y el control de Legionella dentro del sistema de suministro de
agua. Los investigadores utilizaron una instalacion de prueba integral que
constaba de un tanque de agua de 200 litros, un sistema de circulacion de
casi 40 metros y dos tuberias de drenaje que representan escenarios de uso
tipicos en un hogar, como una cocina y un bafo. Legionella spp. seintrodujo
intencionalmente en las instalaciones de prueba para monitorizar sus
concentraciones tanto en el agua como en el biofilm. Los resultados del
estudio destacaron la importancia de la desinfeccién por choque térmico en

la prevencidn de Legionella.

Tomaron como referencia las directrices del Consejo Superior de Salud de
Bélgica que recomienda mantener las concentraciones de Legionella por
debajo de 1000 UFC/L en instalaciones de alto riesgo. Para lograrlo, los
investigadores implementaron una desinfeccion por choque térmico
calentando el agua del acumulador a 60°C durante 30 minutos. Se
examinaron factores como la desinfeccion de los grifos de muestreo, el caudal
durante el muestreo y la desinfeccidn del sistema del circuito de retorno y del

circuito de salida (Hayes-Phillips et al., 2019).

Los resultados indicaron que los protocolos de desinfeccion térmica,
incluido el precalentamiento del tanque a 60°C durante 30 minutos antes de
aplicar un choque térmico a los puntos finales de red, redujeron eficazmente

las concentraciones de Legionella (Hayes-Phillips et al., 2019).

Durante la semana once del estudio, las concentraciones de Legionella
experimentaron una disminucién significativa después de la extraccion
continua de agua y la desinfeccién térmica (Dinne et al., 2017). Sin embargo,
las concentraciones se recuperaron después de 24 horas y regresaron a los
niveles iniciales en dos semanas, lo que indica que es necesario realizar
desinfeccidon sostenida en el tiempo. Una vez elevada la concentracién de
Legionella spp, los procedimientos posteriores de desinfeccion térmica a 60
°C durante una hora en el circuito de circulacidn no disminuyeron las
concentraciones de Legionella, que persistieron por encima del limite
recomendado de 1000 UFC/L. (Dinne et al., 2017), lo cual indica quecuando
la concentracién es elevada un solo choque térmico no es suficiente para

revertir la concentracion, y es preciso realizar choques térmicos frecuentes.
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Tabla 1: Medidas para instalaciones de ACS y AFCH en funcién de los

resultados analiticos de Legionella spp.

Recuento Medias a adoptar
de
Legionella
spp UFC /L

No Mantener los programas actuales.

deteccion o
< 100

a) Siuna proporcién de muestras menor o igual al 30 % son > a 1 000
UFC/L, tomadas simultdneamente (mismo muestreo) o 1 sola muestra es
>100y < igualosuperiora1000UFC/L: Revisiéndelos programas, paraidentificarlas
1000  medidas correctoras necesarias. Considerar la limpieza y desinfeccién del
tramo de tuberia y puntos terminales implicados. Realizar una nueva toma
de muestra entre 15 y 30 dias tras la limpieza y desinfeccion.
b) Simas del 30 % de las muestras son positivas: Inmediata revision de los
programas para identificar otras acciones correctoras requeridas. Limpieza y
Desinfeccidn del sistema. Realizar una nueva toma de muestra a los 15-30
dias trasla limpieza y desinfeccion.
Inmediata revisidon del PPCL para identificar las medidas correctoras,
21000 incluyendo la limpieza y desinfeccidn del sistema. Realizar nueva toma de
muestra a los 15-30 dias tras la limpieza y desinfeccion.

Si es necesario, parar la instalacién e informar a los usuarios.

La tabla 1 indica las medidas a adoptar segun el nUmero de UFC de Legionella
que describe el Real Decreto 487/2022.

En la tabla 2 se describen los datos a reflejar en el acta de toma de
muestras ambientales de Legionella spp segun lo descrito en el Real Decreto
487/2022.

Se ha ampliado ostensiblemente los parametros a medir y las condiciones
de transporte, asi como los tiempos de procesado de las muestras. Como
novedad este Real Decreto aporta el hecho de que se incrementa la
periodicidad de toma de muestras de las instalaciones y ademas de indica
que debe hacerlo personal autorizado que esté acreditado por el propio

laboratorio que va a llevar a cabo el procesado de las muestras.
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Tabla 2: Registro de datos de la toma de muestra de Legionella spp.
segun el Real Decreto 487/2022.

1.-La muestra debe ser identificada de forma inequivoca e indeleble en su
envase oetiqueta del envase.
2.-Los datos de identificacion de cada una de las muestras deben coincidir
con losconsignados sobre la misma en el Registro de la Toma deMuestras.
3.-En el Registro de Toma de Muestras deberad recoger al menos la
siguienteinformacion:
- Dia y hora de la toma de la muestra.
- Identificacion de la persona que realiza la muestra.
- Identificacién de la muestra: Cddigo de identificacion.
- Naturaleza de la muestra (agua, biocapa)
- Neutralizante utilizado en la toma de muestra o, en su caso, indicacion
expresa de no utilizacion de neutralizante (solo para ensayos
microbioldgicos.
- Volumen de muestra tomada.
- Investigaciones a efectuar.
- Identificacidon del remitente de la muestra (puede o no coincidir con el
tomador de la muestra, establecimiento deprocedencia.
- Identificacion del transportista y medio de transporte.
- Fecha de entrega de la muestra al transportista (dia y hora).
- Identificacién del establecimiento de procedencia.
- Tipo de Instalacion de la que procede la muestra (torre de
refrigeracion, agua caliente sanitaria, etc.).
- Identificacién del punto de muestreo.
- Motivo del muestreo.
- Resultados de los parametros fisico-quimicos determinados in situ:

- Temperatura de recogida de la muestra (siprocede).

- Biocida empleado y concentracién medida.

- Otros parametros: (Consignar).

- Resultados obtenidos de los ensayos efectuados sobre muestras
tomadas simultdneamente o, en su defecto, correlacidn inequivoca con el
informe del ensayo correspondiente.

- Observaciones: Datos que deben acompafiar a la muestra.
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La figura 27 recrea el procedimiento de hipercloracion mediante bomba

impulsora directamente a la red, que es un procedimiento habitual cuando no
existe ETAP.

Figura 27: Procedimiento de hipercloracion directo a la red en un circuito de
AFCH. Fuente: Autor.

1.1.5.1.- Disefo Yy caracteristicas estructurales de Ilas

instalaciones:

Un aspecto que ha sido estudiado extensamente es la temperatura del
agua en los sistemas de agua caliente. Las investigaciones realizadas
destacan que Ilas concentraciones de Legionella pueden aumentar
significativamente en sistemas de agua caliente donde las temperaturas del

agua estan por debajo de 55°C (Valcina et al., 2023). Este hallazgo subraya
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la importancia de mantener las temperaturas del agua caliente por encima

de este umbral para prevenir la proliferacién de la bacteria Legionella.

La presencia de Legionella en los sistemas de distribucion de agua, se
relaciona con la presién dentro de estos sistemas y puede impactar en las
tasas de flujo y la distribucion del agua, lo que a su vez puede afectar la
probabilidad de colonizacion por Legionella (Pierre et al., 2019; Marras et al.,
2023).

Ademas, los niveles de cloro se relacionan con la temperatura y el flujo,
y juegan un papel significativo en el control de la contaminacion por
Legionella. Las tasas de contaminacion por Legionella en sistemas de agua
caliente son mas altas a temperaturas por debajo de 50°C y cuando los
niveles de cloro libre eran inferiores a 0,2 mg/L (Doménech-Sanchez et al.,
2022).

El disefio y la disposicién de los sistemas de agua sanitaria también
influyen en la colonizacion por Legionella. Se ha tratado de evaluar como la
distancia de los puntos de muestreo al origen de la red de agua sanitaria
influye en la distribucién de Legionella dentro del sistema sin resultados

concretos (Marchesi et al., 2020).

¢Coémo influye el disefio de los sistemas de agua sanitaria en la proliferacion

de Legionella?

Mantener la temperatura entre 20°C y 50°C, favorece el crecimiento de
Legionella spp (Bartram et al., 2020). Para prevenir su crecimiento, se
recomienda mantener la temperatura del agua caliente por encima de los
60°C en los tanques de almacenamiento y asegurar que el agua que llega a

los grifos esté al menos a 50°C (Borella et al., 2021).

Para mitigar riesgos, se deben disefiar sistemas con tuberias cortas y
circuitos de retorno que mantengan el agua en movimiento y a una
temperatura elevada (Leoni et al., 2021). Ademas, la instalacién de
mezcladores termostaticos en los puntos de uso puede ayudar a mantener

temperaturas seguras y reducir el riesgo de quemaduras (Lu et al., 2020).

Un estudio realizado en un hospital italiano reveldé que la instalacion de

un sistema de retorno de agua caliente y el aumento de la temperatura de
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almacenamiento redujeron la presencia de Legionella en un 85% (Borella et
al., 2021).

Otro estudio en Francia demostrd que la sustitucién de tuberias de hierro
por cobre y la instalacién de sistemas de cloraciéon automatica disminuyeron

la incidencia de brotes de legionelosis en un 70% (Pascale et al., 2020).

¢Qué materiales de tuberias son mas efectivos para prevenir la colonizacion

por Legionella?

Las tuberias galvanizadas y de hierro fueron el estandar para las tuberias
de agua caliente y fria antes de los afios 1950 y 1960. Esta tecnologia fue
patentada en la década de 1830, reemplazando las tuberias de plomo y
siendo la referencia de uso durante aproximadamente 100 anos. Los sistemas
de tuberias a base de hierro comienzan con un interior relativamente liso,
pero se oxidan y corroen. Resisten bien el calor, pero no los elementos
oxidantes en el agua, lo que eventualmente genera la superficie interiormas
rugosa de todos los sistemas de tuberias, haciéndolos los menos deseables

para el control de Legionella.

Las tuberias de cobre han sido de eleccidon desde la década de 1960.
Cuando son nuevas, tienen una superficie interior muy lisa, incluso mas lisa
gue la mayoria de los materiales de tuberias no metalicos. Sin embargo, con
el tiempo, se oxidan, se pueden picar y la superficie se vuelve muy aspera,

lo cual es ideal para el desarrollo de biofilms y de Legionella.

El cloruro de polivinilo clorado (CPVC) tiene una superficie lisa y una alta
tolerancia a los oxidantes introducidos en el agua para la desinfeccion
primaria o secundaria/complementaria. Su resistencia a los desinfectantes y
su capacidad para soportar temperaturas mas altas lo hace ideal para reducir
el crecimiento de Legionella y biofilms tanto en sistemas de tuberias de agua
fria como caliente. Mantiene una superficie lisa durante un largo periodo de

tiempo.

Por ultimo, el acero inoxidable mantiene un acabado interior
relativamente liso durante largo tiempo, resiste bien a los oxidantes y tiene
una alta tolerancia al calor. Es una buena opcién para el control de biofilms y
la prevencion de la proliferacion de Legionella, pero no se usa comunmente

en sistemas de tuberias domésticas o debido a su coste relativamente alto.
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Se ha demostrado que algunos materiales son mas efectivos que otros en

inhibir el crecimiento de este patégeno.

- Cobre: Tiene propiedades antimicrobianas que son eficaces contra una
variedad de patdgenos, incluida Legionella. Se ha demostrado que las
tuberias de cobre pueden reducir significativamente la presencia de

Legionella en comparacion con otros materiales (Ditommaso et al., 2021).

- PVC: Es comunmente utilizado debido a su bajo costo y facilidad de
instalacion. Sin embargo, su efectividad en la prevencidén de Legionella es
menor en comparacion con el cobre y el acero inoxidable. Las superficies de
PVC pueden acumular biofilms, proporcionando un ambiente adecuado para

el crecimiento de Legionella (Bartram et al., 2020).

- Acero inoxidable: Este material es altamente resistente a la corrosién y
puede soportar temperaturas elevadas, lo que lo convierte en una buena
opcidn para sistemas de agua caliente. El acero inoxidable es menos propenso
a la colonizaciéon por Legionella que el PVC, aunque no es tan efectivo como
el cobre (Leoni et al., 2021).

Compatibilidad con practicas de mantenimiento y desinfeccion

Ademas de la efectividad en la prevencion de Legionella, es importante
considerar como cada material se comporta con respecto a las practicas de
mantenimiento y desinfeccion. Las tuberias de cobre, por ejemplo, no solo
inhiben el crecimiento de Legionella, sino que también son compatibles con
la mayoria de los métodos de desinfeccién, incluidos el cloro y el ozono
(Pascale et al., 2020). El acero inoxidable también es compatible con varios
métodos de desinfeccidn, aunque puede requerir un manejo especial para

evitar la corrosién inducida por algunos agentes quimicos.

Las tuberias de PVC pueden ser menos resistentes a algunos métodos de
desinfeccidon agresivos, lo que puede limitar las opciones de tratamiento
disponibles. Ademas, la acumulacion de biofilms en las superficies de PVC
puede dificultar la eliminacion completa de Legionella durante los

procedimientos de desinfeccion (Ditommaso et al., 2021).
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¢Qué papel juegan los puntos de estancamiento y los puntos ciegos en la

infraestructura del agua en la proliferacion de Legionella?

Estos puntos pueden incluir secciones de tuberias poco utilizadas, tanques
de almacenamiento sin circulacion adecuada y circuitos terminales en
sistemas de agua (Lu et al., 2020). En estos lugares, el agua puede enfriarse
a temperaturas que favorecen el crecimiento de Legionella, creando un

entorno propicio para su desarrollo.

Los hallazgos en la investigacién en este punto los encontramos en un
estudio que demostrd que los sistemas de distribucién de agua sanitaria con
numerosos puntos de estancamiento o puntos ciegos presentaban
concentraciones significativamente mayores de Legionella en comparacion

con sistemas bien disefiados con recirculacién continua (Borella et al., 2021).

Para detectar y eliminar puntos ciegos en sistemas de agua sanitaria, se

pueden emplear varias técnicas y estrategias:

- Inspeccidén y monitorizacién: La inspeccion visual y el uso de sensores
de flujo pueden ayudar a identificar areas de baja circulacion. Ademas, la
monitorizacion regular de la calidad del agua y la temperatura en diferentes
puntos del sistema puede indicar la presencia de estancamiento (Leoni et al.,
2021).

- Diseno estructural: Implementar un disefio que favorezca Ila
recirculacién continua del agua es esencial. Esto incluye la instalacion de
bombas de recirculacidon y la reduccion de la longitud de las tuberias,

especialmente en areas de bajo uso (Pascale et al., 2020).

- Mantenimiento regular: Realizar un mantenimiento preventivo regular,
como la purga de las tuberias y la limpieza de tanques de almacenamiento,
puede reducir significativamente los puntos de estancamiento y, por ende, la

proliferacién de Legionella.

En conclusion, la proliferacién de Legionella en instalaciones de agua
sanitaria esta estrechamente vinculada con el disefio del sistema, los

materiales de las tuberias y la gestion de los puntos de estancamiento.

La figura 28 recrea un sistema de mezclado de ACS y AFCH.
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Figura 28: Estructura de mezclado final de ACS y AFCH. Fuente: Autor.
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Influencia de la Configuracion de los Sistemas de Almacenamiento y

Distribucion de Agua en la Proliferacion de Legionella
Disefio de Tanques de Almacenamiento

Los tanques de agua mal disefiados, que permiten el estancamiento y
tienen zonas de baja circulacidon, son ambientes ideales para la proliferacion
de Legionella. La falta de flujo constante de agua y la acumulacién de
sedimentos favorecen la colonizacidon bacteriana. (National Academies of
Sciences, Engineering, and Medicine, 2020; Sciuto et al., 2021).

Sistemas de Bombeo y Circulacion

Los sistemas de bombeo que no aseguran una circulacion continua pueden
generar puntos de estancamiento, lo que proporciona un ambiente propicio

para el crecimiento de Legionella (Falkinham, 2020; Raya et al., 2024).

Los autores recomiendan el uso de bombas que mantengan un flujo
constante de agua, y la monitorizacién regular de estos sistemas para

asegurar que no existan areas con baja circulacion.

El Management of Legionella in Water Systems del National Academies
of Sciences, Engineering, and Medicine (2020) incluye informacién relevante
sobre el disefo y las caracteristicas estructurales de las instalaciones de agua

sanitaria para el control de Legionella, que, entre otras destacan:

- Disefio de Sistemas de Agua: La importancia de mantener las
temperaturas del agua fuera del rango de crecimiento preferido por Legionella
(77-109°F), utilizando valvulas mezcladoras térmicas y asegurando
temperaturas elevadas (por encima de 140°F en el calentador de agua y

131°F en puntos distales).

