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Los casos diagnosticados en la Residencia Militar «Castillejos»
de Zaragoza durante el afio 1986, dieron lugar a uno de los prime-
ros brotes de legionelosis estudiados en Espana. Desde entonces ha
existido siempre una especial sensibilizacion en las Fuerzas Arma-
das frente a esta enfermedad. La gran cantidad de instalaciones de
que dispone el Ministerio de Defensa y el elevado numero de per-
sonas que las frecuenta, ha requerido la instauracion y el cumpli-
miento de una serie de normas para la prevencion y control de la le-
gionelosis, asi como la vigilancia de las mismas (fig. 1).

El Real Decreto 865/2003 de 4 de julio. por el que se establecen
los criterios higiénico-sanitarios para la prevencion y el control de
la legionelosis, como ya hacia el anterior Real Decreto de 2001, se-
niala en una disposicion adicional tnica, que en las Unidades. Cen-
tros u Organismos Militares, las labores de inspeccion sanitaria se
realicen por los érganos competentes del Ministerio de Defensa.

Como consecuencia de este ultimo Real Decreto y los cambios
normativos que en el mismo aparecen, se publico la Orden Ministe-
rial 87/2004 de 31 de marzo (BOD ntim. 82) sobre la inspeccion de
instalaciones para la prevencion y control de la legionelosis en el
Ministerio de Defensa. Al igual que la norma que le precedia, indi-
ca que el organo al que corresponde la preparacion, planeamiento y
desarrollo de la politica sanitaria es la Inspeccién General de Sani-
dad y por lo tanto responsable de la inspeccién sanitaria de las ins-
talaciones de riesgo enumeradas en el Real Decreto anteriormente
citado.

La Inspeccion General de Sanidad de la Defensa aprobo la Ins-
truccion Téenico Sanitaria 12/04 «Guia de inspeccion de instalacio-
nes para el control y prevencion de la legionelosis en el ambito del
Ministerio de Defensa» en la que se establecian los protocolos de ins-
peccion para los equipos inspectores del Cuerpo Militar de Sanidad.

La Inspeccion General de Sanidad designa en cada campana los
equipos de inspectores integrados por Oficiales del Cuerpo Militar
de Sanidad. La designacion de los equipos y la programacion de las
inspecciones en el Ejército de Tierra, Armada y Ejército del Aire, se
desarrolla mediante sus respectivas Direcciones de Sanidad.

La realizacion de inspecciones periodicas en todas las instala-
ciones de riesgo dependientes del Ministerio de Defensa. incluidas
aquellas existentes en los Buques de la Armada, llevada a cabo por
Oficiales del Cuerpo Militar de Sanidad, garantiza que los progra-
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Fig. 1. Capitéan Veterinario realizando una inspeccion de torres
refrigeracion

mas de mantenimiento se cumplen, disminuyendo asi la posibilid:
de proliferacion de la bacteria y por lo tanto, la aparicion de caso

La inspeccion de las instalaciones tiene periodicidad anual ¢
cepto en situaciones especiales que requieran un mayor seguimiet
to. Consta de dos partes fundamentales, la revision documental y|
visita o inspeccion visual de las instalaciones.

La revision documental es la comprobacion de que existen ef
dencias documentales de que se estin realizando las actuaciones g
exige la legislacion. Las instalaciones deben estar sometidas a actu
ciones de acuerdo con un programa de mantenimiento en el que deb
figurar las operaciones a realizar y la periodicidad de las mismas. § 1
comprueba la existencia de protocolos de limpieza y desinfeccid
programas de tratamiento del agua, y programas de toma de muestr y
para su analisis en laboratorio. Todas las operaciones realizadas debt |
anotarse en un libro registro en el que figurard la fecha y la firma ¢
responsable de la actuacion. Los inspectores solicitan los certificad
de los tratamientos de limpieza y desinfeccion que se han efectuadot
las instalaciones, los informes de los resultados analiticos de las mue
tras de agua, la documentacion de la empresa responsable del man!
nimiento y del personal que realiza las actuaciones.

