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RESUMEN

Algunos aspectos dificilmente explicados por el modelo ecolégico des-
crito por Rowbothan en 1980, como son: la dosis infecciosa anormal-
mente baja, las largas distancias en las cuales la bacteria permanece
viable en el seno del aerosol difundido, la dificultad de crecimiento en
los medios de cultivo estdndar, la poca eficacia de los desinfectantes
antilegionela en el control de los brotes, la reinfeccion o sencillamen-
te la ausencia de transmision persona-persona, son analizados bajo el
prisma de la microbiologia ecolégica. Centrados en la relacion bacte-
ria-protozoo, diversos estudios sugieren que la amplificacién o creci-
miento bacteriano podria tener lugar en dos fases o etapas, funcional-
mente distintas, segin la proporcién o ratio bacteria-ameba (MOI-
multiplicity of infection). En una primera fase de crecimiento
rapido, en la que esta relacion es sustancialmente baja, la entrada de
una bacteria de legionela en la ameba originaria una tnica vacuola,
que tras la lisis amebiana, liberaria al medio formas libres infectantes
para otras amebas. La segunda etapa, de diseminacion o colonizacion
de otros nichos ecoldgicos, con relaciones MOI altas, se producen va-
rias vesiculas de crecimiento en el interior de 1a ameba que serian ex-
pulsadas por la misma sin necesidad de lisar. El enquistamiento de la
ameba en esta fase, se produce tras la liberacién masiva al medio de
las vesiculas que hubiera en el interior. Algunos autores sugieren que
estas vesiculas por sus caracteristicas de resistencia y “empaqueta-
miento” de formas de vivas de legionela, constituyen el niicleo infec-
tante en la transmision de la legionelosis. La presencia de un biofilm
especifico podria ser determinante en este proceso.

Teniendo en cuenta este sistema de relacién-interaccién ameba-le-
gionela, las medidas preventivas deberian ir encaminadas a mantener
la relacion MOI baja, siempre en conjuncién con bajos niveles de bio-
film. En este sentido la adicién de sustancias desinfectantes antile-
gionela en continuo, al medio parece imprescindible. Alcanzada la
fase de diseminacion sélo cabe la limpieza como medida de accion. La
investigacion de los mecanismos especificos de invasion legionela-
ameba serian fundamentales, con el fin de encontrar sustancias
bloEn cuanto a la relacion con el biofilm —auténtico punto critico del

Some aspects difficultly explained by the ecological model descri-
bed by Rowbothan in 1980, as the abnormally low infectious dose, the
long distances in which bacteria remains viable in the aerosol, the
difficulty of growth in the standard culture media, the low efficiency
of the antilegionela disinfectants, in the control of the outbreaks, the
reinfection or the absence of ‘person to person” transmission, are
analyzed from an ecological microbiology standpoint. Focused on
the bacterium - protozoo relationship , several studies suggest that
bacterial growth might take place in two functionally different pha-
ses or stages, according to the proportion or ratio bacterium - amoe-
ba (MOI-multiplicity of infection). In the first phase of rapid growth,
in which this relationship is substantially low, the entry of Legione-
1la bacterium in the amoeba would originate a unique vacuole,
which after amebian lyses, it would liberate free infectants forms for
other amoebae. During the second stage, of dissemination or settling
of other ecological niches, with high MOI ratios, several growth vesi-
cles are produced inside the amoeba and are expelled without lyses.
The deadlock of the amoeba in this phase, is produced after the mas-
sive liberation of the vesicles. Some authors suggest that these vesi-
cles are the infectant nuclei of the legionelosis transmission because
of his resistance and alive-legionela packing characteristics. The
presence of a specific biofilm might be determinant in this process.
Keeping in mind this amoeba - legionela relationship- interaction
system, the preventive measures should go directed to supporting
the MOI relation low, always in conjunction with low levels of bio-
film. In this respect, the addition of in continue antilegionela disin-
fectants substances seems to be indispensable. Reached the phase of
dissemination (only fits) the cleanliness is the unique measure of ac-
tion. The research on specific mechanisms of legionela - amoeba in-
vasion would be fundamental, in order to find block substances .Re-
garding the relation with the biofilm (authentic critical point of the
system) its elimination or decrease to minimal levels by the utiliza-
tion of specific materials, the design of devices or systems of easy cle-
anliness (curved corners, accessible spaces), suitable maintenance
of the facilities (inlays, corroded surfaces, etc.) with frequent (phy
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sistema— se hace necesaria la eliminacién o su disminucion a niveles
minimos mediante la utilizacion de materiales especificos, el disefio
de aparatos o sistemas de facil limpieza (esquinas curvas, espacios
accesibles), mantenimiento adecuado de las instalaciones (incrusta-
ciones, superficies corroidas, etc.) con limpiezas fisica frecuentes y
la utilizacién de sustancias antifilmantes en continuo

PALABRAS CLAVE: Legionella; legionelosis; microbiologia ecologi-
ca; factores de riesgo.