- Gestidon Hidraulica: La necesidad de una correcta circulacidon del agua
para ser efectiva, incluyendo la limpieza de agua que puede reducir la

cantidad de células de Legionella.

- Materiales de distribucion: Diferentes materiales de tuberias y su
impacto en el crecimiento de biofilms, con una mencién especifica a los
problemas con tuberias de hierro que favorecen la formacion de biofilms y

anulan la accidon de desinfectantes.
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- Gestidn de la Porcién Distal de la red: La alta concentracion de Legionella
en los puntos distales y las estrategias para prevenir el crecimiento de

biofilms en estos puntos.

- Prevencion de formacién de aerosoles: Como un factor de riesgo
importante en la transmisidén de Legionella y las recomendaciones para evitar

su formacion.

1.1.5.2.- Medidas preventivas y de control:

Las técnicas para prevenir el aumento y la propagacion de Legionella
deben ser cuidadosamente consideradas e implementadas durante las etapas
de planificacion, instalacién, operacién y mantenimiento de los sistemas
(Moreno Banoén, 2024).

Aunque estos métodos no pueden garantizar que un sistema o parte de
este esté completamente libre de Legionella, contribuirdn a reducir su
proliferacién y, por lo tanto, la perspectiva de crear una contaminacion
bacteriana severa (Tan et al., 2021). Una medida preventiva primaria efectiva
radica en el mantenimiento regular y frecuente de las plantas y depdsitos, asi
como en la revisién periddica del estado de los puntos criticos de edificios

particularmente los de uso publico (Gémez Orddinez, 2022).
Control y Prevencion de Legionella en Sistemas de distribucion de aguas

La prevalencia de la enfermedad causada por Legionella spp. depende en
gran medida de la intensidad de la exposicion a los aerosoles y de la

susceptibilidad de las personas expuestas.

En general, los tratamientos térmicos y la cloracién son los métodos mas
comunes para controlar y prevenir la proliferacion de Legionella spp. en los

sistemas de agua potable.

En instalaciones que recogen agua y pueden generar aerosoles, hay que
emplear tratamientos que minimicen la supervivencia y multiplicacion de la

bacteria (Springston y Yocavitch, 2017).

Por ejemplo, se recomienda mantener temperaturas elevadas en todo el
sistema de distribucion de agua caliente y evitar el estancamiento para

optimizar la circulacién. Sin embargo, en edificios grandes o con sistemas
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antiguos, es dificil mantener estas condiciones. Ademas, el uso diario de estas
instalaciones es importante, ya que la presencia de Legionella spp. es mayor
en puntos que no se usan frecuentemente, lo que sugiere la necesidad de

complementar con otros métodos de desinfeccién (Gavalda et al., 2019).
Tratamientos especificos:

1. Control de la temperatura: Elevar la temperatura a 70°C-80°C durante
dos o tres dias consecutivos, asegurando que en los puntos mas alejados la

temperatura no sea inferior a 60°C.

2. Filtracion (Point-of-use) (POU): Dispositivos disenados para tratar
pequenas cantidades de agua en grifos, duchas y fregaderos, operados por

vacio o presién (Springston y Yocavitch, 2017; Parkinson et al., 2020).

3. Dioxido de cloro: Eficiente en desinfectar y controlar el sabor y color
del agua, aunque no elimina completamente a Legionella spp. y puede causar
corrosion en tuberias de hierro (Marchesi et al., 2016; Springston y Yocavitch,
2017; Montagna et al., 2018).

4, Cloracion mediante hipoclorito sédico: Uso de cloro libre a
concentraciones bajas (0,5-1 mg/L) para el mantenimiento continuo del
sistema y, en emergencias, hipercloracion a dosis altas (Kanamori et al.,
2016; Springston y Yocavitch, 2017).

5. Cloraminacion (monocloroamina): Mas estable y eficaz que la
cloracién, aunque puede promover el crecimiento de mycobacterias y afectar
componentes de caucho y plastico (Rhoads et al., 2015; Marchesi et al.,
2016; Springston y Yocavitch, 2017).

6. Ionizacién cobre-plata: Efectiva en controlar Legionella spp., pero su
eficacia puede reducirse por la presencia de iones cloruro y productos
quimicos anticorrosivos (Kanamori et al., 2016; Springston y Yocavitch,
2017).

7. Radiacién de luz ultravioleta (UV): Esteriliza y mata la bacteria sin
efectos adversos en el agua o el sistema, pero no elimina el biofilm (Rhoads
et al., 2015; Marchesi et al., 2016; Springston y Yocavitch, 2017).
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8. Ozonizacién: Mas efectiva que otros tratamientos, aunque dificil de
mantener niveles residuales significativos y puede danar las tuberias
Springston y Yocavitch, 2017; Gerrity et al., 2018).

Medidas Preventivas para el Control de Patégenos Transmitidos por el Agua.
Evaluacion de la Eficacia de Filtros de Punto de Uso (POU)

Los patdgenos oportunistas transmitidos por el agua, como Legionella y
Pseudomonas, representan una amenaza significativa, con altas tasas de
morbilidad y mortalidad asociadas a las infecciones que causan (Parkinson et
al., 2020). Ante esta problematica, diversas entidades gubernamentales y
organizaciones industriales, han establecido la prevencién de la LD como una
prioridad, exigiendo politicas y procedimientos para reducir el riesgo de
transmisidn de estos patdgenos en los sistemas de agua de edificios sanitarios
(Centers for Medicare & Medicaid Services, 2017). Ademas de Legionella,
otros patégenos como Pseudomonas, Acinetobacter y micobacterias no
tuberculosas también se han identificado como agentes infecciosos relevantes
en este contexto Los filtros de punto de uso (POU) son una alternativa no
guimica para reducir la presencia de bacterias en el agua (Soda et al.,2017;
Parkinson et al., 2020).

Estos filtros, que se conectan directamente a grifos y duchas, han
demostrado ser efectivos en la exclusién de bacterias por tamafio de
particula, brindando una solucidn tanto a corto plazo, para brotes, como a
largo plazo, especialmente en unidades de alto riesgo dentro de los hospitales
(Totaro et al., 2017).

La investigacion realizada por Parkinson et al. (2020) se enfocé en evaluar
la eficacia de nuevos filtros POU de 62 dias en la eliminacién de Legionella y
otros patdégenos transmitidos por el agua en una instalacion de atencién
médica en Ontario, Canada. Los resultados obtenidos demostraron una
reduccion significativa en las concentraciones de Legionella en los puntos de
agua con filtros en comparacidon con los puntos de control, respaldando la
efectividad de estos dispositivos para prevenir la exposicion a patdgenos
transmitidos por el agua (Guspiel et al., 2017; Garvey et al., 2017; Parkinson
et al., 2020).
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Los filtros POU se presentan como una herramienta clave al proporcionar
una barrera fisica que evita la exposicion a bacterias peligrosas, como
Legionella y Pseudomonas, contribuyendo asi a la prevencién de

enfermedades infecciosas graves (Parkinson et al., 2020).

Asimismo, la geotermia se presenta como una estrategia diferente para
combatir Legionella, aprovechando la energia térmica almacenada debajo de
la superficie terrestre para sistemas de calefaccion y refrigeracién. La
geotermia, utilizada inicialmente en lugares con climas frios, se ha
desarrollado ampliamente en regiones con variaciones anuales de
temperatura importantes, como Europa, Estados Unidos y Canada, donde se
emplea para calefaccién en invierno y refrigeracion en verano a través de

sistemas como los "pozos canadienses" (Buffa et al., 2021).

En este contexto, se ha desarrollado un nuevo kit basado en amplificacion
isotérmica mediada por bucle (LAMP), permitiendo la deteccion rapida,
sensible de L. pneumophila y que ahorra mano de obra. El kit, denominado
"Legionella pneumophila Glow", se validd segun la norma ISO/TS
12869:2012, probando la sensibilidad, inclusividad y exclusividad, y la
robustez del kit. La sensibilidad mostrd que el kit "Legionella pneumophila
Glow" puede detectar hasta 28 copias de plasmido/uyL. Las pruebas de
robustez mostraron resultados consistentes, con niveles de contaminacion y
matrices utilizadas que dieron resultados reproducibles (Dietersdorfer et al.,
2018; Caruso et al., 2024).

En resumen, el kit LAMP "Legionella pneumophila Glow" se demostrd
como una opcion util para el cribado rapido y eficiente, ofreciendo ventajas
significativas sobre el método tradicional, ya que se caracteriza por una alta
sensibilidad, facilidad de uso para pruebas de laboratorio y una gran
reduccion en el tiempo de analisis, convirtiéndolo en un activo para los

controles oficiales (Caruso et al., 2024).

104




Miguel Angel Redondo Cadenas, 2024

1.1.6.- Desinfeccion del agua sanitaria:

Efectividad de los Tratamientos de Limpieza y Desinfeccion Anuales frente a

la Legionella en los Sistemas de Agua Sanitaria

Una investigacion realizada por Liang et al. (2023), afirma que dos
medidas principales para controlar Legionella son mantener altas
temperaturas de circulacion para frenar su crecimiento y realizar choques
térmicos para eliminar las poblaciones asentadas. Las instalaciones a menudo
sufren recolonizacion de sus sistemas de agua caliente porque las colonias
desarrollan resistencias. Existen diferencias significativas y diferentes perfiles
mutacionales de poblaciones de L. pneumophila adaptadas al calor y otras no
adaptadas, incluyendo mutaciones en genes importantes. Haciendo analogia
con la resistencia a los antibidticos, es necesaria la erradicacién completa de
la poblacion de bacterias resistentes que son las mas persistentes (Liang et
al., 2023).

La contaminacion de infraestructuras humanas favorece la infeccion al
aerosolizar la bacteria y facilitar su ingreso en los pulmones (Cunha et al.,
2016).

En los primeros estudios sobre la bacteria se atribuyd la contaminacién y
la aparicion de la enfermedad a la dispersién a través de emisiones de torres
de refrigeracion contaminadas, si bien posteriormente se ha encontrado L.
pneumophila en sistemas de agua sanitaria, incluidos spas, fuentes
decorativas, destacando las conducciones en hospitales como causa

importante de infeccion nosocomial (Prussin et al., 2017).

Los hospitales presentan un riesgo complementario por la necesidad de
reducir las altas temperaturas del agua para evitar quemaduras ademas de
albergar a pacientes inmunocomprometidos que son mas vulnerables a los

contaminantes bacterianos recurrentes (Almeida et al., 2021).

La ingenieria de los sistemas de agua tiene un gran impacto en el potencial
de crecimiento de L. pneumophila. Los edificios grandes con sistemas de
conduccién de agua sanitaria son especialmente vulnerables a la
contaminacién, y pueden coexistir diferentes serotipos de L. pneumophila de

manera estable.
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Como bacteria mesodfila que se replica mejor entre 20°C y 45°C, L.
pneumophila favorece la colonizacién de sistemas de distribucion de agua
caliente (Almeida et al., 2021). El disefio inadecuado de las redes de
distribucién o la estimacion incorrecta de la demanda de agua, puedenllevar

al estancamiento y la formacién de puntos ciegos.

Estos espacios de bajo flujo de agua permiten la acumulacién de
incrustaciones y la formacién de biofilms, erigiéndose como estructuras que
pueden proteger fisicamente a Legionella de la exposicidon a desinfectantes
(Van Kenhove et al., 2019).

Existe indiscutiblemente un antagonismo dificilmente compatible entre la
disminucién de la temperatura del agua en favor del ahorro de energia y la
generacion de temperaturas tibias que favorecen el crecimiento de L.

pneumophila y sus huéspedes eucariotas.

Las evidencias de diversos estudios indican que la antiguedad vy
composicién de los biofilms y su microbiota asociado mejoran la
supervivencia de Legionella spp. en condiciones hostiles de calor o exposicidon
a biocidas (Buse et al., 2022).

Ademas del tratamiento quimico mediante cloracidn o ionizacidn de cobre-
plata, mantener altas temperaturas a lo largo del sistema de distribucién de
agua, desde el calentador de agua hasta las salidas terminales, es una medida
critica de control contra L. pneumophila. Esto debe ir asociado a los choques
térmicos denominados superheat-and-flush, que elevan las temperaturas del

agua por encima de lo que L. pneumophila puede tolerar (Lin et al., 2011).

Estas estrategias pueden cambiar dependiendo de la estructura especifica
del sistema de distribucion de agua caliente. Hay que tener en cuenta que los
choques térmicos pueden ser efectivos para la eliminacion a corto plazo de
Legionella, pero los estudios longitudinales han demostrado que Ila
recontaminacion es comun en espacios de tiempo de meses o afios (Lin et
al., 2011). Como ya se ha comentado el uso reiterado de los choques
térmicos puede llevar a la evolucidén de las poblaciones de L. pneumophila a

una mayor resistencia al calor.

En las bacterias el estrés por calor puede danar varios subcomponentes

vitales de la célula al causar despolarizacién de la membrana y dafio en la
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misma, desestabilizacion del nucleoide, e inactivacion y agregacion de

enzimas vitales y proteinas estructurales.

Las bacterias desarrollan una sofisticada respuesta al choque térmico,
canalizada a través del factor sigma alternativo RpoH que redirige la
transcripcién hacia la resistencia al estrés al impulsar la produccidon de
proteinas de choque térmico. Estas proteinas amortiguan los efectos toxicos
de las proteinas mal plegadas y agregadas en la célula, ya sea promoviendo

su repliegue o dirigiéndolas para su destruccion (Basta et al., 2020).

Estas proteinas incluyen proteasas, asi como chaperonas, como HtpG y

DnakK, y sus co-chaperonas, como Dnal y GrpE (Kim et al., 2022).

Una vez concluye el choque térmico, estas proteinas se retroalimentan
negativamente dirigidas por RpoH para su destruccién por FtsH, una proteasa

unida a la membrana (Basta et al., 2020).

Esta distribucién se mantiene en L. pneumophila, mediante cinco proteinas
de choque térmico identificadas a través de estudios de radiomarcado y otras

mas anotadas en la secuencia genética.

Las proteinas de choque térmico promueven la internalizacion de L.

pneumophila por la célula huésped (Zhao et al., 2016).

Los componentes LetAS y CpxRA también se sabe que influyen en la
supervivencia al choque térmico, probablemente mediada a través de su
regulacion del cambio de fase de vida durante el crecimiento de la bacteria
(Mendis et al., 2018).

La evolucion adaptativa en laboratorio es un concepto experimental con
el que se manipula un organismo cualquiera elegido en un entorno de
laboratorio para asi obtener informacion sobre fendmenos complejos que

ocurren en la naturaleza.

Este sistema se ha empleado en el caso de L. pneumophila para simular
la exposicidn a largo plazo a altas temperaturas en sistemas de distribucion
de agua sanitaria. Para este estudio se ha contado con la facilidad que
suponen por parte de esta bacteria los cortos tiempos de generacion, la

relativa facilidad de cultivo y capacidad de almacenamiento en condiciones
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de laboratorio para estudiar la evolucién en un proceso como este, muy

controlado y repetible (Kim et al., 2022).

Esta linea de estudiar la evolucion adaptativa en laboratorio de la L.
pneumophila se ha seguido para estudiar la resistencia a antibidticos

fluoroquinolonas y macrélidos y la adaptacidon a macréfagos de ratén.

Debido a que el estrés por temperatura elevada altera de manera no
especifica multiples componentes de la célula bacteriana, el estudio mediante
la evolucién adaptativa en laboratorio se convierte en un protocolo adecuado
para estudiar todas las mutaciones que favorecen la tolerancia al calor de las
poblaciones de L. pneumophila observadas en sistemas de agua caliente y
que trata de descubrir las rutas evolutivas que toma esta bacteria para
desarrollar una tolerancia al choque térmico. El objetivo altimo del estudio
es verificar los cambios genéticos que puede desarrollar la poblacién
superviviente expuesta de forma transitoria a altas temperaturas
(Deatherage et al., 2017).

Otro patégeno oportunista capaz de crecer en sistemas de distribucién de
agua caliente sanitaria es Acanthamoeba, que puede causar infecciones
oculares/meningitis, ademas de actuar como organismo huésped para la

proliferacién de Legionella (Martin et al., 2020).

Por otra parte, se ha atribuido en algunos estudios la responsabilidad en
la aparicidn de un brote en Flint (Michigan) a las empresas que realizan la
gestion de la distribucién de agua cuando no la suministran al menos a 0,5
ppm de CLR (Zahran et al., 2018).