La segunda parte de la inspeccion consiste en una visita de |
instalaciones de riesgo y la toma de muestras, si los inspectores i
consideran oportuno (figs. 2 y 3). Se observa el estado de const i
vacion y limpieza de las instalaciones. la ubicacion y el disefio !
las mismas, y la existencia de equipos de aplicacion de biocidas. I

Se recoge aproximadamente un litro de agua en recipientes ¢ 3
tériles que contengan un neutralizante del biocida empleado e
instalacion. Se utilizan envases comerciales que llevan tiosulfato s
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Fig. 2. Medicion de temperatura y nivel de biocida.
dico incorporado para neutralizar el cloro, biocida mas cominmen-
te utilizado.

El Real Decreto 865/2003, en la tabla 3 del anexo 4, establece
que los analisis deberan ser realizados en laboratorios acreditados
para aislamiento de Legionella en agua o laboratorios que tengan
implantado un sistema de control de calidad para este tipo de ensa-
yos. Ademas, en la tabla 2 del mismo anexo se determina que el ana-
lisis debe realizarse segiin la norma ISO 11731:1998. Calidad del
agua. Deteccion y enumeracion de Legionella.

Mediante Resolucion 320/38186/2004, de 30 de Julio. de la Di-
reccion General de Armamento y Material, se acredito al Laborato-
rio de Ensayos del Centro Militar de Veterinaria de la Defensa para
«Deteccion v recuento de Legionella en muestras de
aguar (fig. 4), y se publico en el BOE. num. 200, de 19 de agosto
de 2004 y en el BOD. nim. 165, de 23 de agosto.

El Servicio de Microbiologia ya habia implantado desde enero de
2004 el sistema de control de calidad para la determinacion de Legio-
nella en muestras de agua segin la norma ISO 11731:1998 anterior-
mente citada, mediante el procedimiento especifico de trabajo PTA-

- MH/001 «Deteccion y recuento de Legionella en muestras de agua».

En el Laboratorio de Legionella del Centro Militar de Veterina-

ria de la Defensa, se ha realizado investigacion de Legionella en
. muestras procedentes de instalaciones de riesgo pertenecientes al
. Ministerio de Defensa desde el afio 2002 mediante diferentes pro-

cedimientos analiticos: Aislaniiento en medio de cultivo tras con-

centracion por centrifugacion, aislamiento en medio de cultivo tras

concentracion por filtracion, mediante bomba pertstaltlua Yy rampas

de filtracion, y deteccion de Legionella mediante PCR (Reaccion en
a Polimerasa). Se realizaron estudios comparativos de
las diferentes técnicas, que fueron presentados en las Jornadas Cien-
tificas de Veterinaria Militar celebradas en Mayo de 2003.
Desde el afio 2002 hasta hoy, se ha producido un continuo in-
remento en el numero de muestras analizadas. Conforme las Uni-
dades se han ido sumando a la implantacién de medidas de preven-
Cmn y control, se ha multiplicado la demanda de analisis de las

l'|1UL'~lr.n de agua (cuadro 1)
Como PLILdL observarse en la m‘dilt.d el niimero de muestras ana-

123% durante el ejercicio

_lizadas en el laboratorio aumento en un
7““4 respecto al afio anterior. siendo ese incremento todavia mayor

" dur: ante el periodo correspondiente a 2005, en que el numero de

su inspeccionn.

Fig. 4. Laboratorio de Legionella.

muestras crecio un 164% respecto al periodo precedente. En este 11]-
timo ejercicio se han analizado 527 muestras mas, lo que representa
un incremento de un 64% con relacion al afio pasado. Una vez im-
plantado el aislamiento en medio de cultivo sélido comoe método de

Numero de muestras
1600

1400 ~— ° —
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de muestras

numero

200
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en el niimero de muestras analizadas por

2005 2006

Cuadro 1. Evolucion

ejercicio
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Fig. 5. Colonias de Legionella pneumophila serogrupo 1 en medio
de cultivo

analisis a finales de 2002, se ha producido un continuo ascenso en el
volumen de muestras procesadas durante los sucesivos ejercicios.

Durante el afio 2002 se realizaron en el Servicio de Microbiolo-
gia del Centro Militar de Veterinaria de la Defensa un total de 107
determinaciones de presencia de Legionella en muestras de agua
mediante técnica de PCR, de las cuales 59 fueron positivas (55,1%),
Se identifico también por PCR la especie pneumophila en 19 de las
muestras positivas. Los resultados perdian importancia significativa
al no discriminar bacterias viables, obteniendo un alto porcentaje de
resultados positivos. No se considero como el método mas idéneo
para el control de las instalaciones. Por ello se planted la necesidad
de adoptar un sistema de analisis bacteriologico tradicional por ino-
culacion en medios de cultivo apropiados previo tratamiento de las
muestras; dejando el método anterior para chequeos internos, pases
ciegos, etc.