INTRODUCCION

Se cumplen treinta afios del descubrimiento de la bac-
teria Legionella y de la patologia asociada, como es la
enfermedad del legionario o la fiebre de Pontiac.
Desde entonces se han publicado cerca de diez mil ar-
ticulos que han ido conformando un modelo ecolégico
o paradigma aceptado por la comunidad cientifica, que
explica gran parte de la ecologia y de la biologia de la
bacteria, asi como de su comportamiento clinico. Sin
embargo, existen aspectos a primera vista confusos y
paraddjicos: la dosis infecciosa anormalmente baja, las
largas distancias en las cuales la bacteria permanece
viable en el seno del aerosol difundido, la dificultad de
crecimiento en los medios de cultivo estandar, la poca
eficacia de los desinfectantes antilegionela en el con-
trol de los brotes, la reinfecciéon de sistemas vigilados y
mantenidos o, sencillamente, la ausencia de transmi-
sién persona-persona.

En el presente trabajo se pretende hacer una revisién
sucinta del paradigma ecolégico elaborado por Row-
bothan en 1980, actualmente vigente, bajo la éptica de
la microbiologia ambiental®. Para ello se han revisado
algunos estudios recientes que intentan explicar las pa-
radojas o contradicciones al paradigma y expondremos
el nuevo modelo a la luz de tales estudios, para concluir
en los aspectos practicos en la lucha contra la legione-
losis desde un punto de vista de sanidad ambiental.

METODOS

Este trabajo se ha realizado mediante buisquedas biblio-
graficas en PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/en-
trez/query.fcgi), servicio de la Biblioteca Nacional de
Medicina, de EE. UU., que incluye mas de dieciséis mi-
llones de citas procedentes del MEDLINE y otras revis-
tas cientificas, asi como enlaces a los textos completos
de los articulos y otras fuentes relacionadas. Los des-
criptores utilizados han sido principalmente: Legione-
lla y Leg. pneumophila, solos o combinados con coo-
ling towers, amoeba, aquatic environment,
outbreaks.

También se ha seguido las publicaciones de autores
cuyas lineas de investigacion se relacionan basicamen-
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sics) cleanliness and the continuously utilization of substances
against the film are necessary.

KEY WORDS: legionela; ecological microbiology; ecological para-
digm.

te con Legionella como son: T. J. Rowbothan, A. L.
Newsome, Sharon Berck, etc.; asi como bisquedas en
bibliotecas para las referencias de publicaciones en li-
bros.

Se han revisado mas de doscientos resiumenes, selec-
cionandose aquéllos que hicieran referencia a dosis in-
fectante, brotes en los que hubiera estudio cuantitativo
de las fuentes de infeccion identificadas (tanto pobla-
cionales como nosocomiales), estudios descriptivos
de amebas en torres de refrigeracion, estudios cuali-
cuantitativos de la relacién ameba-Legionella (estu-
dios de prevalencia de Legionella en torres de refrige-
racion, correlacionados o no con otras bacterias y/o
amebas), estudios de la relacién biofilm-Legionella, es-
tudios de eficacia controvertida de los principales de-
sinfectantes, asi como aquéllos que hicieran referencia
a medios de cultivo o recuperacién de cepas de Legio-
nella, especialmente de las cepas ambientales y cocul-
tivos con amebas, y a las técnicas de muestreo (sobre
todo de aerosoles).

Se han desechado, pues, los estudios referentes a los
métodos de identificacién, estudios estrictamente epi-
demioldgicos sin identificacion de las fuentes de infec-
cién, estudios clinicos y estudios de bioquimica o de
expresion genética.

En total se han revisado 57 articulos, de los cuales se
han utilizado finalmente aquéllos que aparecen como
referencias en el apartado de bibliografia.