En este estudio anterior se viene a indicar que es necesario complementar
la investigacion existente sobre los efectos de la temperatura, evaluando
sistematicamente los efectos de los niveles de cloro en el punto de entrada
del edificio sobre el crecimiento de patégenos oportunistas como Legionella y
Acanthamoeba (Martin et al., 2020).

Los niveles de cloro que establece la Agencia de Proteccién Ambiental de
los EE. UU. (EPA) intentan combinar la actividad frente a patdégenos fecales y
el riesgo de la generacion de los subproductos de desinfeccién al requerir que

el 95% de las muestras de agua distribuida recolectadas en los puntos de
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control representativos de las salidas principales, han de tener residuos
detectables de cloro (generalmente >0,1 o 0,2 mg/L) (Martin et al., 2020).

No obstante, la Organizacidn Mundial de la Salud ha indicado que se
necesitarian niveles mas altos de desinfectante de 0,3-0,5 mg/L en el punto
de entrada del edificio para limitar el crecimiento de Legionella spp. (Martin
et al., 2020).

A medida que el agua distribuida se reparte a través de los sistemas de
distribuciéon de agua sanitaria, el cloro libre o la cloramina se pierde o se
vuelve ineficaz merced a reacciones bioldgicas y quimicas, motivadas por la
corrosion de tuberias de cobre y hierro y la nitrificacion (Martin et al., 2020;
Rhoads y Hammes, 2021).

Si la desinfeccién se interrumpe o se reduce, Legionella y otros patdégenos
oportunistas pueden volver a los niveles anteriores a la desinfeccion en cinco
dias o restablecerse a un estado viable pero no cultivable (VBNC) (Martin et
al., 2020).

Estas deficiencias en el sistema de desinfeccién de agua, asi como las
estructurales de la red se han asociado con el 85% de los brotes de LD entre
2000-2014, incluyendo la falta de una concentracion de desinfectante
adecuado (70%) y el almacenamiento de agua en el rango adecuado de

temperatura para el crecimiento de Legionella -52%- (Martin et al., 2020;
Zahran et al., 2018).

Si bien estd ampliamente aceptado que el aumento de la temperatura del
agua acelera las tasas de descomposicion del cloro y la cloramina en las
tuberias principales, no es del todo preciso el proceso de descomposicion del

CLR en funcion de la escala de temperaturas (Martin et al., 2020).

Se ha concluido que por encima de 30°C aumentan las tasas de
eliminacidn de cloro y en un estudio concreto se observéd que al aumentar la
temperatura del agua de 25°C a 43°C se duplica la dosis de cloro requerida
para mantener el nivel de cloro libre residual (CLR) en 4 mg/L. Se deduce
ademas que la desinfeccion es mas efectiva cuando el nivel de CLR se
mantiene con adiciones regulares de cloro, en comparacion con aplicar una

sola vez una dosis mas amplia (Martin et al., 2020).
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El aumento del contenido de carbono organico eleva la tasa necesaria de
CLR en el agua fria y puede servir como fuente de nutrientes para el

recrecimiento microbiano en la red de distribucion (Martin et al., 2020).

Remitiéndonos al ejemplo anterior, cuando la ciudad de Flint en Michigan
cambiod el suministro pasando a suministrar agua de rio tratada localmente
con mayor contenido de carbono organico, la demanda de cloro requerida
para mantener el nivel de CLR fue mucho mayor, lo que a su vez generé
excesos en la produccion de subproductos de desinfeccion como
trihalometano. No obstante, el desarrollo de Legionella a veces se relaciona
con el carbono organico en el agua, pero también puede crecer cuando el

contenido de carbono es bajo (Martin et al., 2020).

En cuanto al papel del pH se observa que un pH mas bajo tiende a
aumentar la efectividad de desinfeccion del cloro libre, incluso aunque tienda

a acelerar la tasa de desaparicion del cloro (Martin et al., 2020).

Al mismo tiempo el pH por si mismo puede tener un efecto directo en el
crecimiento de Legionella, puesto que es generalmente tolerante a los acidos
(a un pH de 3 y 5), pero pierde capacidad de cultivo por encima de pH 11
(Martin et al., 2020).

Un estudio que examind un cultivo puro de L. pneumophila observd
crecimiento hasta un pH de 9,5, con una pérdida de capacidad de cultivo a
pH 10,5 (Martin et al., 2020).

En este mismo estudio, se evaluaron los efectos de un desinfectante en
patdgenos oportunistas representativos, incluidos Legionella spp., L.
pneumophila y Acanthamoeba, bajo posibles condiciones de proteccién de
varios materiales de las tuberias de conduccién conocidos por causar pérdida
de cloro o alterar el pH. En concreto, se planteé la hipotesis de que las
temperaturas altas, un pH mas basico y mayores concentraciones de carbono
organico tenderian a aumentar el crecimiento de patdégenos oportunistas,
debido a la disminucion de la efectividad de los niveles de desinfectantes de
cloro o cloramina (National Academies of Sciences, Engineering, and
Medicine, 2019).

Las pruebas se realizaron en calentadores de agua de vidrio simulados,

cada uno con materiales/condiciones de interés, incluyendo pH 10, hierro,
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oxido de hierro, magnesio y una combinacion de magnesio e hierro, con un
aumento secuencial en la dosis de desinfectante de cloro o cloramina (Rhoads

y Hammes, 2021).

Se selecciond una temperatura de 37°C para representar las partes de la
red de agua caliente en mayor riesgo de crecimiento de patdégenos
oportunistas, incluidas las valvulas mezcladoras y los grifos distales
mezclados (Zahran et al., 2018).

El objetivo del estudio es examinar la estabilidad del cloro y la efectividad
de la desinfeccion en las temperaturas mas altas, de acuerdo con diferentes

condiciones de la red de distribucion.

- AOC: Es el carbono organico asimilable, y es la fraccion del carbono organico
total en el agua que puede ser utilizada por microorganismos como fuente de
energia y crecimiento, y que por tanto puede influir en el crecimiento de
bacterias y otros patdgenos en los sistemas de agua potable (Van der Wielen
y Van der Kooij, 2013).

- TOC (Total Organic Carbon): Es la cantidad total de carbono total presente
en compuestos organicos dentro del agua. Incluye tanto el carbono
facilmente degradable por microorganismos (como el AOC), como el que no
es. Es un indicador de la carga organica en el agua que afecta a la demanda
de desinfectantes y la formacién de subproductos de desinfeccién (Van der
Wielen y Van der Kooij, 2013).

Descomposicion del Cloro en diferentes condiciones

Se procedid a cuantificar la demanda de cloro en cuatro aguas distintas
con dos niveles de pH diferentes (7,5 y 10) y dos niveles de carbono organico
total también diferentes (TOC, 0,52 mg/Ly 1,00 mg/L).

A pH 7,5 y bajo TOC, el rendimiento del cloro residual fue de 0,99 mg/L
por cada 1 mg/L de cloro dosificado, mientras que, en condiciones de alto
TOC, el rendimiento fue de 0,67. Esto confirma que la elevadaconcentracidon

de carbono incrementa la demanda de cloro.

- Cuando el nivel de TOC es bajo y pH 10, Legionella spp. disminuyd en un
97-100%.
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- Cuando el nivel de TOC es alto y pH 10, no hubo cambios significativos
en Legionella spp. y bacterias totales, pero si un 100% en Acanthamoeba.

Se confirma por lo tanto que el cloro es mas eficiente y mantiene un nivel
de CLR elevado cuando el pH es cercano a la neutralidad y el nivel total de

carbono organico en agua es bajo.
Efecto de la Temperatura en el descenso del nivel CLR

A 37°C, la tasa de conservacion de CLR a pH 10 y bajo TOC, fue del 90%

y el 14% después de 1 y 24 horas, respectivamente.

A 37°C la tasa de conservacién a pH 10 y alto TOC, solo el 3% del CLR

permanecio después de 24 horas.

Por otra parte, el cloro fue mas efectivo que la cloramina para reducir la
presencia de L. pneumophila en condiciones de bajo TOC, mientras que, en

condiciones de alto TOC, es a la inversa.
Correlacion entre Microbios y Medidas Quimicas

La concentracién de hierro y magnesio incrementaron significativamente
la presencia de Legionella y L. pneumophila, mientras que la adicion de cloro
redujo significativamente el magnesio liberado por la corrosion de los anodos
en los calentadores de agua y por lo tanto redujo la presencia bacteriana.

(National Academies of Sciences, Engineering, and Medicine, 2019).

Queda por lo tanto demostrado que la eficacia de desinfeccidon del cloro
frente a Legionella spp., L. pneumophila y Acanthamoeba en los sistemas de
distribucion de agua sanitaria es compleja puesto que depende de diversos
factores como son, los cambios en la temperatura, los aumentos en el

carbono organico total y las elevaciones importantes en el pH.

El residuo de cloramina resulta ser menos eficaz que el cloro parareducir
las bacterias totales, Acanthamoeba y Legionella spp. en condiciones de bajo
y alto TOC (Martin et al., 2020).
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1.1.6.1.- Métodos de desinfeccion:

Inicialmente se valoraba con mayor interés la contaminacion de los
sistemas de suministro de agua sanitaria en hospitales para prevenir la
proliferacién de Legionella spp. debido a los brotes de LD, en este caso de
origen nosocomial, que ademas genera fuertes trastornos econdmicos. Esta
inquietud, sobre todo en instalaciones antiguas, se ha visto reflejada en
diversas publicaciones (Vincenti et al., 2019; Lytle et al., 2021; Unterberg et
al., 2021).

La medida de desinfeccidon quimica mas utilizada es la hipercloracién, para
controlar la presencia de Legionella (Donohue, 2021; Buse et al., 2022). Es
uno de los métodos quimicos mas comunmente utilizados e implica la
aplicacion de hipoclorito sdédico en altas concentraciones para eliminar
Legionella del sistema de agua. Aunque es efectivo, la hipercloracion requiere
aplicaciones regulares o continuas, lo que puede afectar la calidad del agua y
no siempre proporciona una solucion sostenible (Lytle et al., 2021; Sciuto et
al., 2021).

La inyeccidon de cloro en dosis elevadas para la desinfeccidon delLegionella
en sistemas de agua sanitaria tiene consecuencias, puesto que las altas
concentraciones de desinfectantes a base de cloro forman subproductos
desinfectantes peligrosos cuando estdn presentes en aguas con cargas
organicas mas altas y causan problemas de sabor y olor. Ademas, la
efectividad de estos desinfectantes puede variar segun la bacteria a la que se

dirijan (Cervero-Arago et al., 2015).

La ionizacion de cobre/plata también ha resultado efectiva para inactivar
Legionella en sistemas de distribucion de agua sanitaria (Lin et al., 1996; Liu
et al., 1994). Sin embargo, la disociacion y efectividad del cobre puede
cambiar a medida que varia el pH, y mantener niveles adecuados de idn cobre

puede resultar complicado (Lin et al., 2002; Walraven et al., 2016).

Se deben cumplir limites estrictos y el uso de cobre como biocida en
Europa esta estrictamente regulado por la Comisidon Europea debido a los
posibles efectos secundarios, lo que limita su uso (Unterberg et al., 2021;
Vincenti et al., 2019).
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Los filtros de agua estéril son efectivos, pero presentan problemas porque
son complicados y costosos en cuanto a instalacién y mantenimiento ya que
deben montarse uno en cada punto final de red y cambiarse regularmente
(Farina et al., 2023; Unterberg et al., 2021).

La desinfeccion térmica es otro sistema que se basa en la eliminacién de
Legionella mediante la recirculacion de agua a temperaturas superiores a

70°C por los circuitos de agua sanitaria.

Una investigacién realizada en un hospital universitario aleman mostré
que este método es altamente efectivo y puede mantener bajos niveles de
Legionella durante mas de dos afos sin necesidad de equipo especial. El
inconveniente légicamente es que la periodicidad no esta clara y dependede
la complejidad de las instalaciones y de las adherencias y biofilms generados
en la red. No obstante, ofrece una solucidén econdmica y efectiva para la
desinfeccion de sistemas de suministro de agua contaminados con Legionella,
especialmente en instalaciones con estructuras de edificios mas antiguas
(Unterberg et al., 2021).

Otro método a considerar es la irradiacién ultravioleta (UV) que puede
aplicarse en el suministro principal de agua o cerca de los puntos finales de
red. Este sistema tan especifico también requiere equipo especial, y ha sido
evaluado en algunos estudios clinicos cuyos resultados casi nunca fueron
duraderos y siempre dependian de las condiciones estructurales del edificio
(Donohue, 2021; Buse et al., 2022). Por lo tanto, actualmente la irradiacion
UV se presenta como una posibilidad entre muchas, y el debate no es claro a
favor o en contra de su aplicacién (Sciuto et al., 2021). Igualmente, la
irradiacion UV requiere ademas de equipo especial, un mantenimiento regular
(Unterberg et al., 2021).

A pesar de estos inconvenientes, la desinfeccion con luz UV se ha
convertido en una opcidon prometedora para controlar Legionella, dada su
capacidad para inactivar microorganismos a través de la radiacion (Boczek et
al., 2021), si bien es preciso evaluar la eficacia de diferentes longitudes de

onda de luz UV, incluidas las tecnologias mas recientes de diodos emisores

de luz ultravioleta (LED UV), en la inactivaciéon de L. pneumophila.
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La irradiacidon UV ha sido ampliamente estudiada y valorada en cuanto a
su efectividad. Una vez se ha aplicado la UV se realiza una enumeracion de

colonias segun el estudio que se describe:

Tras la exposicién a una dosis especifica de UV y longitud de onda, las
muestras se enumeraron utilizando diluciones seriadas y se colocaron en
platos duplicados en placas de extracto de levadura con carbén amortiguado
(BCYE) que contenian glicina, vancomicina, polimixina B y cicloheximida. Las

placas se incubaron a 35°C durante cinco a siete dias antes de sercontadas.

Ademads de este proceso se llevd a cabo un control paralelo de una
muestra no expuesta a UV, pero mantenida a temperatura ambiente durante
el mismo tiempo de exposicidon, que también fue enumerada (Boczek et al.,
2021).

El deterioro del ADN vy las proteinas de L. pneumophila antes y después
de la irradiacién UV se evaludé primero mediante técnicas de ELISA para los
dimeros de pirimidina ciclobutano (CPD) y un segundo test de mediante
analisis de electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
( SDS-PAGE), respectivamente.

Los resultados mostraron una alteracion significativa tanto en el ADN
como en las proteinas, directamente relacionada con la inactivacidon
observada destacando la eficacia de los LED UV, particularmente aquellos que
emiten a 255 y 265 nm, en la inactivacién de L. pneumophila (Boczek et al.,
2021).

Los LED UV ofrecen ventajas sobre las lamparas UV convencionales,
incluida una mayor eficacia de inactivacidon, menor tamafio y fragilidad, y la
capacidad de emitir en longitudes de onda especificas que optimizan el efecto

destructor sobre el ADN de los patdgenos.

Otro estudio reciente realizado en 2023 se centr6é en evaluar la eficacia
de los LED UV para la desactivacion de Legionella pneumophila y
Pseudomonas fluorescens en superficies de los sistemas de distribucion de
agua potable, como hierro fundido y acero inoxidable. El estudio comparé la
eficacia de los LED UV a 280 nm y 365 nm.

Los resultados mostraron que los LED UV a 280 nm lograron una reduccion

logaritmica de 4,8 medida en valor de reflectancia luminica (LRV) encultivos
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puros de P. fluorescens, y una LRV de 4,02 en biofilms sobre acero inoxidable
y 2,96 en hierro fundido.

Sin embargo, los LED UV a 365 nm fueron menos efectivos, mostrando
reacciones fotoliticas en el hierro fundido y reducciones menores a 1,5 LRV
para Legionella pneumophila, y similares resultados bajos para P. fluorescens
(Lara de Larrea et al., 2023).

En el estudio emplearon tres métodos de cuantificacion para Legionella
pneumophila, el recuento en placa estandar (SPC), el test Legiolert, y la PCR.
Los resultados variaron significativamente entre los métodos. El SPC mostré
una reduccion logaritmica de 4 LRV, Legiolert mostré 1,8 LRV, y PCR mostro
solo 1 LRV a 280 nm, lo cual sugiere que los métodos de recuento tienen

diferentes niveles de sensibilidad y precisidon (Lara de Larrea et al., 2023).

No obstante, es importante considerar multiples métodos de desinfeccidn
y su aplicabilidad segun los casos en diferentes entornos. La seleccion del
método adecuado debe basarse en una evaluacion detallada de los riesgos,

los beneficios y las limitaciones de cada método.