Durante el altimo trimestre de 2002 y a lo largo de 2003 se ana-
lizaron un total de 138 muestras de agua por técnica bacteriologica
convencional, de las cuales 104 fueron negativas y 34 positivas
(24.63%). De estas ultimas, 19 tenian la especie preumophila y 11
de ellas correspondian a L. pneumophila serogrupo 1.

En el ejercicio 2004 (hasta el 20 de Octubre) se analizaron por
el procedimiento PTA-MH/001 de acuerdo con la norma ISO

11731: 1998 y amparado por un sistema de calidad implantado y
acreditado. un total de 309 muestras de las cuales 81 resultaron po.
sitivas (26.21%). En 38 muestras se identificaron cepas de la espe:
cie pneumophila y en 35 de cllas bacterias del serogrupo 1 (fig. 3)

En el ejercicio 2005 (hasta el 22 de Septiembre) se analizarop
mediante el procedimiento implantado un total de 818 muestras, de
Jas cuales 280 resultaron positivas (34.22%). En 171 de las mues.
tras positivas se identifico la especie Legionella pneumophila. y e
93 de ellas el serogrupo 1.

En el ejercicio 2006 (hasta el 22 de Septiembre) se han analiza:

do siguiendo el mismo procedimiento un total de 1345 muestras, d¢
las cuales 402 han resultado positivas (29,88%). En 290 de lag
muestras positivas se identifico la especie Legionella pneumophila,
v en 174 de ellas el serogrupo 1.
" Las barras de la grafica (cuadro 2) representan la totalidad de
muestras analizadas en el laboratorio. La porcion de color rojo e
cada una de las barras representa el nimero de muestras que resul.
taron positivas en la deteccion de bacterias pertenecientes al género
Legionella.

En la gran mayoria de los brotes de legionelosis estudiados ey
todo el mundo se identificé como responsable de los mismos, a cepas
pertenecientes al serogrupo 1 de la especie pneumophila. Es necesa-
rio conocer por tanto, el nimero de muestras que han resultado posi
tivas para la especie Legionella pneumophila y para el serogrupo 1,3
evaluar de esta manera el posible riesgo de aparicion de brotes.

En el ejercicio 2003 se encuentra Legionella pneumophila sero
grupo 1 en el 7.97% de las muestras analizadas. Este porcentaje st
incrementa hasta llegar a 11,32% en el periodo correspondiente ¢
2004, se mantiene sin variacion durante 2005 con 11,36% y au
menta ligeramente durante este ejercicio, en el que se ha identifics
do el serogrupo mas importante desde el punto de vista epidemic-
l6gico en el 12.93% de las 1345 muestras procesadas (cuadro 3).

El nimero de muestras analizadas mediante el procedimiento d¢
ensayo PTA-MH/001 (fig. 6) desde el dia 22 de Septiembre de 2005
hasta el 21 de Septiembre de 2006 fue 1345. Se recibieron en el lz
boratorio durante este periodo un total de 1492 muestras, de las qu
147 tuvieron que ser rechazadas por no cumplir con las exigencia
de la norma ISO 11731. La totalidad de los rechazos se debi6 a qut
las muestras llegaron fuera del plazo maximo de 5 dias que perm
te la norma para ser analizadas desde el momento en que fueron re
cogidas. La mayoria de muestras consideradas como rechazadas po

1400 1600
1200 1400 — = -
1000 1200 = =
800 1000 -+ = ————— » Muestras
800 - b L = » Positivos
| 600 | = Leg.pneumophila
600 mb—m-—— » Serogrupo 1
400 ¢
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200 200 : I B
o 0 Ln L
2002 2003 2004 2005 2006 c0q2 2003 2004 2005 2006
Cuadro 2. Cuadro 3.
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Fig. 6. Equipo de filtracion de muestras.

el sistema de calidad se analizaron también en el Laboratorio y se
informd a las Unidades de los resultados obtenidos.