RESULTADOS Y DISCUSION
Legionella y amebas

En 1980, Rowbothan' describi6 la habilidad de Legio-
nella pneumofila de multiplicarse en el interior de
ciertas amebas. En trabajos posteriores®® describe la
secuencia de infeccion de la Acanthamoeba polifaga
por L. preumophila serogrupo SG1, con resultados si-
milares para L. pneumophila SG 6, L. jordanis, L.
bonzemani y L. gormanii.

Basicamente, el proceso se divide en 12-13 etapas (figu-
ra 1). En la primera etapa las formas méviles de Legio-
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FIGURA 1. Secuencia grafica de los distintos ciclos in-
fectivos de legionela en amebas, segiin Rowbothan.

nella, libres en el medio, se aproximan a los trofozoitos
de Acanthamoeba. En la segunda, se van reuniendo al-
rededor de una vacuola contractil vacia del trofozoito.
En la tercera etapa la Legionella es fagocitada (varias
en cada vacuola). A partir de aqui se pueden seguir tres
vias distintas. En una primera via (etapas 4-7) la Legio-
nella se multiplica en el interior de una sola vacuola
hasta ocupar casi la totalidad del volumen citoplasmati-
co para, finalmente, tras la lisis de la vacuola y de la
misma ameba (etapa 7), liberar formas de legionela mé-
viles al medio, cerrando de esta manera el ciclo. La se-
gunda via supone que raramente (etapas 8-11) se desa-
rrollan dos o tres vacuolas en el interior citoplasmatico
de la ameba, librandose al medio tanto vacuolas intac-
tas (con tamafio entre 2-8 pm) como bacterias. Tras la
lisis de dichas vacuolas y liberacion de legionela movil
al medio, se cerraria el ciclo.

Finalmente, la tercera via establece que bajo ciertas
condiciones la ameba puede enquistarse (etapas 12-
13), conteniendo tanto formas moviles como inmévi-
les. Estos quistes son resistentes a la exposicién de 3-5
ppm de cloro libre durante 24 horas y algunos sobrevi-
ven a 16 ppm de cloro durante 15 min. Kilvington y
Price® han encontrado que los quistes infectados de
Acanthamoeba poliphaga protegen a las legionelas de
hasta al menos 50 ppm de cloro libre. De esta manera,
se piensa que la capacidad que tiene la legionela de
vivir en el interior de estos quistes constituye un meca-
nismo por el cual evade la desinfeccién y se disemina
para colonizar nuevos ambientes.

Se han identificado hasta trece tipos distintos de ame-
bas y dos especies de protozoos ciliados, en los cuales
L. pneumophila es capaz de multiplicarse. Entre las
mas usuales estan: Acanthamoeba castellanii, A.
polyphaga, A. hatchetti, Hartmannella vermiformas,
Tetrahymena piriformis;, Rosculus sp, Vahlkampfia
sp . Ademas se han identificado doce grupos filogenéti-

cos de bacterias pertenecientes a cinco especies desig-
nados como Legionella-like amoebic pathogens
(LLAP). Estos LLAP no pueden ser cultivados in vitro
sobre medios artificiales, necesitan obligatoriamente
ser cocultivados con protozoos para su aislamiento y
estan relacionados con la enfermedad del legionario®.

Si bien resulta dificiles de cultivar o recuperar las
cepas de legionela en el laboratorio, vive facilmente en
el medio, alcanzando tinicamente valores poblaciona-
les altos en diversos sistemas acuaticos antropogéni-
cos (torres de refrigeracion, sistemas de agua caliente
sanitaria, spass, bafieras de hidromasaje, etc.).

El cultivo microbiolégico estandar para la recupera-
cién e identificacion de las colonias de Legionella su-
pone que tras un pretratamiento (choque acido, golpe
térmico) y una filtracién posterior se pasa al cultivo en
el medio o-BCYE. Medio con inhibidores como el cefa-
mandol, para reducir el efecto de competencia, aun a
riesgo de perder cepas de legionela sensibles al mismo.
En estas condiciones crece lenta y dificilmente en 3-10
dias.

Existe el hecho ampliamente constatado*>® de la recu-
peracién de colonias de Legionella viables en coculti-
vos con amebas, alla donde no se habian detectado
con los medios tradicionales. Es la llamada legionela
viable pero no cultivable.