A pesar de todas las posibilidades de medidas de desinfeccién, en algunos
casos aun no es posible lograr una reduccion suficiente de la carga de
Legionella (Lytle et al., 2021; Unterberg et al., 2021) y solo una
reconstruccién completa del sistema de suministro de agua puede eliminar el

problema (Vincenti et al., 2019).

1.1.6.2.- Controversias ante la colonizacion y persistencia de la

bacteria en las instalaciones:
Diferencias entre Colonizacion, Infeccion y Enfermedad

El concepto de colonizacién se refiere al hecho de que los microbios
pueden sobrevivir de manera persistente en una superficie corporal, lo cual

no necesariamente implica que haya una infeccidon (Pendleton et al., 2013).

La infeccion supone un crecimiento y replicacion de estos hasta que
sobrepasan las barreras de defensa del individuo y deterioran los tejidos del

hospedador, mientras que la enfermedad surge por alteraciones del estado
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fisioldgico debido a los dafios causados, ocasionando signos y sintomas
asociados (Hall, 2013).

La colonizacion puede ser el primer paso requerido para el desarrollo de

una infeccién o enfermedad (Magill et al., 2014).

En la figura 29 observamos un circuito primario en un sistema de ACS,

que es el encargado de elevar la temperatura en los acumuladores.

Figura 29: Calderas de circuito primario. Fuente: Autor.

Prevalencia de Legionella en Sistemas Solares térmicos

En un estudio reciente, se evalud la presencia de Legionella spp. en 58

edificios con sistemas solares térmicos para la produccién de agua caliente.
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Se detectd Legionella spp. en el 40% de los edificios, encontrandose en el
40% de las muestras de agua caliente y en el 12% de las muestras de agua
fria. Los recuentos de Legionella spp. variaron entre 2 x 10”2y 7.6 x 1075
UFC/L, con un promedio de 3.8 x 10”4 £ 1.6 x 10”4 UFC/L (Totaro et al.,
2020).

El estudio identificd varios factores que contribuyen a la colonizacion de
Legionella spp. en sistemas de agua caliente, incluyendo la falta de

mantenimiento adecuado y la insuficiente desinfeccidon continua o periddica.

La actividad discontinua de los tanques de almacenamiento de agua,
propios de los sistemas solares térmicos, puede causar calentamientos vy
enfriamientos progresivos del agua, creando condiciones ideales para el
crecimiento de Legionella spp. Ademas, se encontré que el agua fria con
temperaturas superiores a 20°C también podria proporcionar condiciones

optimas para el crecimiento de la bacteria (Totaro et al., 2020).
Correlaciones con Parametros Fisico-Quimicos

El andlisis de correlacién reveld una relacion moderada entre la
concentracién de Legionella spp. y la disminucién de las temperaturas del
agua caliente (r=0,46; p=0,035). En las muestras de agua fria, se observéd
una fuerte correlacién entre la presencia de Legionella spp. y el aumento de
las temperaturas del agua (r=0,82; p<0,001). Estos hallazgos sugieren que
las temperaturas de agua que no alcanzan niveles 6ptimos de desinfeccidn

favorecen la persistencia de la bacteria (Totaro et al., 2020).

La formacion de biofilms en las tuberias y la presencia de VBNC de
Legionella spp. fueron destacados como factores importantes para la
persistencia de la bacteria en los sistemas de agua. Estas formas VBNC
pueden evadir los métodos tradicionales de desinfeccidn y volver a un estado
activo bajo condiciones favorables, representando un riesgo continuo parala
salud publica (Totaro et al., 2020).

El estudio concluye que la presencia de Legionella spp. en sistemas de
agua caliente en edificios residenciales con paneles de energia solar térmica
es significativa y esta asociada con la oscilacion de la temperatura, por lo que
requieren un suplemento energético que estabilice dicha temperatura (Totaro
et al., 2020).
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En otro orden, varios estudios han descrito la colonizacién a largo plazo
de los sistemas de agua de los hospitales con Legionella pneumophila, a
menudo con la persistencia de la misma cepa, como causa de la legionelosis
nosocomial (Sabria et al., 2001; Garcia-Nufez et al., 2008; Pancer et al.,
2013).

No se conocen bien las razones por las cuales una cepa con un patrén
molecular particular es seleccionada en un sistema de agua. Se ha descrito
que, en edificios con la misma red de suministro de agua, ciertos factores
como el disefio del sistema y los materiales de las tuberias pueden determinar

la composicion y diversidad del microbioma del agua (Pancer et al., 2013).
Vigilancia Ambiental del Agua:

La mayoria de los paises europeos requieren la vigilancia ambiental del
agua en edificios de uso publico (Van Kenhove et al., 2019). El cultivo en
placa sigue siendo el método de eleccion y el minimo obligatorio, si bien en
2022 se han aprobado mas técnicas para el control de Legionella. El principal
inconveniente de esta técnica es no solo el largo periodo para obtener
resultados, sino también que solo se detecta la subpoblacidn de bacterias

viables y cultivables.

El patdgeno puede cambiar su estado metabdlico a VBNC bajo estrés
ambiental debido a un aumento/disminucion de la temperatura, variacién del

pH del medio o presencia de compuestos bactericidas, entre otros.

La Legionella VBNC que aparece en biofilms oligotréficos, son capaces de
infectar amebas incluso después de meses en este estado. A diferencia del
estado replicativo, el patégeno necesitard mas tiempo y requerird una mayor
multiplicidad de infeccion para internalizar la ameba (Dietersdorfer et al.,
2018). Legionella VBNC es mas dificil de detectar, ya que esta subpoblacién

no crece en placa de cultivo, por lo que su erradicacion es aun mas dificil.

Particularmente peligrosa, debido a su alta letalidad, es la presencia de
Legionella spp. en los sistemas de distribucidon de agua de grandes hospitales
y otras instalaciones de salud, ya que estos a menudo presentan varios
factores de riesgo como la presencia de tramos muertos, tanques de
almacenamiento, bajo flujo y tuberias antiguas. Por lo tanto, los sistemasde

agua representan un riesgo potencial para la poblacién hospitalaria,
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especialmente si se encuentra Legionella spp. en ciertas salas como cuidados
intensivos, hematologia, cardiologia, hemodidlisis y neumologia debido a la
naturaleza critica de los pacientes hospitalizados en estas unidades (Cunha
etal., 2016).

Un estudio realizado en hospitales italianos demostré que variaciones en
la calidad del agua pueden afectar la eficacia de los tratamientos de
desinfeccidn y, por ende, la presencia de Legionella en los sistemas deagua.
Especificamente, temperaturas subdptimas y niveles inadecuados de
desinfectantes pueden promover el crecimiento y la supervivencia de

Legionella (Deiana et al., 2021).

Un estudio realizado por Parraga-Nino et al. (2024) propuso describir la
persistencia y variabilidad genotipica de L. pneumophila en un hospital con
dos sistemas de distribucion de agua caliente independientes y estimar la
termotolerancia de las diversas variantes genotipicas, siendo las conclusiones

las siguientes:

- Las instalaciones hospitalarias con sistemas de agua independientes
pueden ser colonizadas por diferentes tipos de Legionella durante largos

periodos.

- Los estudios de termotolerancia mediante cultivos pueden subestimar la

presencia de bacterias en estado VBNC, que retienen su potencial patégeno.

- Mantener la temperatura del agua a 60°C podria ser una medida eficaz para

reducir la proliferacién de Legionella, aunque tiene limitaciones practicas.

- Es necesario actualizar las legislaciones actuales para incluir métodos de
deteccidn avanzados que identifiquen bacterias en estado VBNC y ajustarlos

planes de gestidon del riesgo en funcion de estos hallazgos.

- La aplicacién continua de desinfectantes puede seleccionar cepas mas
resistentes y termotolerantes, complicando aun mas su control (Liang et al.,
2023).

Se ha analizado la implementacion de filtros antibiofim y nuevas
superficies inteligentes y los resultados han sido prometedores en la
inhibicion de la formacién de biofilms de Legionella. Estos filtros utilizan

polimeros avanzados para crear superficies menos propensas a la adhesion

120




Miguel Angel Redondo Cadenas, 2024

bacteriana, prolongando asi la funcionalidad de los sistemas de agua (Filice
etal., 2022).

Perspectivas futuras y recomendaciones

A pesar de los avances en la deteccién y control de Legionella, persisten
todavia retos importantes y significativos. La capacidad de Legionella para
entrar en un estado VBNC y su resistencia dentro de biofilms sugieren que

las estrategias actuales pueden no ser suficientes a largo plazo.

Las investigaciones en el futuro deberian centrarse en comprender mejor
la interaccién de Legionella con su entorno y en el desarrollo de nuevas
tecnologias para su deteccién y control, asi como la implementacién de planes
de gestién de agua que incluyan una coordinacion efectiva entre los

administradores de edificios y profesionales de salud publica es fundamental.

Se deben considerar enfoques innovadores como el uso de bacteriéfagos
y bacterias depredadoras como métodos bioldgicos para controlar la
proliferacién de Legionella en sistemas acuaticos (Cavallaro et al., 2022),
ademas de la implementacion de superficies inteligentes y filtros antibiofilm
(Filice et al., 2022).

Como afecta la resistencia de Legionella a los tratamientos de desinfeccion

en la efectividad a largo plazo de las estrategias de control en instalaciones

A pesar de los esfuerzos por implementar métodos como la hipercloracion,
el tratamiento térmico y el uso de biocidas, Legionella spp. ha demostrado la

capacidad de adaptarse y desarrollar resistencia a estos tratamientos.

La exposicidn continua a desinfectantes puede seleccionar cepas mas
resistentes, lo que conlleva a una persistencia prolongada de la bacteria en

los sistemas de agua (Liang et al., 2023).

La resistencia a la temperatura ha sido igualmente descrita, asi como la
formacion de biofilms, que proporcionan una barrera protectora contra los
desinfectantes y facilitan la supervivencia de la bacteria en condiciones
adversas (Assaidi et al., 2021).

La formacidn de biofilms facilita la supervivencia a largo plazo de

Legionella, ya que permite la coexistencia de diferentes microorganismos que
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pueden ofrecer beneficios mutuos, como la transferencia de genes de

resistencia (Sciuto et al., 2021).

¢Coémo influyen las practicas de mantenimiento y disefio de los sistemas de

agua en la prevencion de la colonizacion de Legionella?

Un disefno adecuado que minimice las areas de estancamiento utilice
materiales resistentes a la colonizacion bacteriana y mantenga una
circulacién constante del agua es fundamental para reducir el riesgo de
proliferacién de Legionella (Sciuto et al., 2021). Ademas, las practicas de
mantenimiento, como la limpieza regular de tanques y tuberias, y la
implementacidon de tratamientos de choque térmico o quimico, ayudan a
controlar la presencia de biofilms y reducir la carga bacteriana (Assaidi et al.,
2021). Un enfoque proactivo que combine un buen disefio con practicas de
mantenimiento rigurosas puede mejorar significativamente la gestién de

Legionella en conducciones de agua sanitaria.

¢Qué estrategias emergentes se estan explorando para mejorar la deteccion

y control de Legionella en los sistemas de agua?

Podemos destacar los métodos de deteccion rapida y precisa, como la PCR
en tiempo real y la citometria de flujo, que permiten identificar tanto bacterias
cultivables como aquellas en estado VBNC (Oliver, 2010). Ademas, el
desarrollo de sensores inteligentes que monitorean continuamente la calidad
del agua y la presencia de Legionella puede proporcionar alertas tempranas

y permitir una respuesta rapida (Liang et al., 2023).

En términos de control, se estan investigando tratamientos innovadores
como el uso de luz ultravioleta ya descrito, ultrasonido y tecnologias basadas
en nanoparticulas para desinfectar el agua de manera mas efectiva y

sostenible (Cavallaro et al., 2022).

1.2.- Justificacion del estudio:

La inspeccion de salud publica ha desarrollado con los afios una potente
red de inspeccidon con gran cantidad de medios humanos y econdmicos a
través de las administraciones responsables. La funcion inspectora va

orientada también a validar los programas de muestro y los libros de
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mantenimiento que elaboran los responsables de las instalaciones, dirigidos
a prevenir el desarrollo y la proliferacién de la bacteria Legionella spp.
apoyandose en una legislacién que solamente establece obligaciones para

establecimientos de uso publico (Real Decreto 487/2022).

Nos centramos en este estudio en los circuitos de agua de consumo
humano que se utilizan en la distribucion de la misma en los edificios de uso
publico, observando la influencia que ejercen en la proliferacién vy
amplificacion de Legionella spp. en estas instalaciones, las condiciones
correctas de mantenimiento de la red en cuanto a filtrado y estabilizacion de
un adecuado nivel de biocida de forma constante frente a aquellas otras
instalaciones donde solamente se realizan las elevaciones puntuales de la
concentracién de biocida en las redes de abastecimiento de agua de consumo
humano para abordar el control y la proliferacion de Legionella spp., no

cumpliendo condiciones adecuadas en los supuestos anteriormente descritos.

El conjunto de las administraciones publicas han centrado su objetivo en
elaborar normativa al respecto de la prevencién de la proliferacién ambiental
de Legionella como herramienta de prevencién. La administracién general del
estado, mediante la publicacién del Real Decreto 487/2022, en vigor, los
anteriores ya derogados, y las diferentes administraciones regionales,
provinciales y locales, mediante el desarrollo de todas las guias que derivan
de los citados Reales Decretos (L1, L2, L3, L4, L5, L6, L7, L8, L9, L10O, L11,
L12, L13, L14, L15, L16).

La UE ha editado igualmente una guia que, como las legislaciones
revisadas de los paises europeos de nuestro entorno, responde a las mimas
premisas (L17, L18, L19, L20, L21).

El objetivo en todas ellas siempre es identificar las instalaciones objeto de
la inspeccién como instalaciones de riesgo, y a continuacion desarrollar
acciones orientadas a la prevencidn del proceso de amplificaciéon de la

bacteria en estas instalaciones.

Las acciones que han de desarrollarse de forma activa para evitar el
proceso de amplificacion de la bacteria Legionella pneumophila, aparecen en
todos los programas de trabajo de prevencién, que se utilizan en la inspeccion

de salud publica. Estos programas han sido desarrollados por personal
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perteneciente a las administraciones publicas, como las guias mencionadas
anteriormente, o por asociaciones de empresas gestoras de edificios de uso
publico, obligadas por la norma a ejecutar estos libros de mantenimiento, o
bien por los Comités Técnicos de Normalizacion (CTN) de la asociacion
espafiola de normalizacion (AENOR), redactores de las normas UNE cuya

ultima actualizacion es la norma UNE 100030:2023.

Todas estas normas tratan de establecer la obligatoriedad de realizar
desinfecciones quimicas anuales mediante elevacion de la concentracién del
biocida desinfectante en los circuitos de agua fria de consumo humano,
siendo el hipoclorito sédico el producto utilizado con mayor frecuencia.

Al mismo tiempo ofrecen la posibilidad de realizar desinfecciones térmicas
en el caso del agua caliente sanitaria. Se explica igualmente de forma
concreta en las diferentes guias editadas, las concentraciones debiocida que
se deben alcanzar en las comunmente denominadas hipercloraciones y los
tiempos tasados que debe permanecer este agua con exceso de biocida en
las conducciones, en funcidn de cada uno de los supuestos planteados, ya
sea en caso de positividad de muestras ambientales o de aparicién de brote.

Siempre en todas las hipecloraciones de los circuitos de agua fria de
consumo humano se acaban hiperclorando los circuitos de agua caliente
sanitaria reduciendo su temperatura mediante apagado de calentadores,

puesto que derivan directamente de los anteriores.

En la experiencia en la inspeccidon de salud publica y en la aplicacion de
las guias sanitarias se observa que las instalaciones que disponen de un
sistema de filtrado que cumpla la nhorma UNE-EN 13443-1:2003+A1:2009,y
ademas una cloracién estable por encima de 0,5 ppm de cloro, tienen una
incidencia muy inferior de positividad de muestras ambientales, aun no
habiendo realizado tratamientos de hipercloracién en un tiempo tasado entre
tres meses y un afo posterior a la inicial obligatoria de cada afio, sobre
aquellas que, no reuniendo estos requisitos, realizan hipercloraciones
anuales. Estas desinfecciones por hipercloracién ofrecen ademas algunas

dificultades en su desarrollo que merecen ser tenidas en cuenta, a saber:
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a) Laboriosidad: Son complicadas de realizar con rigor en instalaciones
con largos recorridos. No existe garantia de que se alcance el nivel deseado

en el punto final de red.

b) El efecto de destruccion de la bacteria que se busca tiene un periodo
de duracién determinado, puesto que son frecuentes los casos en los quelas
analiticas ofrecen resultados satisfactorios tras la hipercloracion, y a partir de
unos meses aparecen de nuevo resultados ambientales positivos, debido a la
especial capacidad que tiene la bacteria de hacer frente a la accion del cloro
y desarrollar resistencias. Es de destacar la consideracion de que la
desinfeccion se realiza siempre conforme a la norma establecida, con caracter

anual.

c) En las instalaciones que no presentan una ETAP en su estructura, no
resulta objetivamente exacto realizar una neutralizaciéon quimica posterior del

agua hiperclorada de forma correcta.