El Centro Militar de Veterinaria de la Defensa participo durante
2006 como en 2003, 2004 y 2005, en el circuito de intercomparacion
entre laboratorios de Calitax-Labaqua acreditado por ENAC para con-
trastar los resultados analiticos v la calidad de los mismos. Se asistio a
todas las reuniones finales de los circuitos desarrolladas en Barcelona

Muestras por Instalaciones (1345)

= Agua fria de ducha
» Agua caliente de ducha
» Agua fria de grifo
» Depdsitos, Aljibes y piscinas
» Agua caliente ok grifo
Torres de refrigeracion y Condensadores evaporalivos
» Acumuladares de agua caliente
= Sistemas de riego
» Fuentes ormamentales
» Sistemas contraincendios
» Agua de pozo
» Humectadores

5% 3%

36%
10% Y
13%
26%

Cuadro 4.

Tipo de instalacién Numero de muestras
Agua fria de consumo humano procedente de ducha 467

Agua caliente sanitaria procedente de ducha 344

Agua fria de consumo humano procedente de grifo 16Y
Depositas; aljibes y piscina 141

Agua caliente sanitaria procedente de ducha 100

Torres de refrigeracion y condensadores evaporativos 72
Acumuladores de agua caliente sanitaria 39

Sistemas de riego por aspersion
Fuentes ornamentales

Sistemas contraincendios

Agua de pozo

Humectadores :

Fig. 7. Acumulador de agua caliente sanitaria.

para tratar los resultados del afio, asi como discutir e intercambiar co-
nocimientos que ayuden a mejorar las téenicas de analisis.

Las instalaciones objeto de inspeccién y toma de muestras son
muy variadas y se corresponden con la relacion de instalaciones de
riesgo que figura en el Real Decreto 865/2003 (fig. 7). Se observa en
el siguiente grafico (cuadro 4) los porcentajes correspondientes al ni-
mero de muestras de cada uno de los tipos de instalaciones analizadas.

Durante el periodo 2006 se procesaron muestras procedentes de
Unidades del Organo Central del Ministerio de Defensa, del Ejérci-
to de Tierra, de la Armada, del Ejército de Aire y de la Guardia
Civil. Fueron recogidas en 240 Unidades repartidas por todo el te-
rritorio nacional, y en dos zonas de operaciones: Bosnia y Kosovo
La distribucion de las muestras recibidas y analizadas, segtin la de-
pendencia organica de su Unidad de origen en el Ministerio de De-
fensa, puede observarse en el siguiente grafico (cuadro 5):

Los resultados obtenidos en 2006 por el sistema de calidad acre-
ditado se detallan a continuacion. De las 1.345 muestras analizadas.
402 resultaron positivas. Es decir, se consiguio aislar la bacteria en

| Procedencia de las muestras

. Ejercito de Tierra =~ Armada = Ejército del Aire

= Organo Central = Guardia Civil

4%

9%

52%

35%
Cuadro 5.
Procedencia Nimero de muestras
Ejército de Tierra 693
Armada 473
Ejército del aire 126
Organo Central 48
Guardia Civil 3

San Mil (Esp) 2007, 63 (1)

tn
wn



J. Castro Urda, et al.

Muestras segtin recuento (UFCA)

. Resultado negativo = <1000 = 1000-10000 = >10000 » Recuento no posible

a% 1%

12%

8%

Cuadro 6.
Recuento Nimero de muestras
Resultado negativo 943
Recuento no posible 12
<1000 UFC/L 102
1000-10.000 UFC/L 165
=10.000 UFC/L 123

un medio de cultivo solido y se estimo el correspondiente recuento
en unidades formadoras de colonias por litro de agua. Una vez ais-
ladas e identificadas las bacterias del género Legionella, se realizo
una aglutinacion en latex para discriminar especie y serogrupo, de
acuerdo con el procedimiento PTA-MH/001,

De acuerdo con la Tabla 3 del Real Decreto 865/2003, en la que
se proponen acciones en torres de refrigeracion y condensadores
evaporativos segtin los recuentos obtenidos en las muestras analiza-
das, se recoge en esta gréfica (cuadro 6) el nimero de muestras po-
sitivas con menos de 1000 Unidades Formadoras de Colonias por
litro de agua, entre 1000 y 10.000 UFC/L y con mas de 10.000
UFC/L. Se observa un considerable porcentaje (9,1%) de muestras
con recuentos superiores a 10,000 UFC/L, aunque ha disminuido en
mas de un punto respecto a 2005 (10,3%).

