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RESUMEN

Legionella es una bacteria que se encuentra ampliamente difundida en el medio acuatico
natural, a partir del cual puede pasar a colonizar la red de abastecimiento y distribucion de
agua publica e incorporarse a las instalaciones frigorificas industriales que utilizan agua.

En particular, los condensadores evaporativos, son unos equipos de enfriamiento, que emiten
a la atmosfera aerosoles susceptibles de contener Legionella, pues en estos equipos se dan una
serie de factores que favorecen su proliferacion y dispersion.

Por eso se caracterizaron y muestrearon durante 5 meses una serie de condensadores con
servicio a instalaciones de frio industrial, localizados en empresas ligadas al sector
agroalimentario.

Se determinaron las caracteristicas fisicas y quimicas mas relevantes de las aguas utilizadas en
los condensadores. Ademads, se analizd la presencia de amebas y otros protozoos, se
determind el nimero de microorganismos aerobios totales, y se estudidé la presencia de
Legionella spp.

Las caracteristicas fisicas y quimicas del agua demostraron, al sobrepasar los niveles
recomendados, que el agua de los condensadores evaporativos presenta una calidad pobre,
haciendo de ellos unas instalaciones de alto riesgo en cuanto a su colonizacion por Legionella
spp., propiciando el deterioro del equipo e incidiendo sobre la eficacia de la desinfeccion.

La presencia de amebas y otros protozoos, algas como las diatomeas, asi como la formacion
de biofilms en las superficies internas de los condensadores, debido a la entrada de luz solar y
suciedad del exterior de los equipos, fue una circunstancia que se dio en la mayoria de las
instalaciones muestreadas.

El recuento de microorganismos aerobios totales fue elevado en la mayoria de analisis
realizados, inclusive en las ocasiones en las que la muestra se tomd poco después de realizarse
una limpieza de la instalacion. Esto indica que el sistema de desinfeccion utilizado es ineficaz
y sugiere una reevaluacion del mismo asi como del mantenimiento realizado.

Los analisis mostraron presencia de Legionella pneumophila en determinados condensadores
evaporativos, a pesar de que todas las instalaciones estaban sometidas a un tratamiento
preventivo de limpieza y desinfeccion.

Los resultados revelaron que recuentos elevados de microorganismos, no siempre se

encuentran ligados a la aparicion de Legionella.
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ABSTRACT

Legionella is a microorganism widely spread in the aquatic environment, from where it may
reach the supplying and distribution network of public water and, eventually, the refrigeration
systems of industrial facilities and buildings. Particularly, the evaporative condensers are
cooling devices that spread aerosols to the air, susceptible of containing Legionella. In these
equipments several factors that favour the development and dispersion of this microorganism
take place.

Therefore, evaporative condensers placed in refrigeration systems of food factories were
characterized and sampled during a 5 month period. The most relevant physical and chemical
characteristics of waters used in these evaporative condensers were determined. Besides, the
presence of amoebae and other protozoans was analyzed, the number of mesophilic aerobic
microorganisms was determined, and the presence of Legionella spp. was studied.

The physical and chemical characteristics of the water exceeded the recommended levels in
many cases, showing that the water of the evaporative condensers had a poor quality. These
poor characteristics make these facilities of high risk regarding colonization by Legionella
spp. They also may hamper the effectiveness of disinfection and may lead to the deterioration
of the equipment.

Most of the sampled facilities showed presence of amoeba and other protozoa, algae such as
diatoms, as well as biofilm formation in the internal surfaces of condensers. The growth of
these microorganisms was enhanced by sun light and dirtiness coming from the exterior of the
facilities.

Mesophilic aerobic microorganism counts were high in most of the samples, including those
taken shortly after cleaning the equipment. These high counts indicate that the methods of
disinfection used are not efficient and suggests that a re-evaluation of these methods as well
as of the maintenance of the equipments should be carried out.

The analysis showed Legionella pneumophila presence in some of the evaporative
condensers, in spite that all the facilities were exposed to a preventive treatment of cleaning
and disinfection.