Este andlisis se encuentra con un importante vacio en cuanto a la
deteccion ambiental de la bacteria, en tanto en cuanto los analisis de
muestras ambientales se hacen siempre sobre edificios de uso publico, por lo
que la enorme presencia de Legionella spp. en edificios dedicados a uso
privado (viviendas particulares, oficinas, etc.) queda fuera del seguimiento,
no pudiéndose valorar plenamente la influencia que estas instalaciones
pueden tener sobre la pervivencia y difusion de la bacteria, actuando como

reservorios de la misma.

Por otra parte, el planteamiento en la investigacion sobre Legionella spp.
esta siempre mas orientado en la literatura cientifica al desarrollo del proceso
morboso que genera esta bacteria en el ser humano una vez que ha llegado
al organismo infectado. No obstante, los agentes de inspeccion de salud
publica tienen su campo de actuacion en la fase anterior al desarrollo de la
enfermedad en el ser humano, cuando comienza el crecimiento exponencial
de la bacteria en los sistemas de conduccion de agua de consumo humano

en edificios construidos y habitados por el hombre (Real Decreto 487/2022).

Las diferentes legislaciones espafolas tanto las nacionales como las
autondmicas, asi como otras legislaciones internacionales ademas de las

normas UNE redactadas por los Comités Técnicos de Normalizacién (CTN) de
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la Asociacion Espanola de Normalizacion (AENOR), han ido variando laforma
de abordar los procedimientos de prevencion en funcion de los avances enel
conocimiento sobre la proliferacion de Legionella spp. que se han ido

produciendo.

Después de la existencia de varios brotes de legionelosis en Espafia, la
primera normativa en nuestro pais que regulé las actuaciones en materia de

prevencion de Legionella spp. fue el Real Decreto 909/2001.

La Comisiéon de Salud Publica del Consejo Interterritorial del Sistema
Nacional de Salud, en su reunion del 29 de octubre de 1999 con el objetivo
de evitar o reducir al minimo la aparicidon de brotes, estimo necesario disponer
de criterios técnico-sanitarios coordinados y aceptados por las autoridades
sanitarias de la administracion estatal, autonémica y local. Para ello
acordaron la adopciéon de medidas normativas orientadas a la prevencion y
control de esta enfermedad en todo el territorio nacional (Real Decreto
909/2001). En su Articulo 6 establece que las medidas preventivas se basaran
en la aplicacion de dos principios fundamentales, a saber: primero, la
eliminaciéon o reduccidon de zonas sucias mediante un buen disefio y
mantenimiento de las instalaciones, y segundo, evitar las condiciones que
favorecen la supervivencia y multiplicacion de Legionella mediante el control

de la temperatura del agua y la desinfeccién continua de la misma.

Se establecen igualmente criterios sobre las hipercloraciones obligatorias
para la desinfeccion de las redes de agua de consumo humano, indicando que
han de ser anuales. Ambas serian elementos clave en los procedimientos de
prevencién y control de la amplificacion de la bacteria (Real Decreto
909/2001).

La ponencia de Sanidad Ambiental adscrita a la Comision de Salud Publica
del Consejo Interterritorial del Sistema Nacional de Salud se encargd de
actualizar los anexos de este Real Decreto a la luz de los nuevos
conocimientos cientifico-técnicos, destinados a mejorar la prevencion y
control de la legionelosis, lo que motivé que se viera superado en un breve
plazo y diera paso al Real Decreto 865/2003. En el anexo 3 de este Real

Decreto que habla sobre el mantenimiento de instalaciones interiores de ACS
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y AFCH, y se detallan los aspectos minimos que debe de recoger la revision,

la limpieza y la desinfeccidon de las mismas.

En este anexo se especifica que el agua de la instalacion interior de
consumo humano debera cumplir en todo momento con los parametros y
criterios establecidos en la legislacion de aguas de consumo humano. En su
apartado B afade que las instalaciones de agua fria de consumo humano y
de agua caliente sanitaria se limpiaran y desinfectaran como minimo una vez
al afo, cuando se ponga en marcha la instalacidon por primera vez, tras una
parada superior a un mes, tras una reparacion o modificacién estructural,
cuando una revisidon general asi lo aconseje y cuando asi lo determine la
autoridad sanitaria. Nuevamente este Real Decreto 865/2003 indica la
obligatoriedad de realizar hipercloraciones (elevaciones puntuales del nivel
de biocida) con caracter anual, siguiendo la indicacidon concreta, de que el
nivel de biocida ha de llegar a todos los puntos terminales de la red en
concentracion de 1-2 mg/l y mantenerse durante 3 o 2 horas

respectivamente.

Una vez derogado el Real Decreto anterior, el Real Decreto 487/2022,
actualmente en vigor, indica expresamente que quedan excluidas de su
ambito de aplicacion las instalaciones ubicadas en edificios dedicados al uso
exclusivo de vivienda, siempre y cuando no afecten al ambiente exterior de
estos edificios. Todo ello sin perjuicio de que, ante la sospecha de un riesgo
para la salud de la poblacién, la autoridad sanitaria podra exigir que se
adopten las medidas de control que se consideren oportunas. En el desarrollo
de los programas de prevencion este Real Decreto indica que el titular de una
instalacion que, utilizando agua, produce o es susceptible de producir
aerosoles, con el objeto de minimizar la presencia, proliferacion y dispersion
de Legionella y sobre la base de la aplicacion de cuatro principios (garantizar
la eliminacidn o reduccién de zonas sucias, el acimulo de suciedad, asi como
los estancamientos mediante un buen disefio y el mantenimiento de las
instalaciones y equipos; evitar las condiciones que favorecen la supervivencia
y multiplicacidon de Legionella, mediante el control de la temperatura del agua
y la desinfeccion de la misma; minimizar la emision de aerosoles y, en su
caso, la aplicacion de medidas correctoras efectivas), puede recurrir a la

implantacién de un Plan de Prevencién y Control de Legionella (PPCL ) 0 a un
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Plan Sanitario frente a Legionella (PSL), siendo el segundo opcional y el
primero el punto de partida.

Y en base a esto concreta en su articulo 14 que cuando se tomen muestras
para analizar Legionella spp., ademas deberan determinarse in situ al menos
los siguientes parametros fisico-quimicos: pH (si el efecto del desinfectante
depende del pH), temperatura, conductividad y, en su caso nivel

desinfectante residual.

En el anexo IV, este Real Decreto nos indica que la revisién, la limpieza y
desinfeccidon de toda la instalacidon se efectuara al menos una vez al afo, sin

superar los 12 meses entre una desinfeccidon y la siguiente.

No entra el Real Decreto 487/2022 a especificar ningun tipo de
desinfectante concreto dentro de los autorizados para su uso en el agua de
consumo humano, sin embargo, si lo hace, como decimos anteriormente, en
la periodicidad de la elevacién del nivel del mismo mediante la medicion de
la cantidad de moléculas libres. Al mismo tiempo en las referencias a la
calidad del agua, especifica que es conveniente que sea agua de consumo
humano y no solo agua sanitaria la que se utilice en las instalaciones de uso
publico, cumpliendo la legislacién vigente al respecto en ese momento, es
decir el Real Decreto 140/2003, actualmente derogado y sustituido por el
Real Decreto 3/2023, de 10 de enero, por el que se establecen los criterios

técnico-sanitarios de la calidad del agua de consumo, su control y suministro.

La reciente modificacidn de este Real Decreto a través del Real Decreto
614/2024 no afecta a estos preceptos descritos, sino que las modificaciones
van orientadas a otras vertientes del procedimiento inspector y de la
responsabilidad en el cumplimiento de programas de prevencién y control de

Legionella spp.

Por otra parte, las Normas UNE desarrolladas a lo largo de los afios
también han ido tratando este tema de diferente manera, a medida que los

conocimientos sobre la materia han ido avanzando.

En 1994 el informe UNE 100030:1994. Guia para la prevencion de
Legionella en instalaciones, indica que es muy importante un control continuo

de la calidad del agua del circuito y, en su caso, del agua de aportacion.
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En cuanto a las instalaciones de agua sanitaria, hace referencia a que
procede su limpieza y desinfeccidon al menos una vez al afio y, en cualquier
caso, antes de su puesta en marcha, después de un brote o sospecha o
cuando por la revision rutinaria se considere necesario. La desinfeccion puede
hacerse por via quimica dejando correr el agua desde los tanques
hiperclorados o anadiendo biocida al circuito dejando correr el agua hasta

obtener 2 ppm de cloro libre en la griferia durante dos horas.

La norma UNE 100030:2001. Guia para la prevencion y control de la
proliferacion y diseminacion de Legionella en instalaciones, 2001, establece
que los circuitos de agua sanitaria deben disponer de un sistema de filtrado

y un sistema de tratamiento permanente por medio de agentes biocidas.

Las concentraciones de cloro libre residual necesario en el agua se
calculan a pH 7, de forma que, en funcion del valor del pH aplica un factor de
correccién que de facto aumenta el nivel de biocida cuando el pH evoluciona

a la basicidad.

La desinfeccién puede hacerse por via quimica una vez al aio, inyectando
de 20 ppm a 50 ppm en los depdsitos en caso de que los haya, dejando correr
el agua hasta obtener 2 ppm de cloro libre en el punto final de red durante
dos horas, matizando que puede ser de una hora si la concentracién
alcanzada es de 50 ppm. Igualmente, la calidad sanitaria del agua queda
sometida a los criterios establecidos en la legislacion en vigor en ese

momento.

En la norma UNE 100030:2005. Guia para la prevencion y control de la
proliferacion y diseminacion de Legionella en instalaciones, encontramos
cambios en el punto 5, instalaciones implicadas, donde la nueva norma refleja
la clasificacién que realiza el Real Decreto 865/2003, distinguiendo entre
instalaciones de mayor riesgo, e instalaciones de menor riesgo, e
identificando al agua caliente sanitaria como de mayor riesgo y el agua fria

de consumo humano como de menor riesgo.

Los procedimientos de desinfeccion se mantienen en cuanto a
concentraciones y frecuencia con respecto a la norma UNE anterior. La
calidad sanitaria del agua hace referencia a lo previsto en el Real Decreto

140/2003 y la concentracidon del biocida en el tratamiento remite al Real
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Decreto 865/2003.

La norma UNE 100030:2017. Guia para la prevencion y control de la
proliferacion y diseminacion de Legionella en instalaciones, no establece
variaciones en ambos puntos, tanto en el nivel de biocida en el agua como
en la concentracion requerida en las elevaciones puntuales de las

hipercloraciones y tampoco en la frecuencia de esta, que sigue siendo anual.

Por ultimo, /a norma UNE 100030:2023. Guia para la prevencion y control
de la proliferacion y diseminacion de Legionella en instalaciones, pone el
énfasis en la concentracidon de biocida y en el tiempo de contacto de este en
las desinfecciones anuales por elevacidon de la concentracién de biocida,
especificando que ha de ser de 3 horas si son 2 ppm y 2 horas si son 3 ppm,
incidiendo en que ha de ser en toda la red. En capitulo aparte se especifica
que la calidad del agua sanitaria o de consumo humano de la red se regira

por lo establecido en la normativa sobre calidad de aguas de consumo.

Como conclusién, las normas UNE descritas y redactadas al efecto sobre
prevencién y control de Legionella, establecen igualmente las desinfecciones
anuales por elevacién de biocida como adecuadas, al tiempo que proponen
que la concentraciéon del biocida de forma constante sea el que establece la
normativa sobre aguas de consumo humano, es decir se aceptan como

valores adecuados de biocida aquellos por debajo de 0,5 ppm hasta 0,2 ppm.

Segun lo explicado, la legislacién describe dos aspectos importantes en la
prevencidon y control de Legionella spp., que son la elevacion del nivel de
biocida con caracter anual y la garantia de que el agua de la instalacion
cumple criterios adecuados en el nivel de biocida que debe contener con

caracter permanente.

En este estudio se trata de verificar que las elevaciones anuales del nivel
de biocida como elemento de desinfeccién, no son en si mismas garantia de
control en la proliferaciéon de la bacteria, si no van acompafadas de unas
condiciones estructurales adecuadas en el sistema que constituye la red de
distribucién de agua de la instalacion y, dentro de estas condiciones
establecidas previamente como adecuadas, es conveniente especificar que
niveles de biocida como el CLR por debajo de 0,5 ppm (que estarian dentro

del rango adecuado de desinfeccion continua del agua — Real Decreto 3/2023-
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) serian también insuficientes a efectos de la prevencién y control en la

proliferacién de Legionella spp.

1.3.- Hipotesis y objetivos propuestos:
Hipotesis

La hipdtesis y lineas de trabajo marcadas irdn encaminadas a demostrar
que es mas eficaz a efectos de evitar el desarrollo Legionella spp., que los
circuitos de agua fria de consumo humano mantengan de manera continua
niveles de CLR entre 0,5 y 1 ppm y el agua llegue previamente al circuito
sometida a un potente proceso de filtrado de particulas de acuerdo con los
que establece la norma UNE-EN 13443-1:2003+A1:2009. Equipo de
acondicionamiento del agua en el interior de los edificios. Filtros mecanicos.
Parte 1: Particulas de dimensiones comprendidas entre 80 um y 150 um.
Requisitos de funcionamiento, seguridad y ensayo, que realizar elevaciones
puntuales de la concentracién de biocida o realizar hipercloraciones anuales
de los circuitos, no cumpliendo las premisas anteriores, incluso aunque no

haya positividades previas en las muestras ambientales.

De esta forma, mantener el nivel de biocida de forma constante y
sostenida en el tiempo, ademas de la filtracién en la entrada previa de agua
al circuito, aparece como elemento clave a la hora de controlar el crecimiento

de la bacteria.

En los circuitos de ACS se observa igualmente que la desinfeccion térmica
realizada de forma meticulosa y exhaustiva resuelve casi todos los problemas
de positividad en estos circuitos y la temperatura es una herramienta eficaz

para combatir Legionella.

Entonces las desinfecciones quimicas anuales por elevacién de la
concentracidon de biocida que establece la normativa no obtienen el efecto
deseado si no existen condiciones previas de estabilizacion de la instalacion ,
e incluso en sistemas de distribucion de agua de consumo humano que
mantienen correctamente la cloracion en el tiempo por encima de 0,5 ppm

ademas de establecer un buen sistema de filtrado previo, las elevaciones
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puntuales del biocida para realizar la desinfeccion anual prevista en la

normativa pueden resultar menos utiles.

Los resultados de positividad en muestras ambientales obtenidos en los
circuitos de agua fria ofrecen niveles sensiblemente inferiores que los de agua
caliente, por lo que pareceria logico proponer el establecimiento de

diferencias mas nitidas en los PPCL que afectan al ACS y al AFCH.
Objetivos propuestos

El objetivo general de este proyecto llevado a cabo es que, una vez se
han obtenido los resultados correspondientes a un tamafio muestral
importante de muestras ambientales de L. pneumophila, dividiendo las

instalaciones de procedencia entre dos grupos:

Un primer grupo de instalaciones que reciben un nivel estable de biocida
que se ha establecido como superior a 0,5 ppm sin oscilaciones y que
disponen de sistemas de filtracion de particulas de acuerdo con lo establecido
en la norma UNE-EN 13443-1:2003+A1:2009. Equipo de acondicionamiento
del agua en el interior de los edificios. Filtros mecanicos. Parte 1: Particulas
de dimensiones comprendidas entre 80 um y 150 um. Requisitos de
funcionamiento, seguridad y ensayo, y no han realizado hipercloracién enun
periodo de al menos nueve meses desde la ultima analitica con 0 UFC,

identificado en el estudio como grupo B.

Un segundo grupo de instalaciones que, identificadas como grupo A no
cumplen las condiciones anteriores, en el sentido de que nivel de CLR es
inferior a 0,5 ppm y esta sometido a oscilaciones constantes, no disponen de
equipo de filtrado y tampoco han realizado hipercloraciones en ese periodo

de tiempo, si bien las han podido realizar con anterioridad.

Se pretende demostrar, que, de forma efectiva las instalaciones recogidas
en el grupo B obtienen mejores resultados en cuanto a una menor positividad
en muestras ambientales de Legionella, y menores recidivas en los muestreos
intermedios realizados a lo largo del afno, con respecto a las pertenecientes a

las del grupo A.