Asi mismo, diversos autores han constatado™! que la
Legionella no se multiplica en el interior del biofilm,
Unicamente lo coloniza formando, de alguna manera,
parte de él.

Se entiende como biofilm primario (figura 2) un agre-
gado bacteriano embebido en una matriz polimérica de
origen extracelular, adherido a una superficie viva o
no. Biofilm secundario seria la colonizacién posterior
del biofilm primario por otras bacterias y otras sustan-

Esor M S@cLndaris
Imszurnl

Eurrofiaacion

": Bagtnrlas
_ _,_:_H'ran-.-:ls

FIGURA 2. Proceso grafico de formacion del biofilm.
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cias inorganicas diversas. Obviamente, el biofilm se-
cundario supone un grado de madurez. Una caracteris-
tica del biofilm secundario es su mayor resistencia a
los agentes biocidas. En este sentido hay que destacar
que la presencia de biocidas induce la formaciéon de
biofilm, ya que su presencia inhibe el crecimiento mi-
crobiano plancténico (en suspension) en aras de un
crecimiento biofilmante sobre superficie!>%,

Muchos estudios han verificado la existencia de vacuo-
las conteniendo Legionella viable y activa en el inte-
rior de las amebas, perfilando las caracteristicas de las
mismas. Destacamos los siguientes hallazgos:
1. Existe un nimero variable de vacuolas libres en
los medios de cultivo, procedentes de amebas in-
fectadas por legionela. Posteriormente incidire-
mos en este aspecto.

. El tamario de las vacuolas oscila entre 2- 6 pm?5>9.

3. Las vacuolas contienen bacterias de Legionella
viables e infectantes®..

4. Cada vacuola puede contener 2-1.000 bacterias’?5,

5. En los cultivos microbiolégicos cada vacuola se
manifiesta como una UFCE.

6. Las vacuolas resisten la accion de biocidas, conge-
lacion descongelacion y ultrasonidos*®.

7. Las amebas se enquistan como respuesta a facto-
res estresantes como es la adiciéon de biocidas, li-
berando vesiculas al medio de forma masiva
(Schusteren 6). En este sentido resulta ilustrativo
el estudio del brote comunitario de legionela en
Delaware -1994-13. En éste, Clive Brown, Pekka
Nuorti et al. describen el incremento de bacterias
de legionela tras el tratamiento de hipercloracion,
en las torres de refrigeracién consideradas como
las fuentes de infeccién

\V]

Tal como se ha indicado mas arriba, el nimero de va-
cuolas expelidas por amebas es variable. Resultan muy
interesantes los estudios de Sharon Berk et al.®** sobre
la relacién entre el ratio bacteria-ameba (MOI-multi-
plicity of infection) con la produccion de vacuolas ex-
traprotozoarias para diversas amebas y ciliados
(Acanthamoeba spp, - Tetrahymena sp) en adicion de
otras bacterias y a diversas temperaturas. En ellos,
concluye, no parece existir un MOI minimo para iniciar
la infeccién amébica ya que L. pneumophila seria
capaz de penetrar en la ameba gracias a un mecanismo
especifico, distinto a la simple fagocitosis.

Tambien se observa en el estudio que las tasas de cre-
cimiento de L. pneumophila expresadas en CFU/ml a
las 96 horas, son mucho mayores a MOI bajos (3 unida-
des log para diferencias de MOI 0,001:1 frente a 100:1),
produciéndose la lisis total de las amebas a MOI bajos.
La aparicion de ciliados en cultivos estabilizados se re-
fleja en un aumento de vesiculas extraprotozoarias
conteniendo legionela viva. En resumen, MOI bajos
(0,001:1) presentan altas tasas de crecimiento bacteria-
no en el interior de la ameba, produciendo la libera-
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cion de legionela al medio, a medida que este creci-
miento aumenta la razén MOI (de 30 a 1000:1) aumenta
la produccién de vesiculas extraamébicas llenas de le-
gionela viva. Estos resultados se han observado tanto
en cultivos de agua potable como en agua procedente
de torres de refrigeracion.