The results also showed than high counts of microorganisms, are not always linked to

Legionella presence.
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1. INTRODUCCION

Los condensadores evaporativos son unos de los equipos de enfriamiento con mayor riesgo de
proliferacion y dispersion de Legionella. En ellos el agua es pulverizada sobre una bateria de
tubos, que contiene un fluido refrigerante caliente, y a través de la cual se hace pasar una
corriente de aire ascendente que provoca la evaporacion del agua, arrastrando hacia el exterior
gran cantidad de gotas que pueden estar contaminadas.

Los grandes volimenes de aire movidos por los condensadores provocan la entrada de materia
organica y otros restos al interior del equipo donde se desarrollan biofilms.

El uso de productos clorados para la desinfeccion del agua provoca la corrosion de los
materiales del equipo y la elevada concentracion de sales del agua de aporte da lugar a la
formacion de incrustaciones, por lo que la instalacion se convierte en un nicho ecoldgico
adecuado para Legionella.

La falta de disefio higiénico hace que la contaminacién microbiana y el ensuciamiento del
equipo sean aun mas faciles de producirse, y dificultara las labores de limpieza de los equipos.
El objetivo del trabajo ha consistido en investigar la presencia de Legionella pneumophila en
aguas de condensadores evaporativos sometidos a tratamiento bactericida en continuo y

operaciones de limpieza y desinfeccion periddicas.



Presencia de Legionella pneumophila en Condensadores Evaporativos y su Relacion con las Caracteristicas del Agua.

2. MATERIALES Y METODOS

Se caracterizaron y analizaron durante 5 meses 10 instalaciones repartidas por distintos puntos
geograficos de la Region de Murcia (Espafa), realizandose un total de 38 analisis.

Los muestreos se realizaron desde finales de primavera hasta principios de otofio de 2006,
coincidiendo con la época en la que la mayoria de los brotes de legionelosis aparecen. La
frecuencia de muestreo fue de 1 analisis cada 15 — 20 dias, en funcion del estado de limpieza
y mantenimiento del condensador estudiado, asi como de los resultados analiticos de cada
muestra de agua analizada.

Se determinaron caracteristicas fisicas y quimicas de las aguas utilizadas en los
condensadores antes y después de limpiar. Analizandose la dureza total, el contenido en hierro
y cloro activo por colorimetria, cloruros y manganeso por absorcion atomica, solidos totales
por gravimetria, temperatura, pH, y conductividad eléctrica.

Se determinaron asimismo, las caracteristicas microbiologicas del agua de los condensadores.
Se analizd la presencia de amebas y otros protozoos mediante el cultivo en agar
bacteriologico no nutritivo, incubacion a 25 °C durante 2 dias y la observacion al microscopio
de contraste de fases.

Se realiz6 el recuento total de microorganismos aerobios mesofilos por siembra en placa con
homogeneizacidon en masa, e incubacion a 30 °C durante 2 dias.

La presencia de Legionella spp. se estudié mediante el método descrito en las normas ISO
11731:1998 e ISO 11731-2:2004 por siembra en agar GVPC y confirmacion en agar BCYE y
agar BCYE sin cisteina. La confirmacion de colonias sospechosas se realizo mediante pruebas

de aglutinacion de latex (OXOID, Basingstoke, Reino Unido).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Los parametros fisicos y quimicos del agua se pueden relacionar con el estado de limpieza del
equipo, ademas de con la calidad intrinseca del propio liquido.

La figura 1 muestra los valores de pH registrados durante los analisis.
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Figura 1. Evolucion del pH del agua de la balsa de los condensadores.(Media de
los valores; las barras de error significan la desviacion estandar). Las lineas de

trazos discontinuos son los limites de los valores permisibles.

Aunque en algunas de las instalaciones se dan valores dentro de los limites recomendables,
marcados por las dos lineas de trazos discontinuos, la tendencia general es a presentar unos
valores por encima de lo aconsejable, de modo que la alcalinidad de este agua perjudicara a la
efectividad del biocida dificultando su accidon sobre los microorganismos. Ademas se observo
un aumento del pH incluso después del vaciado, limpieza y desinfeccion de los equipos.