Los objetivos especificos son:
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- Dejar constancia fehaciente que la época del afio en la que se recoge la
muestra influye en los resultados obtenidos.

- Demostrar que el punto final de red como espacio principal de recogida
de muestras en los circuitos de agua de consumo humano, no se comporta

igual en los circuitos de ACS y en los circuitos de AFCH.

- Se pretende demostrar que la presencia de L. pneumophila serogrupo 1
o L. pneumophila serogrupo 2-14 en los positivos ambientales, no esta

relacionada con el tipo y las caracteristicas de la instalacion.

Como consecuencia del objetivo anterior igualmente se pretende
establecer que la correcta gestion de la calidad del agua de consumo humano,
asi como la aplicacion rigurosa de los planes de mantenimiento preventivo
dentro de los libros de mantenimiento sanitario incluido en el PPCL es una
garantia de control de la proliferacion de Legionella spp., con lo que podemos
valorar la aportacién de los datos obtenidos y de estos conocimientos, al
conjunto de la comunidad cientifica y contribuir en ciertos casos asimplificar
estos libros de mantenimiento sanitario que aparecen en los Planes de

Prevencion de Legionella spp.

2.- MATERIAL Y METODOS:

2.1.- Disefo experimental del estudio. Seleccion de muestras y
método de deteccion y recuento de Legionella spp.

Metodologia:

En base a lo sefialado en el punto anterior sobre las hipétesis y objetivos
propuestos se verifica que es mas eficaz a efectos de evitar la amplificacién
Legionella spp. en los sistemas, que los circuitos de agua fria de consumo
humano mantengan de manera continua niveles de CLR entre 0,5y 1 ppm y
el agua llegue previamente al circuito sometida a un potente proceso de
filtrado, que realizar elevaciones puntuales de la concentracién biocida o
realizar hipercloraciones anuales de los circuitos, incluso aunque no haya

positividades previas en las muestras ambientales.
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Por otra parte, la aparicion de positivos en AFCH con respecto al ACS es
muy inferior, por lo que, una vez cuantificada esa diferencia en la positividad
de los resultados de las muestras de ambos circuitos, pareceria légico
proponer el establecimiento de diferencias mas claras entre los libros de
mantenimiento de los PPCL entre el ACS y el AFCH.

La actividad desarrollada para este proyecto se desglosa en cada una de

las etapas en las que se secuencia el trabajo.

Se dividieron las instalaciones en dos grupos diferentes (A y B), todas
ubicadas en el sureste de Espafa (provincias de Albacete, Alicante, Murcia) y
se examinaron los resultados de los analisis de determinacidn y recuento de

Legionella en ambos grupos durante dos afios seguidos.
Recogida de muestras

El trabajo de campo consistié en la identificacidon de las instalaciones que
cumplian los criterios de aceptacion para el estudio y recogida de las
muestras. Esta recogida se hizo de forma rapida por técnicos capacitados

para la recogida y transporte de las muestras.
Los recursos materiales utilizados fueron:

- Envases de toma de muestra de agua con tiosulfato sddico que inhibe la

accioén del biocida.
- Conductivimetro.
- pHmetro.
- Clorimetro: Medidor de cloro libre residual y de cloro total.
- Termometro digital con sonda.

Los muestreos se realizaron de conformidad con la Norma UNE
100030:2017. En cada instalacién se escogié un punto terminal de toma de
muestras para el agua fria y otra para el agua caliente, teniendo en cuenta
que la distancia del punto terminal de toma de las muestras al punto de
aporte de agua al sistema fue de entre 10 y 20 m. Todas las muestras se
tomaron dejando correr el agua al menos 1 minuto hasta alcanzar una
temperatura constante que fue registrada, recogiendo a continuacion el

volumen de 1 L de agua en un recipiente estéril con tiosulfato sédico
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pentahidratado (24 mg/L) como neutralizante. Las muestras fueron
transportadas al laboratorio de forma inmediata en contenedores asegurando

una temperatura entre 6 y 18°C.
Deteccidn y recuento de Legionella spp. mediante cultivo

Los ensayos de laboratorio se iniciaron antes de las 24 horas de la
recoleccion de las muestras, siguiendo la norma UNE-EN ISO 11731:2017.
Aquellas muestras en las que no se detectd Legionella spp. o cuando se
determind <10 UFC/L fueron consideradas negativas y el resultado
equiparado a 0 UFC/L.

Al tratarse de muestras ambientales se siguid el procedimiento de siembra
en placa, siguiendo la norma UNE-ISO 1173-2:2004, y en el procedimiento

de obtencidn de resultados se diferenciaron tres bloques diferentes:
- Legionella pneumophila serogrupo 1.
- Legionella pneumophila serogrupos 2-14
- Otras especies de Legionella.

Los medios de siembra utilizados fueron medio selectivos GVPC y medio no

selectivo BCYE, este ultimo con o sin cisteina.

Una vez que se recopilaron todos los datos de las diferentes muestras de
ACS y de AFCH, se realizd un estudio en el que se seleccionaron aquellas
instalaciones en las que previamente se hizo un tratamiento de desinfeccién

del circuito, por lo que se partié de 0 UFC en todas las instalaciones.

Posteriormente, se realizaron varios muestreos mas en los mismos puntos
terminales a los 3, a los 6, a los 9, 0 a los 12 meses siguientes, entre los

cuales no se realizdé ningun tratamiento nuevo de desinfeccién.

La figura 30 reproduce el procedimiento de filtrado segun la Norma UNE

correspondiente.
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Figura 30: Procedimiento de filtrado de particulas segun la norma
UNE-EN 13443-1:2003+A1:2009. Fuente: Autor.

Desglosado por grupos la situacion es la siguiente:
INSTALACIONES DEL GRUPO A:

Este grupo las instalaciones no realizaron hipercloraciones entre los tres

y los Ultimos doce meses y cumplen las siguientes premisas:

Instalaciones no hipercloradas, sin ETAP previa ni filtrado de particulas segun

la norma UNE descrita anteriormente, y nivel de biocida oscilante (0 a 0,5

ppm).
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Por lo tanto, los criterios fijados:

- Instalacién no hiperclorada entre los 3 y los 12 Ultimos meses con

histérico de positividad previo.
- Nivel de cloro en punto final de red entre 0 y 1 ppm de CLR.
- No existencia de ETAP ni filtrado previo.
- Temperatura en acumulador 60°C.
- Conductividad del agua entre 1000 y 1300 uSv.
- Longitud del circuito inferior a 50 m.
- Material de las conducciones, cobre o PVC.
- pH del agua entre 7,6 y 7,8.
- Tamafo del acumulador entre 750 Ly 1 m3.

Estas instalaciones presentaban nivel oscilante de CLR porque esta por
debajo de 0,5 ppm y por lo tanto se considera inestable. El sistema de filtrado
del agua previo a la entrada en la red, ya comentado, tampoco esta

garantizado de forma uniforme.
INSTALACIONES DEL GRUPO B:

En este grupo no se habian realizado hipercloraciones en las instalaciones

entre los tres y los ultimos doce meses y cumplian las siguientes premisas:

Instalaciones no hipercloradas con o sin ETAP. previa. Tienen un nivel estable
de CLR por encima de 0,5 ppm hasta 1 ppm y por lo tanto presentan cloracién
estable y el sistema de filtrado de entrada de agua a la red general es correcto
y constante de acuerdo con lo previsto en la norma UNE-EN 13443-
1:2003+A1:2009. Equipo de acondicionamiento del agua en el interior de los
edificios. Filtros mecanicos. Parte 1: Particulas de dimensiones comprendidas

entre 80 um y 150 um. Requisitos de funcionamiento, seguridad y ensayo.
Por lo tanto, los criterios fijados:

- Instalacién no hiperclorada entre los 3 y los 12 ultimos meses.

- Nivel de cloro en punto final de red entre 0,5 y 1 ppm de CLR.

- Posible existencia de ETAP y filtrado previo.
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- Temperatura en acumulador 60°C.

- Conductividad del agua entre 1000 y 1300 pSv.
- Longitud del circuito inferior a 50 m.

- Material de las conducciones, cobre o PVC.

- pH del agua entre 7,6 y 7,8.

- Tamafo del acumulador entre 750 Ly 1 m3.

Las temperaturas de los puntos terminales en ambos grupos se
encontraban en el ACS en torno a 60 °C y en el ACFH por debajo de 25 °C.

En ambos grupos se mide en todas las instalaciones el poder de recidiva
de la proliferacién bacteriana, partiendo de una situacion de 0 UFC tras la
hipercloracién anual, realizdndose al menos dos muestreos mas datados

entre los 3 meses y los 12 meses siguientes.

2.2.- Estudio estadistico:

Para el analisis estadistico descriptivo de la muestra se han empleado los
métodos descriptivos basicos, de modo que, para las variables cualitativas,
se ha obtenido el nimero de casos presentes en cada categoria y el

porcentaje correspondiente.

La comparacidon entre grupos en las variables cualitativas se realizd
mediante la prueba Chi-Cuadrado de Pearson. En los casos en los que la
prueba resulté significativa y alguna de las variables no fuera dicotdmica, se
realizaron las comparaciones dos a dos con ajuste de Bonferroni para

determinar entre qué grupos se muestran las diferencias.

La regresién logistica se empled para determinar la influencia del tipo de
instalacion (tipo A: nivel oscilante de cloro libre residual y tipo B: nivel estable
de cloro libre residual) en el resultado positivo de la prueba del analisis de

Legionella.

El analisis estadistico se realizé con el programa SPSS 27.0 para Windows
(BM Corp., 2022; Field, 2018; Green y Salkind ,2016; Pallant., 2020; Kinnear
y Gray., 2010; Norusis., 2012; Bryman y Cramer.,2011). Las diferencias

consideradas estadisticamente significativas son aquellas cuya p < 0,05.
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Sesgo del estudio: Son instalaciones muy bien estructuradas en general

puesto que casi todas ellas albergan usuarios de riesgo.

3.- RESULTADOS:

3.1.- Analisis descriptivo general de la prevalencia de

Legionella en instalaciones de riesgo:

Se realizd un estudio descriptivo previo para valorar la prevalencia de
Legionella spp. El universo muestral del estudio se constituyd con 2778
muestras ambientales recogidas en dos afios consecutivos en el sureste de
Espafa (provincias de Alicante, Murcia y Albacete) de las cuales un 9,9% (n
= 2778) resultaron positivas y un 90,1% (n = 2503) negativas. Tres muestras

se descartaron por diversas circunstancias.

En la tabla 3 se muestra la estadistica descriptiva de las variables segun
la procedencia (agua caliente o agua fria). Se observa que se han recogido
mas muestras de agua fria de consumo humano, puesto que el estudio trata
de valorar la influencia de la aplicacién estable o inestable de biocida que
siempre se aplica en los circuitos de agua fria.

Tabla 3. Analisis descriptivo. Desglose de la procedencia de las muestras
entre los circuitos de ACS y de AFCH

Agua n %
AFCH 1674 60,3
ACS 1101 39,7

En la figura 31 se reflejan los resultados de positivos y negativos de
muestras ambientales procedentes de ACS y de AFCH. Se observa como
sistemas de ACS tienen un nivel de positividad superior al de los circuitos de
AFCH.
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AGUA

P<0,001

NEGATIVO POSITVO

HAFCH mACS

Figura 31: Positividad a Legionella spp. en muestras ambientales procedentes
de ACS y de AFCH. Fuente: Autor.

En la tabla 4 se muestra la estadistica descriptiva de los resultados
positivos de muestras ambientales en L. pneumophila desglosados en el
serogrupo 1y el serogrupo 2-14. Se aprecia que el serogrupo 1 es mayoritario

en las muestras correspondientes a esa especie.

Tabla 4. Andlisis descriptivo en funcion del serogrupo obtenido en el

resultado.

Serogrupo n %
ser. 1 177 68,3
ser. 2-14 82 31,7
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31.7

Figura 32: Recreacion gréfica de los resultados del estudio desglosados por

serogrupos 1 y 2-14 de Legionella pneumophila. Fuente: Autor.

En el estudio se desglosé la procedencia de las muestras en funcién del
mes del aino en que han sido recogidas. Este dato no tiene mayor relevancia
puesto que no refleja mas que la procedencia de la muestra en el mes

correspondiente.

Tabla 5. Analisis descriptivo. NUmero y porcentaje de muestras recogidas en

cada mes del afo.

Mes n %
Enero 149 5,4
Febrero 169 6,1
Marzo 262 9,4
Abril 226 8,1
Mayo 244 8,8
Junio 277 10
Julio 196 7,1
Agosto 276 9,9
Septiembre 376 13,5
Octubre 196 7,1
Noviembre 198 7,1
Diciembre 210 7,6

A continuacién, se describe la procedencia de la muestra en funcién de

los diferentes tipos de instalaciones chequeadas hasta un total de 17
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procedencias diferentes. Se tomd una procedencia muy variada de las
muestras ambientales, al objeto de diversificar lo maximo posible las

variables que influyen en la positividad del resultado.

No obstante, esto no resulta del todo practico a la hora de alcanzar los
objetivos marcados en el estudio, puesto que suponen demasiadas variables
y algunas tienen poca entidad, por lo que resulté mas practico agruparlasen
funcién de si el agua procede de circuitos de agua sanitaria o de equipos que

producen humectacion o aerosolizacion.

Tabla 6. Analisis descriptivo en funcién de tipo de instalacién de procedencia

de la muestra.

Tipo n %
Aporte 31 1,1
Condensador 32 1,2
Depdsito AFCH 248 8,9
Depdsito ACS 298 10,7
Depdsito incendio 1 0
Equipo de

humectacion 16 0,6
Fuentes

ornamentales 97 3,5
Jacuzzi 130 4,7
Otro 8 0,3
Piscina 113 4,1
Punto terminal

ACS 621 22,3
Punto terminal

AFCH 1063 38,3
Sistema contra

incendios 15 0,5
Sistema de lavado 1 0
Sistema de riego 67 2,4
Torre 21 0,8
Lavaojos 17 0,6

Una vez se realizé un estudio descriptivo objetivo de la procedencia de las
muestras, se procedid a realizar un estudio comparativo de las variables
relacionadas con las caracteristicas de los puntos de muestreo, asi como los
resultados de las pruebas Chi-cuadrado realizadas para comparar dichas

variables segun el resultado de la prueba.
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En la tabla 7 se observa que el porcentaje de positivos en los puntos de
agua caliente (13,6%) fue significativamente superior a los de agua fria
(7,5%).

Tabla 7. Analisis descriptivo y comparativo del resultado de la prueba segun
la procedencia de ACS o de AFCH.

Resultado, n (%) LSl
cuadrado
Negativo Positivo x2(g.l) p-valor
AGUA 28,14(1) < 0,001
1548 125
AFCH (92,5) (7,5
951 150
ACS (86,4)  (13,6)

Para su estudio comparativo, las instalaciones se dividieron en dos grupos
en funcion de su procedencia, si se trata de agua sanitaria o si se trata de
instalaciones orientadas a la refrigeracion/humectacion, y, segun se describe
en la tabla 8, no se observd asociacién entre el tipo de instalacion y el

resultado en estos dos grupos.

Tabla 8. Analisis descriptivo y comparativo del resultado de la prueba de
muestras procedentes de agua sanitaria o de equipos de enfriamiento y

humectacion.

Prueba Chi-

Resultado, n (%)
cuadrado

Negativo Positivo x2(g.l) p-valor

Tipo 0,27 (1) 0,6
Consumo humano 2436(90,2) 266 (9,8)

Refrigeracién/ humectacién 60 (88,2) 8 (11,8)
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Tipo

Vo P=0,600

100.0% - _ Negativo; 90.2% Negativo; 88.2% |

750%

50.0% <

e Positivo;9.8% | Positivo; 11.8%

0.0% -
Negativo Positivo

= Consumo H. M Refrig. Y humec.

Figura 33: Recreacion gréfica de los resultados del estudio desglosados por
instalacién de procedencia, equipos de refrigeracion y humectacion y agua de

consumo humano. Fuente: Autor.

A continuacidon, se realizd un estudio descriptivo que compard los
resultados positivos de las muestras ambientales en los almacenes de agua
caliente sanitaria (acumuladores), los almacenes de agua fria de consumo
humano (depdsitos), los puntos finales de red en agua caliente y los puntos

finales de red en agua fria.
Se observa segun lo descrito en la tabla 9 que:
Comparando las unidades almacenadoras de agua entre si:

El nimero de muestras positivas en los almacenes de agua fria AFCH
(5,5%) fue significativamente inferior al de los almacenes de agua caliente
sanitaria de ACS (15,7%).