Patogénesis

La relacion ameba-legionela es fundamental en la pato-
génesis de la bacteria. Cirillo et al.'?> han encontrado
que L. pneumophila es mas invasiva en macrofagos
humanos tras cocultivos repetidos en amebas, hecho
que ha sido corroborado por otros autores'>82!, Esto
podria suponer que la dosis infectiva puede ser menor
para bacterias que se hayan multiplicado en una
misma, y especifica, poblaciéon amébica. Asi, se ha pos-
tulado que la invasion de legionela en amebas y su mul-
tiplicacion puede ser considerada como una preadap-
tacion a la invasion del sistema inmune humano, incre-
mentando su virulencia.

Formas y dosis infectivas

Si bien en su trabajo inicial Rowbothan® postula que
las particulas infectivas serian las gotas contaminadas
por Legionella, en trabajos posteriores lanza la hipéte-
sis de que la enfermedad se adquiere por la inhalacién
de “paquetes de bacterias” (vacuolas o amebas conte-
niendo bacterias de Legionella), mas que por la inhala-
cion de bacterias aisladas en las gotas del aerosol®.
Posteriores trabajos abogan por esta tesis, especial-
mente por las de las vacuolas libres en el medio conte-
niendo legionela viable.

Sara O’Brien’ describe la paradoja que supone el para-
digma de infeccién via inhalacion de aerosoles conte-
niendo bacterias libres de Legionella. En sintesis, esta-
blece que si diversos experimentos en animales de-
muestran que se requiere una gran dosis infectiva (14
millones de bacterias en humanos), avalada por el
hecho de que no exista, o no se haya podido demostrar,
la transmisién persona-persona; resulta paradéjico que
en los estudios ambientales se haya encontrado una
baja concentracion de legionela en los aerosoles pro-
cedentes de las fuentes de infeccion y que la evidencia
epidemiolégica indique que la infeccion pueda ocurrir
en pacientes que se encuentran a cierta distancia de
estas fuentes!'%. Todo ello aun teniendo en cuenta la su-
bestimacion debida a los medios de cultivo microbio-
l6gico?.

Sin embargo, concluye que la legionelosis clinica ocu-
rre como resultado de una exposicion a una dosis ele-
vada de bacterias libres, bien por exposicién continua-
da a un aerosol poco contaminado, o bien por una baja
exposicion a la Legionella “empaquetada” en las ame-
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bas dispersas en las gotas del aerosol. La muerte de las
amebas en el tracto respiratorio bajo liberaria gran nu-
mero de bacterias a una temperatura (corporal) que fa-
voreceria su rapida multiplicacién en el cuerpo.

CONCLUSIONES

Alaluz de los resultados expuestos se podria plante-
ar la hipétesis de que la estrategia ecolégica, desde
un punto de vista de microbiologia ambiental, en la
amplificacién o crecimiento bacteriano podria tener
lugar en dos fases o etapas, funcionalmente distin-
tas, segun la proporcién o ratio bacteria-ameba
(MOI-multiplicity of infection). La presencia de un
biofilm especifico podria ser determinante en este
proceso.

En una primera fase, que podriamos llamar de creci-
miento rdpido, en la que la relacion MOI es sustancial-
mente baja (etapa post infecciéon con MOI < 10:1) y en
conjuncion con otras diferentes especies de bacterias
y protozoos, la entrada de bacterias de legionela en la
ameba originaria un crecimiento rapido en el seno de
una unica vacuola que, tras la lisis amebiana, liberaria
al medio formas libres méviles, infectantes para otras
amebas.

Se sugiere que legionela penetra en las amebas por me-
canismos especificos y no competitivos con el resto de
bacterias. Se produce asi una amplificacion del nime-
ro de bacterias en el medio. Las posibles gotas de aero-
sol contendrian bacterias libres y, en principio, se re-
queriria un tiempo prolongado de exposicion para al-
canzar dosis infectantes.

Este ciclo se repetiria varias veces hasta alcanzar un
namero de bacterias suficientemente elevado. En esta
fase, el enquistamiento de la ameba por factores estre-
santes originaria quistes que contendrian legionelas
viables en su interior. Al no contener apenas vacuolas
existira poca liberacién vacuolar al medio, en contras-
te con la fase posterior, mas vacuolar.