La utilizacion de desinfectantes en estos equipos es obligatoria. La desinfeccion se realiza de
forma continua y casi siempre a través de sistemas de dosificacion de bombas
electromagnéticas. El desinfectante mas usado es el cloro, que aunque es barato y eficaz
cuando se dan unas condiciones adecuadas de higiene, no estd dando buenos resultados en
equipos con un mal mantenimiento y limpieza. Ademas, los niveles adecuados para la
desinfeccion son dificiles de mantener en el agua, esto es porque no se utilizan sistemas
totalmente automaticos y la demanda de desinfectante que hay en la balsa para mantener un
nivel adecuado de cloro residual libre fluctia mucho, con lo que el nivel de cloro activo en la

balsa del equipo presenta valores muy dispares a lo largo del dia. Por este motivo, la mayoria
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de empresas optan por afiadir unas cantidades de desinfectante demasiado altas, que ademas
de ser ineficaces cuando los equipos estan sucios, provocan un deterioro fisico por corrosion
que repercute en la disminucion del rendimiento y vida 1til del equipo.

La figura 2 muestra la disparidad de valores de desinfectante presente en el agua de cada

equipo durante un periodo de 5 meses. Mayoritariamente fuera del rango aconsejado.
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Figura 2. Evolucion del nivel de cloro residual libre presente en el agua de enfriamiento.
(Media de los valores; las barras de error significan la desviacion estandar). Las lineas de

trazos discontinuos son los limites de los valores permisibles.

Los valores de pH y los niveles de biocida observados (figuras 1 y 2), junto con la presencia
de suciedad organica que dificulta la accion bactericida, constituyen un riesgo evidente de
cara a la proliferacion microbiana dentro de los condensadores.

Se sabe que la temperatura del agua es un factor clave para el desarrollo de Legionella
pneumophila. En nuestro estudio los valores de temperatura estaban siempre dentro de los
rangos de riesgo de proliferacion de Legionella, (datos no mostrados) por encima de 20 °C,
(Stout et al. 1985), temperaturas por otro lado normales en esta época del ano. El equipo
donde mas positivos de Legionella se encontraron es el que mayores valores de temperatura
presentaba. Aun asi, se observd que si el estado de limpieza es adecuado, una elevada
temperatura, no va necesariamente ligada a recuentos elevados de microorganismos en estos

equipos.
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La conductividad eléctrica es una medida indirecta de la cantidad de sales que hay disueltas
en el agua, y por lo tanto, ayuda a intuir tanto la calidad del agua como su poder incrustante.
La figura 3 presenta la evolucion de la conductividad eléctrica del agua de los equipos
muestreados.

Nuestros analisis muestran valores superiores a los 5000 uS/cm en muchas ocasiones. El
limite mas consensuado entre fabricantes es 2000 uS/cm, y éste valor se superaba en la
mayoria de los andlisis. El agua de enfriamiento se va evaporando y reponiendo
continuamente, quedando dentro del condensador las sales y s6lidos que estaban disueltos en
ella. Con esto se deduce que el agua contiene un importante contenido en sales que produciran

incrustaciones y disminuirdn el intercambio de calor y el rendimiento general del equipo.
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Figura 3. Conductividad eléctrica en la balsa de los condensadores.
(Media de los valores; las barras de error significan la desviacion estandar). Las lineas de

trazos discontinuos son los limites de los valores permisibles.

La elevada concentracion de sales se produce porque la purga del agua del sistema es
insuficiente, por lo que estard acompafiada de una acumulacién excesiva de suciedad y
materia orgénica, que servira de alimento a los microorganismos.

Las barras de error en la grafica son una clara muestra de la dificultad de mantener este
parametro dentro de unos valores aceptables en los condensadores actuales.

Los equipos que poseian medidores de la conductividad para, en base a ella, purgar el agua

del sistema, presentaban mejor estado de limpieza que los demas. Este parametro es de suma
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utilidad, ya que empleandolo de forma adecuada, ayudara a mantener el equipo mas limpio,
disminuyendo la acumulacion de solidos disueltos y de materia organica y con ello el
crecimiento microbiano. Ademas se producirdn menos incrustaciones en el equipo lo que hara
que Legionella tenga menos refugios dentro de ¢él. Como contrapartida, en zonas donde la
dureza del agua sea elevada, un sistema de purga controlado por la conductividad conllevara
un gran consumo de agua.