Comparando la procedencia de las muestras de agua fria:
Observamos que el nimero de muestras positivas en almacenes de agua fria

(depédsito o ETAP) (5,5%) fue significativamente inferior que las muestras

procedentes de puntos finales de red de agua fria PTAFCH (11,8%).
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Comparando la procedencia de las muestras de ACS:

En este caso la situacidon es inversa, y el porcentaje de muestras

ambientales positivas fue significativamente inferior en los puntos terminales

de agua caliente sanitaria PTACS (8,3%) con respecto a las que procedende
los almacenes de ACS (15,7%).

Tabla 9. Anélisis descriptivo y comparativo del resultado de la prueba segun

instalacion de procedencia, almacenes de ACS, almacenes de agua fria,

puntos terminales de red de ACS y puntos terminales de red de AFCH.

Prueba Chi-
o,
Resultado, n (%) cuadrado
Negativo Positivo x2(g.l) p-valor
Consumo humano 29,6 < 0,001
AFCH 342 (94,5) 20 (5,5)
ACS 361 (84,3) 67 (15,7)
PTAFCH 548 (88,2) 73 (11,8)
PTACS 1168 (91,7) 106 (8,3)

La figura 34 recrea graficamente los resultados del estudio desglosados por

instalacién de procedencia.
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Instalaciones consumo humano

100.0%

75.0%

50.0%

25.0%

0.0%
MNEGATIVO POSITIVO

P<0,05

AF T ACS mPTAF mPTACS

Figura 34: Recreacion grafica de los resultados del estudio desglosados por
instalacion de procedencia, almacenes de ACS, almacenes de agua fria,
puntos terminales de red de ACS y puntos terminales de red de AFCH. Fuente:

Autor.

Para determinar la posible influencia ambiental en la aparicién de

resultados positivos, se dividieron los meses en tres periodos térmicos.
Periodo frio: Meses de octubre, noviembre, diciembre y enero.
Periodo templado: Meses de febrero, marzo, abril y mayo.
Periodo caliente: Meses de junio, julio, agosto y septiembre.

El porcentaje de resultados positivos en el periodo templado fue superior
al de los otros periodos, no mostrandose diferencias entre los periodos frio y

caliente.

En la Tabla 10 se muestra el analisis descriptivo y el comparativo.
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Tabla 10. Analisis descriptivo y comparativo del resultado de la prueba segun
periodo térmico en el que se toman las muestras.

Resultado, n (%) Prueba Chi-cuadrado
Negativo Positivo x2(g.l) p-valor
Periodo térmico 10,68 (2) 0,005
Frio 684 (91) 68 (9)
Templado 788 (87,5) 113 (12,5)

Caliente 1031 (91,6) 94 (8,4)

PERIODO TERMICO

P<0,05

///
—
- /

yd

v

50,

0%
25,0%

Negativo Positivo

mFrio wTemplado m Caliente

Figura 35: Recreacion grafica de los resultados del estudio desglosados por

periodo térmico en el que fueron tomadas. Fuente: Autor.

En cuanto al nivel de biocida - CLR-, se observa que las instalaciones con
un nivel de CLR inferior a 0,5 ppm (mg/L) tienen un mayor porcentaje de
positivos (12,5%) que las instalaciones con un nivel de biocida, CLR superior
a 0,5 ppm (mg/L).

En la Tabla 11 se muestra el analisis descriptivo y el comparativo.
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Tabla 11. Descriptivo y comparativo del resultado de la prueba segun el nivel
de biocida cloro libre residual de la instalacion de procedencia de las

muestras.
Prueba Chi-
0,
Resultado, n (%) cuadrado
Negativo Positivo x2(g.l) p-valor
Cloro 21,39 (1) < 0,001
< 0.5 1155 (87,5) 165 (12,5)
> 0.5 1042 (93,1) 77 (6,9)

La figura 36 recrea lo descrito en la tabla 11.

NIVEL DE BIOCIDA

/ P <0,001
e
v

100,0%

75.0%

50,0%

NEGATIVO POSITIVO

m<0,5 m>05

Figura 36: Recreacion grafica de los resultados del estudio desglosados por

procedencia de la instalacion con cloracion estable e inestable. Fuente: Autor.
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Otro factor a tener en cuenta en la valoracién de la procedencia de las

muestras positivas es la temperatura del agua.

Las instalaciones con una temperatura entre los 20°C y 50°C tienen un
mayor porcentaje de positivos con respecto a las instalaciones con una
temperatura inferior a 20°C y a las que tienen una temperatura superior a
500cC.

Las instalaciones con temperatura inferior a 20°C y las de temperatura

superior a 50°C no muestran diferencias significativas.

Tabla 12. Descriptivo y comparativo del resultado de la prueba segun

temperatura del agua del agua de la instalacion de donde procede la muestra.

Resultado, n (%) PZ::Z:aSlT_
Negativo Positivo x2(g.l) p-valor
Temperatura 6,96 (2) 0,031
< 20°C 16 (88,9) 2(11,1)b
200C-500°C 288 (82,5) 61(17,5)°a
>= 50°0C 624 (88,4) 82 (11,6)b

a, b. Comparaciones dos a dos. Entre dos grupos, si no comparten alguna

letra indica diferencias estadisticamente significativas (ajuste de Bonferroni)

La figura 37 reproduce mediante grafico lo expresado en la tabla 12.
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Temperatura del agua
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Figura 37: Recreacion gréfica de los resultados del estudio desglosados por
procedencia de la instalacion en funcion de la temperatura de esta. Fuente:

Autor.

En el estudio descriptivo se cuantificd la presencia de los diversos
serogrupos de L. pneumophila tanto en el AFCH como en el ACS. Los
resultados aparecen reflejados en las tablas 13 y 14. Se observa que el
serogrupo 1 de L. pneumophila es mayoritario en todos los rangos de UFC
excepto en el rango de > 10000 UFC, donde es mayoritario el serogrupo 2-
14.

Tabla 13. Prevalencia de serogrupos de L. pneumophila en las muestras
positivas de AFCH.

CANTIDAD SER1 | SER2-14 OTRAS ESPECIES
1-100 UFC 33 23 6
101-500 UFC 24 6 1
501- 1000 UFC 6 2 0
16 3 0
2 3 0
TOTAL 81 37 7
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Tabla 14. Prevalencia de serogrupos de L. pneumophila en las muestras

positivas de ACS.

CANTIDAD SER1 | SER2-14 OTRAS ESPECIES
1-100 UFC 38 13 4
101-500 UFC 29 8 0
501- 1000 UFC 6 6 1
17 8 0
6 9 0
TOTAL 96 44 5

3.2.- Efectividad de los tratamientos de desinfeccion en

instalaciones de agua de consumo humano:
INSTALACIONES CON SISTEMAS DE ACS EVALUADOS:

De acuerdo con el planteamiento estadistico del estudio dividiendo las
instalaciones en dos grupos diferentes, descritos con antelacién, se muestra
a continuacién, el resultado del estudio estadistico descriptivo y el
comparativo de los resultados de las muestras ambientales de Legionella spp.

en las instalaciones de agua caliente segun su tipologia:
Grupo A (nivel oscilante de Cloro libre residual).
Grupo B (nivel estable de Cloro libre residual).
La prueba Chi-cuadrado evidencié que el porcentaje de positivos fue

significativamente superior en las instalaciones de tipo A (37,7% que en las

de tipo B (7,7%) en las instalaciones de ACS.

Las instalaciones pertenecientes al grupo A tienen 7,27 veces mas
probabilidad de tener un resultado positivo que las de tipo B (OR = 7,27,
IC95%: 2,5-21,16, p < 0,001) como puede apreciarse en la tabla 15.
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Tabla 15. Estudio descriptivo y comparativo del resultado de la prueba segun
la procedencia de los resultados de grupo A o grupo B, de las instalaciones
de ACS.

Grupo, n (%) Prueba Chi-cuadrado
A B Xx2(1) p-valor
Resultado 28,14 < 0,001

Negativo 33 (62,3) 60 (92,3)

Positivo 20 (37,7) 5(7,7)

Figura 38: Recreacion grafica de los resultados del estudio desglosados por
procedencia de la instalacion de ACS en funcion del grupo al que pertenece o
B. Fuente: Autor.

En cuanto al serogrupo identificado de Legionella pneumopila serogrupo
1 o serogrupo 2-14, no se observd asociacion entre este y la procedencia de
la instalacion de agua caliente en el grupo A o en el grupo B, segun describe
la tabla 16.
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Tabla 16. Estudio descriptivo y comparativo del serogrupo segun la
procedencia de la instalacion de ACS en el grupo A o en el grupo B.

Prueba Chi-
Grupo, n (%)

cuadrado
A B X2(1) p-valor
Serogrupo 0,877 0,562"

ser. 1 4 (20) 2 (40)

ser.2-14 16 (80) 3 (60)

"Prueba exacta de Fisher

Serogrupo 2-14; 60,0%
Serogrupo 2-14; 40,0%

Figura 39: Recreacion grafica del estudio descriptivo y comparativo del
serogrupo segun la procedencia de la instalacién de ACS en el grupo A o en

el grupo B. Fuente: Autor.

INSTALACIONES CON SISTEMAS DE AFCH EVALUADOS:

En segundo lugar, se evaluaron en las instalaciones los sistemas de agua fria

de consumo humano.
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La prueba Chi-cuadrado evidenci6 que el porcentaje de muestras
ambientales positivas fue significativamente superior en las instalaciones
procedentes del grupo A (32,1%) que en las instalaciones procedentes del
grupo B (6,1%).

Las instalaciones pertenecientes al grupo A tienen 7,34 veces mas
probabilidad de tener un resultado positivo que las pertenecientes al grupo B
(OR = 7,34, 1C95%: 2,31 - 23,33, p < 0,001).

Tabla 17. Estudio descriptivo y comparativo del resultado de la prueba segun
la procedencia de los resultados de grupo A o grupo B, de las instalaciones
de AFCH.

Prueba Chi-
[+)
Grupo, n (%) cuadrado
A B x2(1) p-valor
Resultado 13,94 < 0,001
Negativo 38 (67,9) 62 (93,9)
Positivo 18 (32,1) 4 (6,1)

Figura 40: Recreacion gréfica de los resultados del estudio desglosados por
procedencia de la instalacién de AFCH en funcion del grupo al que pertenece

o B. Fuente: Autor.
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En cuanto al serogrupo identificado de Legionella pneumophila serogrupo
1 o serogrupo 2-14, no se observé asociacidon entre este y la procedencia de

la instalaciéon de AFCH en el grupo A o en el grupo B.

Tabla 18. Estudio descriptivo y comparativo del serogrupo segun la

procedencia de la instalacion de AFCH en el grupo A o en el grupo B.

Prueba Chi-
0,
Grupo, n (%) cuadrado
A B Xx2(1) p-valor
Serogrupo 0,014 v

ser. 1 14 (77,8) 3 (75)

ser. 2-14 4 (22) 1 (25)

"Prueba exacta de Fisher

SEROGRUPO Legionella pneumophila EN AFCH EN LOS GRUPOS AY B

Serogrupo 1 Serogrup 2-14

Figura 41: Recreacion gréfica del estudio descriptivo y comparativo del
serogrupo segun la procedencia de la instalacion de AFCH en el grupo A oen

el grupo B. Fuente: Autor.
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4.- DISCUSION:

La prevalencia global de Legionella en circuitos de agua de consumo
humano ha sido objeto de estudio durante afios tanto en Espafia como en el

resto del mundo.

Un estudio de prevalencia global de Legionella en muestras de agua de
consumo humano a nivel mundial entre 1983 y 2017, determind que dicha
prevalencia fue del 20% (IC 95%: 15-25) siguiendo el método de revisidon

sistematica y meta-analisis (Fakhri et al., 2019).

En otras investigaciones realizadas en paises europeos de nuestro entorno
que han sido solamente revisiones, los resultados obtenidos ofrecen algunas
discrepancias, pero en general indican una presencia ubicua de esta bacteria

en aguas de consumo humano, en los siguientes porcentajes:

Prevalencia inferior al 37% en el sur de Italia durante el periodo entre
2001 y 2017 y del 21,4% en aguas subterraneas procedentes de pozos (De
Giglio et al., 2019).

Prevalencia cercana al 20,07% en el sur de Alemania en 2017 (Dilger et
al., 2018).

Prevalencia superior al 17% obtenido en hoteles de Israel entre 2015 y
2017 (Yakunin et al.,2020).

Prevalencia del 36,8% de las muestras analizadas en residencias de

ancianos italianas (De Filippis et al., 2018).

Prevalencia del 6% de las duchas en hogares del Reino Unido, y asociacién
de la colonizacién del punto final de red testado (ducha) con la duracién y

frecuencia de uso de esta (Collins et al., 2017).

Este dato ha quedado perfectamente descrito e identificado a lo largode
los afios. En 1993 se detecta una concentracién de Legionella de 1,5 x 10%
UFC/L en puntos finales de red de agua de consumo humano (Mihlenberg,
1993).

En la investigacidn previa realizada en este trabajo se obtiene una
prevalencia de 9,9% en el total de las muestras, siendo del 13,6% en ACS y
el 7,5% en AFCH. La prevalencia detectada resulta inferior a los estudios

referidos y esto se debe a dos circunstancias. En primer lugar, el estudio
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realizado en este trabajo es posterior en el tiempo a los descritos
anteriormente y refleja el hecho de que la prevencion de Legionella avanza
de forma explicita cada afo, y en segundo lugar las instalaciones analizadas

siguen programas de mantenimiento detallados.

L. pneumophila ha sido la especie mas aislada en las instalaciones de agua
de consumo en Espana (Vifiuela et al., 2022), lo cual concuerda totalmente
con los resultados obtenidos en este estudio donde esa especie aparece como

abrumadoramente mayoritaria tanto en ACS como en AFCH.

En cuanto los diferentes serogrupos detectados de L. pneumophila

encontramos las siguientes aportaciones:

Legionella pneumophila serogrupo 1 es el que mas se relaciona con la
aparicion de brotes de legionelosis en el hombre, ya que aparece en el 85%
de los casos, seguido de los serogrupos 4 y 6, si bien con un sesgo estadistico
elevado poque se utiliza para su diagndstico la prueba UAT que solo detecta

este serogrupo (Goémez Valero et al., 2009).

La cepa del serogrupo 1 causa aproximadamente el 90% de los casos de
legionelosis por L. pneumophila en Europa y EE. UU. (Iliadi et al., 2022) yes

mayoritario en todos los resultados encontrados en los muestreos realizados.

En este estudio se observa, que dentro de los resultados positivos
obtenidos en L pneumophila, el serogrupo 1 es mayoritario en todos,
estableciendo una prevalencia en AFCH 64,8% para el serogrupo 1 y de
29,6% para el serogrupo 2-14 mientras que para el ACS estos mismos datos
son 66,2% para el serogrupo 1 y 30,3% para el serogrupo 2-14, lo cual
expresa que la temperatura del agua no determina en ningln caso la
prevalencia de unos serogrupos sobre otros. Incluso la proporcién en otras

especies de Legionella la prevalencia en ACS y AFCH es muy similar.

Posteriormente en el estudio especifico no se observé asociacién entre el
serogrupo identificado, Legionella pneumophila serogrupo 1 o serogrupo 2-
14, y la procedencia de la instalacién del grupo A o del grupo B, tanto en ACS

como en AFCH.

Por lo tanto, en este estudio existe igualmente concordancia entre los

resultados obtenidos y lo descrito por la literatura cientifica citada.
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Cabe destacar que, en los resultados muy elevados, por encima de 10000
UFC/L, es el serogrupo 2-14 el que cobra mas fuerza, tanto en ACS como en
AFCH.

De esta circunstancia puede deducirse que cuando las condiciones de
ambientales para proliferacion de la bacteria son muy favorables, el
serogrupo 1 es dominante, pero cuando esas mismas condiciones son aun
mas ventajosas, el serogrupo 2-14 toma la iniciativa rebasando al serogrupo
1.

En la literatura cientifica encontramos que, Legionella pneumophila
produce un tensioactivo, que resulta téxico para otras especies de Legionella,
e impide su acceso y crecimiento en los biofilms (Geesey et al., 2000). Podria
ocurrir en este caso a tenor de los resultados obtenidos que el serogrupo 2-
14 impidiese igualmente la proliferacion del serogrupo 1 ante condiciones
ambientales extraordinariamente favorables o bien que el serogrupo 2-14
tenga mas capacidad de multiplicacién y esta se desarrolla exponencialmente
ante las citadas condiciones ambientales favorables, adelantando la ratio de

multiplicacion del serogrupo 1.