La segunda fase, que podriamos llamar de dispersion,
se inicia cuando la proporciéon aumenta a niveles de
MOI > 10-30. En estos momentos existe un nimero tan
elevado de bacterias en el medio que es muy probable
que interaccionen varios grupos de ellas con una sola
ameba; se producen varias vacuolas de crecimiento en
el interior de la ameba que serian expulsadas por la
misma, sin necesidad de lisar. Estas vacuolas, con ta-
manos inferiores a 51 son resistentes a altas concen-
traciones de desinfectantes oxidantes, a la congelacién
descongelacion, ultrasonidos, etc. EI nimero de va-
cuolas formadas depende de distintos factores am-
bientales (temperatura, nutrientes, presencia de facto-
res estresantes, etc.) asi como de la cantidad de bacte-
rias que interaccionen con la ameba.

Se trata de una etapa donde lo importante seria la dise-
minacion o colonizacién de otros nichos ecolégicos.
En este caso, el enquistamiento de la ameba se produ-
ce tras la liberacién masiva al medio de las vesiculas
que existen en el interior. Algunos autores sugieren
que estas vesiculas constituyen el nicleo infectante en
la transmision de la legionelosis*®.

La presencia de biofilm secundario favoreceria el man-
tenimiento y recontaminacién de la bacteria en el
medio.

Aunque expuestas de manera secuencial, estas fases
pueden darse, y probablemente se den, en un mismo
espacio y en el seno del biofilm. Se trataria en suma de
una maduracién dinamica del proceso.

En conclusion y en referencia a los factores de riesgo,
habria que contemplar tres niveles biocendticos de ac-
cién: actuaciones frente a la bacteria de legionela, actua-
ciones frente a la relacién bacteria-protozoo y finalmen-
te la relacion bacteria-protozoo en el seno del biofilm.

Con relacién al primer nivel de actuacién, es decir, en
relacion a la bacteria de legionela tomada asiladamen-
te, es necesaria la investigacion de sustancias que blo-
queen los mecanismos especificos de invasion legione-
la—ameba. La utilizacién de sustancias desinfectantes
antilegionela aisladamente tiene una eficacia relativa
aunque es imprescindible, especialmente en la primera
fase, para eliminar la amplificacién-reinfeccién y man-
tener niveles MOI bajos.

En referencia al sistema ameba-legionela, si bien resul-
ta muy complicado evitar el crecimiento de amebas en
sistemas como torres de refrigeracion o similares, las
medidas preventivas deberian ir encaminadas a mante-
ner la relacién MOI baja, siempre en conjuncién con
bajos niveles de biofilm. En el supuesto de alcanzar la
fase de dispersion vacuolar (probablemente ligado a la
aparicion de brote y con UFC altas) debe evitarse ana-
dir desinfectantes que favorezcan el enquistamiento,
ya que se produciria, como reaccién, una liberacion
masiva de vesiculas al medio y por tanto al aerosol,
con el posterior enquistamiento amébico, agravando el
problema en cuanto a la carga bacteriana del aerosol y
favoreciendo la reinfeccion posterior de la torre ya que
los quistes son mas resistentes a los desinfectantes y
pueden permanecer en zonas o espacios de dificil ac-
ceso a la limpieza.

En su lugar debe procederse al vaciado del agua del
sistema para continuar con la limpieza segin se esta-
blece en la legislacién. En este sentido cabe aclarar
que se deberia seguir escrupulosamente la indicacién
especificada en la legislacion referente a “desconectar
los ventiladores y sistemas de difusion para evitar la
salida de aerosoles”, ya que de no hacerse asi se facili-
taria la diseminacion de aerosoles mucho mas conta-
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minantes que antes de anadir el desinfectante. Bajo
ningun concepto se deberia realizar una desinfeccién
de choque, especialmente con desinfectantes oxidan-
tes, estando los difusores (ventiladores, turbinas, etc.)
en funcionamiento.

Finalmente, la eliminacién fisica del biofilm o la utili-
zaciéon de productos que impidan o retarden su forma-
cién en las paredes de los distintos sistemas hidricos,
constituye el elemento clave en la lucha contra lalegio-
nelosis ya que se evita, en gran parte, la formacién de
espacios biecenéticos donde tienen lugar los procesos
descritos.

El diseno de aparatos o sistemas de facil limpieza (es-
quinas curvas, espacios accesibles), el mantenimiento
adecuado de las instalaciones (incrustaciones, superfi-
cies corroidas, etc.) con limpiezas frecuentes, la utili-
zaciéon de sustancias antifilmantes de forma continua,
asi como evitar el estancamiento, son actuaciones que
deben vigilarse con gran celo.
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