Correspondiendo este ejercicio con el quinto afio desde comenza-
ron a realizarse analisis de muestras para controlar y prevenir la apari-
cion de casos de legionelosis, el nimero de muestras recibidas y ana-
lizadas continua creciendo de manera considerable. El nimero de
muestras analizadas ha sido 1345 representando un 64% mas que en
el ejercicio anterior. El incremento se ha debido fundamentalmente a
muestras procedentes del Ejército de Tierra. en que se ha pasado de las
382 muestras analizadas en el 2005 a las 695 muestras en el 2006, y a
las muestras procedentes de instalaciones de la Armada, que fueron
238 en 2005 y se ha llegado a 473 en 2006. Sin embargo el nimero de
muestras procedentes de instalaciones del Ejército del Aire ha sido
exactamente el mismo (126 muestras). v el nimero de muestras de ins-
talaciones de un Organo Central o de la Guardia Civil han disminuido
ligeramente. En el caso de la Guardia Civil solo la Academia de Baeza
y el Cuartel de Casetas (Zaragoza) han enviado muestras.

Desde finales de 2002, el porcentaje de muestras en las que se ha
detectado Legionella ha aumentado progresivamente de afio en afio
hasta el 2006, en que por primera vez la tendencia ha cambiado y el
niimero de muestras positivas ha disminuido desde un 34,22% del
ejercicio anterior hasta un 29,88% de muestras con resultado positi-
vo en el tltimo periodo. Las Unidades que se han incorporado antes
a los programas de control estan poco a poco disminuyendo los re-
sultados positivos, pero todavia siguen sumandose nuevas instalacio-
nes que mantienen los porcentajes en cifras considerables.
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En Septiembre de 2003, se comenz6 a incorporar toda la infor-
macion acompaiiante de las muestras a una base de datos. Esta he-
rramienta no solo facilita la realizacion de informes de resultados,
sino que aporta la capacidad para llevar a cabo un seguimiento de la
eficacia de los programas de mantenimiento de las instalaciones y
una evaluacion de los tratamientos de limpieza y desinfeccion efec-
tuados. Si se produce el relevo del personal responsable del control
y prevencion de la legionelosis en las diferentes Unidades, esto no
supondra la pérdida de esta importante informacion. Siempre se po-
dran consultar los muestreos realizados, los resultados obtenidos,
los tratamientos efectuados, los biocidas empleados y en definitiva
todos aquellos datos histéricos utiles para disminuir al méximo el
riesgo de aparicion de la legionelosis en cualquicra de las instala-
ciones dependientes del Ministerio de Defensa.

Los resultados obtenidos en los andlisis de muestras recogidas
con motivo de una inspeccion son determinantes en el informe final
de la misma y en las actuaciones que se deriven de ella. Por ello, se
comunican a la Inspeccion General de Sanidad para que de acuerdo
con la legislacion se dictaminen las acciones a tomar.

Las deficiencias que puedan observarse en la revision docu-
mental y en la inspeccidn visual de las instalaciones dan lugar a que,
de acuerdo con el criterio de los inspectores, se determine la obli-
gacion de realizar una serie operaciones. Sin embargo, un resultado
cuantitativo expresado en UFC/L determina una actuacion concreta
que puede llegar a ser el cierre o clausura de la instalacion.

La mayoria de las empresas contratadas responsables del man-
tenimiento de las instalaciones incluyen en sus servicios la toma de
muestras y el analisis de las mismas. De esta forma las instalacio-
nes cumplen con los requisitos legales en cuanto a la realizacion de
analisis y la periodicidad de los mismos. Seria conveniente ademas
que estas Unidades remitieran también sus muestras al Centro Mi-
litar de Veterinaria de la Defensa para alimentar la base de datos y
mantener un seguimiento de la eficacia de los programas.

La gran cantidad de instalaciones civiles consideradas de riesgo
de transmitir legionella existentes hace muy dificil su control por las
autoridades sanitarias de las Comunidades Auténomas, En muchas
ocasiones los propietarios responsables de estas instalaciones des-
conocen la legislacion e incluso ignoran las caracteristicas de las
mismas. En cambio, en el Ministerio de Defensa se dispone de un
inventario actualizado de todas las instalaciones, lo que facilita la
realizacion de inspecciones en la totalidad de las mismas. Como
consecuencia de estas inspecciones v del resultado del andlisis de
las muestras se estan realizando continuamente cambios en las in-
fraestructuras y en los programas de prevencion para mantener
siempre al minimo el riesgo de aparicion de casos.
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