Abundando aun mas sobre este dato, es importante destacar que esta
situacién se produce tanto en ACS como en AFCH (tabla 13 y tabla 14) y la
proporcion de superacidon del serogrupo 2-14 sobre el serogrupo 1 en ese

rango elevado es de 3 a 2.

En cuanto a la temperatura de proliferacidon de la bacteria Legionella en
las muestras de ACS, Gavalda (2016) realiza una evaluacién del efecto de la
temperatura, exclusivamente sobre la proliferaciéon de la bacteria Legionella
en los circuitos que transportan agua caliente, poniendo de manifiesto en sus
conclusiones que la temperatura en los puntos finales de red de los circuitos
de agua caliente sanitaria es mas segura si es superior a los 50°C que marca
la legislacién (sugiere que en el entorno de los 55° C preferentemente), al
objeto de prevenir la amplificacion de la bacteria. Aflade ademas que en el
entorno hospitalario que investiga preferentemente, los tratamientos
térmicos se perfilan como incompletos para garantizar la inocuidad de los

circuitos.
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Por otra parte, otro estudio concluye que la presencia de Legionella spp.
en sistemas de ACS en edificios con paneles de energia solar térmica es
significativa y esta asociada con la oscilaciéon de la temperatura, por lo que
requieren un suplemento energético que estabilice dicha temperatura (Totaro
et al., 2020).

Mantener la temperatura entre 20°C y 50°C, favorece el crecimiento de
Legionella spp. (Bartram et al., 2020). Para prevenir su crecimiento, se
propone mantener 60°C en los tanques de almacenamiento y asegurar que

el agua que llega a los grifos esté al menos a 50°C (Borella et al., 2021).

Los protocolos de desinfeccidén térmica, incluido el precalentamiento del
tanque a 60 °C durante 30 minutos antes de aplicar un choque térmico a los
puntos finales de red, redujeron eficazmente las concentraciones de

Legionella (Hayes-Phillips et al., 2019)

En este estudio, los resultados obtenidos por el autor ofrecen una mayor
positividad en los circuitos de ACS que mantienen un rango de temperatura

entre 20°C y 50°C, lo cual no refleja discrepancias con los autores citados.

En cuanto a la influencia de la época del afio en la que se han realizado
los muestreos, se ha observado que la legionelosis es mas comun durante el
verano y principios del otofo, debido a las condiciones ambientales que
favorecen el crecimiento y la diseminacién de la bacteria (Graham et al.,
2023) y ademas se ha producido un sensible incremento en la notificacién de
casos de legionelosis tanto en Europa como en EE. UU., posiblemente debido
al cambio climatico con el consiguiente aumento de la temperatura, que
desarrolla condiciones climaticas calidas y humedas que facilitan el
crecimiento y la propagacién de bacterias Legionella (Centro Nacional de
Epidemiologia, 2023).

En este estudio se observa que en los muestreos realizados en la época
primaveral de febrero a junio se incrementan los positivos de muestras
ambientales de Legionella lo que podria traducirse en un incremento de la

casuistica de enfermos por legionelosis descrita por los autores anteriores.

En cuanto al nivel de CLR detectado en los muestreos y por ende de las
instalaciones testadas, podemos destacar en la literatura cientifica que la

desinfeccion es mas efectiva cuando el nivel de CLR se mantiene con
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adiciones regulares de cloro, en comparacion con aplicar una sola vez una
dosis mas amplia (Martin et al., 2020), mientras que La OMS recomienda una
concentracién de 0,5 mg/L de cloro libre para inactivar contaminantes

microbianos y prevenir el rebrote microbiano (Zholdakova et al., 2019).

A tenor de los resultados obtenidos en este estudio, se observa en el
estudio descriptivo que cuando las instalaciones tienen un nivel de CLR menor
de 0,5 ppm los resultados positivos tanto en circuitos de ACS como en
circuitos de AFCH son del 12,5%, mientras que en las instalaciones con un
nivel de CLR superior a 0,5 ppm las muestras positivas descienden hasta el
6,9%.

Podemos afirmar entonces que seguir la recomendacion de OMS en este
punto parece una buena opcién a efectos de mejorar la prevencion del

Legionella.
En cuanto al estudio efectividad podemos hacer las siguientes valoraciones:

La norma UNE 100030:2023. Guia para la prevencion y control de la
proliferacion y diseminacion de Legionella en instalaciones, pone el énfasis en
la concentracién de biocida y en el tiempo de contacto de este en las

desinfecciones anuales por elevacion de la concentracion de biocida.

El Real Decreto 487/2022 en el anexo IV, nos indica que la revisién, la
limpieza y desinfeccion de toda la instalacién se efectuara al menos una vez
al aflo, sin superar los 12 meses entre una desinfeccién y la siguiente. No
entra a especificar ningun tipo de desinfectante concreto dentro de los
autorizados para su uso en el agua de consumo humano, pero si establece
dentro de los libros de mantenimiento correspondientes al PPCL, una limpieza
y desinfeccion de las instalaciones para la prevencidn de la presencia de

Legionella por elevacidén de biocida (minimo anualmente).

Esta exigencia se ha mantenido desde la promulgacién de la primera
disposicion legal en el afio 2001. Pese a ello, se observa que, tras estos
tratamientos (siendo los mas habituales las hipercloraciones y las elevaciones
de temperatura) se producen posteriores recontaminaciones, ademas de
incrementar los fendmenos de corrosidén en los sistemas de distribucion de

agua.
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Estos tratamientos descritos por elevacién puntual del nivel de biocida, no
producen un efecto de desinfeccién prolongado en el tiempo, sino que
generan un ecosistema que favorece la proliferacion de Legionella,
especialmente en el caso de que existan biofilms en las redes dedistribucién
de agua, que se generan a partir de depdsitos organicos y minerales y con
gran presencia de carbono, ademas de albergar una poblacion microbiana
diversa en los que la bacteria se encuentra protegida, por el escaso efecto de

la desinfeccidn dentro de estos biofilms.

Las observaciones demuestran que las elevaciones puntuales del nivel de
biocida no son tan eficaces en un plazo corto y mucho menos medio o largo,
y frecuentemente no cubren el objetivo de disminuir la carga bacteriana de

la red de abastecimiento en el afio natural para el que estan previstas.

En base a esto podemos valorar que la prevalencia de la bacteria en las
instalaciones se puede considerar importante, aunque estén cumpliendo

estrictamente las prerrogativas legales establecidas.

En el caso particular de las desinfecciones térmicas en los circuitos de
ACS, que en muchas instalaciones se realizan opcionalmente con caracter
preventivo con periodicidad mensual o inferior, es evidente que presentan
problemas en su aplicacion, pues el mantenimiento estable de la temperatura
en los choques térmicos no siempre se consigue, toda vez que la bacteria es
capaz de desarrollar procesos enzimaticos y bioquimicos que le permiten ser

termorresistente.

En este contexto global, la persistencia de |la bacteria en lasinstalaciones
se puede considerar importante, aun estando correctamente mantenidas

segun los criterios higiénico-sanitarios de la legislacion espafola.

Los resultados obtenidos en este estudio ponen de manifiesto que las
instalaciones que siguen de manera meticulosa los procedimientos de
mantenimiento establecidos segun lo descrito en el estudio, encuadradas
dentro del grupo B, tienen muchas menos posibilidades de generar resultados
positivos en las muestras, tanto en el ACS como en el AFCH en una proporcion

parecida en ambos, tal y como describe el estudio estadistico.
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A partir de los resultados obtenidos en este estudio se podria concluir que
mantener un nivel constante y estable de biocida sostenido en el tiempo,
ademas de la filtracién, apareceria como elemento clave a la hora de controlar
el crecimiento de la bacteria a largo plazo, en detrimento de las
desinfecciones anuales por elevacion de los niveles de biocida en los circuitos

gue ofrecen resultados para tiempos reducidos.

El presente estudio presenta algunas limitaciones, ya que es imposible
conseguir una homogeneidad absoluta en los tipos de instalaciones sobre
todo en cuanto a sinuosidad de los sistemas de conduccidén y exposicién de
las instalaciones a agentes ambientales diversos como las horas de luz

recibidas en funcion de la orientacion del edificio.

Ademds, no se puede descartar que los resultados hayan sido
condicionados por factores que no se han tenido en consideraciéon, como
algunas diferencias estructurales y operativas significativas entre los dos
grupos de instalaciones (tamafio, sistemas de calentamiento
complementarios, régimen de funcionamiento, operaciones adicionales de

mantenimiento, etc.).

Por otra parte, las instalaciones testadas en el estudio han realizado el
seguimiento frecuente de los niveles de presencia ambiental de Legionella de
forma voluntaria porque albergan en su interior personas de riesgo, y se
puede afirmar que generalmente son instalaciones bien mantenidas en su
estructura y cuyos PPCL son mas completos que los de la media de las

instalaciones obligadas por la legislacidn a realizarlos.
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5.-CONCLUSIONES:

PRIMERA. - de acuerdo con los resultados observados en este estudio, se
puede afirmar que las instalaciones pertenecientes al grupo B han obtenido
niveles inferiores de positividad en muestras ambientales con respecto a las
pertenecientes al grupo A, a lo largo del periodo establecido, siendo

estadisticamente significativa la dependencia entre ambas variables.

SEGUNDA: En la época primaveral el grado de positividad en muestras de
Legionella, es sensiblemente superior y no existen diferencias significativas

ente el periodo estival y el periodo invernal.

TERCERA: El punto final de red como espacio de recogida muestral y
punto de control critico en los sistemas de distribucion de agua de consumo
humano, se comporta de forma diferente en los circuitos de ACS y en los
circuitos de AFCH. El punto final de red en AFCH ofrece un nivel de positividad
superior a los depdsitos de AFCH mientras que el punto final de red en ACS
contrariamente ofrece un nivel de positividad inferior a los almacenes de ACS

0 acumuladores.

CUARTA: La presencia de los diferentes serotipos de L. pneumophila
dentro de las muestras positivas, no esta relacionada con el grupo al que

pertenece la instalacidon dentro del estudio.

QUINTA: Las instalaciones que tienen mejor condicion estructural y siguen
mas en detalle los libros de mantenimiento, encuadradas todas en el grupo
B, resulta evidente que obtienen mejores resultados en cuanto a una
positividad inferior, por lo que a partir de los resultados obtenidos se pueden
simplificar los libros de mantenimiento correspondientes a los PPCL

reduciendo el programa de desinfecciones por elevacion de biocida previsto.
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- AENOR, norma UNE 100030:2001. Guia para la prevencion y control de la
proliferacién y diseminacion de Legionella en instalaciones, 2001. (NO EN
VIGOR).

- AENOR, norma UNE 100030:2005. Guia para la prevencion y control de la
proliferacién y diseminacion de Legionella en instalaciones, 2005. (NO EN
VIGOR).

- AENOR, norma UNE 100030:2017. Guia para la prevencion y control de la
proliferacién y diseminacidn de Legionella en instalaciones, 2017. (NO EN
VIGOR).

- AENOR, norma UNE 100030:2023. Guia para la prevencion y control de la
proliferacién y diseminacién de Legionella en instalaciones, 2023.
(EN VIGOR).

- AENOR, norma UNE-EN ISO /IEC 17025: 2005. Requisitos generales para
la competencia de los laboratorios de ensayo y calibracion.

- AENOR, norma UNE-EN ISO /IEC 17025: 2017. Requisitos generales para
la competencia de los laboratorios de ensayo y calibracién.

- AENOR, norma UNE ISO 11731-2:2004. Water quality — Detection and
enumeration of Legionella — Part 2: Direct membrane filtration method for

waters with low bacterial counts

- AENOR, norma UNE-EN ISO 11731-2:2008. Calidad del agua. Deteccion y
recuento de Legionella. Parte 2: Método de filtracién directa en membrana
para aguas con bajos contenidos de bacterias. (Adaptacién de la norma ISO
11731-2:2004)

- AENOR, norma UNE-EN 13443-1:2003+A1:2009. Equipo de
acondicionamiento del agua en el interior de los edificios. Filtros mecanicos.
Parte 1: Particulas de dimensiones comprendidas entre 80 ym y 150 uym .

Requisitos de funcionamiento, seguridad y ensayo.
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- Real Decreto 909/2001, de 27 de julio, por el que se establecen los criterios
higiénico-sanitarios para la prevencién y control de la legionelosis. -derogado.

- Real Decreto 865/2003, de 4 de julio, por el que se establecen los criterios

higiénico-sanitarios para la prevencién y control de la legionelosis. -derogado.

- Real Decreto 487/2022, de 21 de junio, por el que se establecen los

requisitos sanitarios para la prevencién y el control de la legionelosis.

- Real Decreto 614/2024, de 2 de julio, por el que se modifica el Real Decreto
487/2022, de 21 de junio, por el que se establecen los requisitos sanitarios

para la prevencién y el control de la legionelosis.

- Real Decreto140/2003, de 7 de febrero, por el que se establecen los

Criterios Sanitarios de la calidad del agua de consumo humano)- DEROGADO.

- Real Decreto 3/2023, de 10 de enero, por el que se establecen los criterios

técnico-sanitarios de la calidad del agua de consumo, su control y suministro.

- Real Decreto 314/2016, de 29 de julio, por el que se modifican el Real
Decreto 140/2003, de 7 de febrero, por el que se establecen los criterios

sanitarios de calidad del agua de consumo humano.

- Real Decreto 2210/95, de 28 de diciembre, por el que se crea la red nacional
de vigilancia epidemioldgica, y Orden SSI/445/2015, de 9 de marzo, por la

gue se modifican los anexos I, I1 Y III del Real Decreto anterior.

- (L1). - Guia Técnica para la Prevencion Y Control de la legionelosis en
instalaciones objeto del ambito de aplicacion del R.D. 865/2003. Subdireccién

General de Sanidad Ambiental y Salud Laboral.

- (L2). - Guia Técnica para la prevencién y control de la legionelosis en
edificios. Ministerio de Sanidad y Consumo.

- (L3). - Manual para la prevencion de legionelosis en instalaciones deriesgo
de la Comunidad de Madrid.

- (L4). -Ministerio de Sanidad y Consumo. Guia técnica para la prevencién y

control de la legionelosis en edificios: 2006.

- (L5). - Manual de prevencién y control ambiental de la legionelosis de la

Xunta de Galicia
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- (L6). - Manual para la prevencién de legionelosis en instalaciones de riesgo
de la Comunidad de Madrid.

- (L7). - Guia practica para el diseio del plan de autocontrol de Legionella.

(Consejeria de sanidad del Gobierno Vasco)

- (L8). - Decreto Foral 54/2006, de 31 de julio, por el que se establecen

medidas para la prevencion y control de la legionelosis.

- (L9). - Programa de Vigilancia Sanitaria para la Prevencidon y Control de la

Legionelosis en Aragén 2006 -2012.

- (L10). - Programa de Vigilancia Sanitaria para la Prevencion y Control de la

Legionelosis en Aragon actualizacion 2017

- (L11). - Prevencidn y control de la legionelosis en el ambito laboral. Junta

de Andalucia

- (L12). - Manual de procedimiento para el control oficial en prevencion y

tratamiento de Legionella en instalaciones de riesgo. Junta de Extremadura.

- (L13). - Programa de prevencion y Control de legionella de la Diputacién de

Barcelona
- (L14). - Legionella y ruta de la salud. Diputacién de Valencia

- (L15). - Manual de Prevencion Y Control de Legionella publica por la
Direccion General de Salud Publica de Baleares. Mercedes Guma Tora, Andrea

Catalina y Mariano Soler.

- (L16). -Manual para la prevencion y control de la legionelosis, aspergilosis
y tuberculosis en instalaciones sanitarias. Consejeria de salud de Andalucia.
Afio 2002.

- (L17). -European Technical guidelines for the prevention, control and

investigation, of infection caused by Legionella species. June 2017.

- (L18). - Infektionsschutzgesetz IfGS. Legislacién en Alemania sobre la

prevencién de Legionella

- (L19). - AcoP L8 . Legislacion en Inglaterra sobre la prevencién de

Legionella.
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- (L20). - Decreto de 1 de febrero de 2010, relativo al control de la Legionella

en las instalaciones de produccidon, almacenamiento y distribucién del agua

caliente sanitaria. Legislacién en Francia sobre la prevencion de Legionella.

- (L21). - Guia para la prevencién y el control de la legionelosis, aprobada

en mayo de 2015. Legislacion en Italia sobre la prevencion de Legionella.
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http://www.salute.gov.it/portale/documentazione/p6_2_2_1.jsp?lingua=italiano&id=2362
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