Los solidos totales constituyen el contenido total de sales y materia organica presentes en el
agua, tanto disueltos como en suspension. La figura 4 muestra los valores que se presentaron

en las muestras analizadas de todos los condensadores.
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Figura 4. Residuo seco obtenido en el agua de cada condensador durante el estudio.
(Media de los valores; las barras de error significan la desviacion estandar). Las lineas de

trazos discontinuos son los limites de los valores permisibles.

Los condensadores presentaban valores elevados de sélidos totales incluso después de ser
limpiados con métodos manuales usando maquinas de alta presion. Superando de este modo
el limite aconsejado de 500 mg/L. Estos residuos presentes en el agua disminuyen la eficacia
del bactericida e inducen un mayor deterioro de los equipos disminuyendo su vida util.
Ademéds, sirven de alimento a los microorganismos que colonizan las superficies de los
condensadores.

Parece, por tanto, que los métodos de limpieza utilizados no son eficaces para disminuir lo

suficiente la suciedad de los equipos.
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El mal mantenimiento, limpieza e higiene de los condensadores quedo reflejado también en
otros parametros estudiados. En general el agua poseia una dureza muy elevada, llegandose a
registrar valores de 380 °F, figura 5. Esto demuestra su tendencia a la formacion de
incrustaciones, donde, la suciedad y microorganismos quedaran retenidos, y de donde sera

mas dificil limpiarlos y eliminarlos.
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Figura 5. Dureza del agua recogida en la balsa de los condensadores.
(Media de los valores; las barras de error significan la desviacion estandar). Las lineas de

trazos discontinuos son los limites de los valores permisibles.

Por otro lado la presencia de cloruros acelera el proceso de corrosion del acero. El 50% de los
valores se encontraban entre 3000 y 4000 ppm de CI' y ademas el 100% de los valores

medidos era superior al aconsejable, figura 6.
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Figura 6. Cantidad de Cloruros presente en el agua de los condensadores.
(Media de los valores; las barras de error significan la desviacion estandar). Las lineas de

trazos discontinuos son los limites de los valores permisibles.

Los productos de la corrosion (6xidos) seran una fuente extra de nutricion para los
microorganismos que seguiran proliferando siempre que se den estas condiciones propicias.
Asi, la corrosion del equipo se manifestara de diferentes maneras inclusive llegando a perforar
el paquete de tubos de intercambio térmico por donde se produciran pequenios escapes de gas
que disminuiran el rendimiento del equipo.

Manganeso y magnesio, junto con el cinc y el hierro son elementos basicos para el desarrollo
de Legionella. Sin embargo, los requerimientos de hierro y cinc son mas importantes (Reeves,
1981), lo cual explica parcialmente el riesgo de proliferacion de la bacteria en los
condensadores evaporativos y torres de refrigeracion fabricados en acero galvanizado, frente a
otros materiales mas adecuados.

El hierro es conocido como un nutriente esencial para el crecimiento de Legionella
pneumophila y las bacterias gram-negativas necesitan por lo general una concentracion 0.8 -
1.8 uM de hierro (James et al. 1995). Legionella es capaz de nutrirse inclusive en ambientes
deficientes en hierro, de modo que hasta una concentracion de 0.056 ppm de hierro le seria
suficiente (Devos et al. 2005), ademas cuenta con la capacidad de alimentarse usando agentes
quelantes (Liles et al. 2000).

En nuestro estudio el hierro aparecia por encima de los limites aconsejables y ademas,
siempre que en un equipo se detectd Legionella pneumophila los niveles de hierro eran

superiores a 0.1 ppm.

10
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En lo que a microbiologia se refiere, la mitad de las instalaciones muestreadas nunca llegaron
a presentar unos recuentos recomendables de microorganismos totales a lo largo de todo el
estudio, y el 61% de los analisis realizados superaban el nivel maximo aconsejado (10*
UFC/ml).

En la figura 7 se presentan los valores de microorganismos aerobios de las aguas de
enfriamiento.

La limpieza de los equipos no afectd eficazmente a la eliminaciéon de microorganismos, ya
que los recuentos de aerobios aumentaron después de la misma en el 56% de los analisis.

Se manifiesta por tanto la ineficacia de los sistemas de limpieza y desinfeccion utilizados para
combatir la Legionella. Estos métodos, si se realizan de forma inadecuada, pueden hacer
incluso que aumente la concentracion de Legionella en el agua debido a que los biofilms no

son eliminados completamente (Kramer y Ford, 1994).
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Figura 7. Evolucion del nimero de microorganismos aerobios en el agua de los
condensadores. (Media de los valores; las barras de error significan la desviacion estandar).

Las lineas de trazos discontinuos son los limites de los valores permisibles.

Los equipos evaporativos mostraban la presencia de protozoos en todas las instalaciones
investigadas.
Las protozoos son microorganismos resistentes a los biocidas (McCoy, 1998), y ademas las

amebas presentes en el agua de los equipos evaporativos tratados con bactericidas son mas

11
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resistentes que las que se encuentran en otros habitats (Srikanthl, 1994). Como se sabe,
Legionella puede multiplicarse intracelularmente dentro de protozoos (Vandenesch et al.
1990). Esta problematica estd presente en todas las instalaciones que hemos estudiado y
demuestra en parte el alto riesgo de aparicion de Legionella pneumophila en los
condensadores evaporativos y dispositivos analogos.

Legionella pneumophila se detectdé en algunas de las instalaciones, asociado en todos los
casos a la presencia de amebas o de otros protozoos que pueden ser simbiontes con la
bacteria. Ademas se detectd la presencia de algas que pueden promover el crecimiento de
Legionella (Leec y West 1991).

Recuentos de aerobios totales inferiores a 10* UFC/ml no aseguran que no exista riesgo de
Legionella. En aguas de condensadores que presentaban estos valores aconsejables de
microorganismos se encontraron colonias sospechosas de pertenecer al género Legionella, ya
que el cultivo en placas de medios selectivos GVPC mostraba el crecimiento de colonias
caracteristicas de Legionella spp.

Por otro lado un recuento elevado de aerobios no estd necesariamente ligado a la presencia del
patogeno en el agua. Las placas de medios de cultivo selectivos han llegado a no presentar
casi crecimiento en muestras de aguas en las que se daba un recuento de aerobios muy
elevado.

El crecimiento en placa de colonias sospechosas de Legionella no siempre se ratific6 con los
test comerciales presentes en el mercado cuyo espectro de analisis esta limitado, pero la
aparicion de estas colonias siempre estuvo ligada a la presencia de amebas y a una mala
calidad del agua, reflejo del mal estado higiénico de los equipos.

El control de estos equipos es realizado por empresas de mantenimiento sanitario que, a la
vista del estudio, deben mejorar la calidad de los servicios que prestan. Problemas como el
mal uso de los productos quimicos, los fallos de los sistemas de dosificacion, una limpieza del

equipo inadecuada, o analisis de aguas poco certeros deben ser solucionados.

12
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4. CONCLUSIONES

Los andlisis fisico-quimicos realizados, han mostrado que el agua de las instalaciones no

cumple con los requisitos establecidos de limpieza y desinfeccion.

Se ha detectado la presencia de protozoos y algas en todas las instalaciones muestreadas.

. , 4
Los recuentos de aerobios mesofilos han superado 10" UFC/ml en dos terceras partes de los
analisis realizados. Nos obstante, no se ha encontrado una correlacion entre la presencia de

Legionella y el nimero de aerobios mesofilos.

Los analisis mostraron como a pesar de que todas las instalaciones estaban sometidas a un
tratamiento preventivo de desinfeccion y limpieza contra Legionella, aparecieron casos de

presencia de Legionella pneumophila.

Los equipos actuales no presentan un disefio higiénico, y esto se suma a la ineficacia del
método de limpieza utilizado. El disefio higiénico de los condensadores debe realizarse en
base a un solido conocimiento de microbiologia, ingenieria de procesos y mecdanica,

adoptandose éste en la fase inicial de desarrollo y concepcion del equipo.

Las buenas practicas en la ingenieria de disefio y en el mantenimiento de los equipos

conseguirdn controlar el patdgeno y evitar la transmision de la enfermedad.
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