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Resumen

La presencia de cualquier microorganismo en las aguas utilizadas en las unidades dentales
constituye un grave peligro tanto para el paciente como para el personal que labora en dichas uni-
dades. La presente investigación planteó dos objetivos: 1) Implementar y comparar dos técnicas de
Análisis Microbiológico del agua para el estudio de las especies de Legionella; y 2) Detectar la pre-
sencia de Legionella en el agua utilizada en las piezas de mano de las clínicas odontológicas utiliza-
das por los estudiantes de Odontología de la Universidad del Zulia. Se estandarizaron dos técnicas
comparativas: CDC y la ISO-11731, mediante el uso de muestras preparadas con una cepa de Legio-

nella pneumophila ATCC 33155 y se realizó un estudio bacteriológico de 40 muestras del agua de
cuatro (4) clínicas odontológicas docentes ubicadas en la Facultad de Odontología de LUZ, utili-
zando las dos metodologías antes mencionadas. Los resultaron mostraron que ambas técnicas re-
sultaron sensibles para el aislamiento de Legionella en muestras de agua, siendo el tratamiento
ácido más efectivo que el calentamiento. A pesar del uso de estas dos técnicas no se detectó la pre-
sencia de Legionella en ninguna de las muestras de agua analizadas. La presente investigación sir-
vió de base para la implementación de control de calidad relacionado con el aislamiento de Legio-

nella en las aguas utilizadas a nivel hospitalario.

Palabras clave: Legionella pneumophila, agua, calidad microbiológica, unidades denta-
les.
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Abstract

The presence of any microorganism in the water used in dental units constitutes a serious
danger for both the patient and the personnel that work there. The present investigation had two
aims: 1) To implement and compare two microbiological water analysis techniques for studying
the Legionella species; and 2) To detect the presence of Legionella in the water used for hand-held
equipment in dental clinics used by dentistry students at the University of Zulia. Two comparative
techniques were standardized: CDC and ISO-11731, using samples prepared with the Legionella
pneumophila strain ATCC 33155 and a bacteriological study of 40 water samples from four (4)
dentistry teaching clinics located in the Faculty of Dentistry at LUZ, using the two aforementioned
methodologies. Results showed that both techniques were sensitive to isolating Legionella in wa-
ter samples, but the acid treatment was more effective than warming. Despite the use of both tech-
niques, the presence of Legionella was not detected in any of the water samples analyzed. This
study served as a basis for implementing quality control related to isolating Legionella in the wa-
ters used on a hospital level.

Key words: Legionella pneumophila, water, microbiological quality, dental units.

Introducción

Las especies que integran al género Le-

gionella son responsables de diferentes cua-
dros que van desde una simple rinitis hasta
neumonías graves y muerte. Legionella

pneumophila con sus diferentes serogrupos,
es el microorganismo mayormente implica-
do como el causante de la Legionelosis o en-
fermedad de los legionarios.

No obstante, existen otras presentacio-
nes de estos microorganismos, como son la
fiebre de Pontiac, la neumonía de Pittsburg,
Sinusitis, infecciones de heridas, de válvulas
cardíacas, pericarditis, peritonitis y Gui-
llain-Barré (1); siendo las especies de Legio-

nella pneumophila serogrupo 1, la más co-
múnmente implicada, aunque pueden tam-
bién aislarse otras especies como L. bosema-

nii, L. micdadei, entre otras.
La legionelosis en una enfermedad de

baja incidencia, pero en algunos países ha ad-
quirido importancia epidemiológica debido a
su frecuencia de aislamientos en brotes tanto
de la comunidad como del medio ambiente
intrahospitalario, donde se presente como

una enfermedad nosocomial grave principal-
mente en pacientes inmunocomprometidos.

Legionella se encuentra normalmente
en ambientes acuáticos y desde ellos accede a
instalaciones construidas por el hombre,
como enfriadores, tuberías de enfriamiento,
humificadores, entre otros, a través del cual
se distribuye a diferentes sistemas que utili-
zan agua para su funcionamiento, acumulán-
dose en algunas partes de estos sistemas que
permita su multiplicación y luego son dise-
minados en forma de aerosoles a través de di-
ferentes mecanismos productores de estos
aerosoles como son las duchas, llaves, así
como también las piezas de mano utilizadas
en los equipos odontológicos, que permite de
esta manera su transmisión al hombre (2).

Debido al habitad natural de Legionella,

este microorganismo no solo tiene importan-
cia desde el punto de vista clínico, sino tam-
bién desde el punto de vista ambiental, por lo
que se requiere que las aguas utilizadas en los
diferentes ambientes donde Legionella pue-
de habitar sean estudiadas, con el fin de de-
tectar tempranamente la presencia del mi-
croorganismo, evitándose de esta manera po-
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sibles brotes que puedan llevar a muerte de
muchos personas.

Diversas investigaciones han demostra-
do que las agua utilizadas en las unidades
odontológicas pueden transmitir numerosos
patógenos humanos, tales como las especies
de Legionella, Pseudomonas y Mycobacte-

rium, ya que los conductos de agua de estas
unidades proporcionan el ambiente propicio
para que prolifere, principalmente en aque-
llas unidades odontológicas que han tenido
un uso prolongado (3).

Aunque no hay evidencias epidemioló-
gicas claras que demuestren un problema de
salud pública, la presencia de patógenos
como Pseudomonas aeruginosa, Legionella

y diferentes especies de Mycobacterium no
tuberculosos proporcionan razones suficien-
tes para instaurar un control rutinario de di-
chas líneas de agua.

De hecho, en España la concentración
máxima de gérmenes totales permitida para
considerarse un agua de consumo humano
está en 100 ufc/mL para aguas a la salida de
las estaciones de tratamiento de agua potable
mientras que en la red de distribución no de-
ben producirse cambios anómalos de la con-
centración de gérmenes totales (4). Un estu-
dio europeo reciente indica que las concentra-
ciones medias de gérmenes totales en 40 ins-
talaciones analizadas en todo el territorio es-
pañol, variaron entre 102-103 ufc/ mL. y en
algunas de las instalaciones se aislaron bacte-
rias como Pseudomonas aeruginosa (en un
24 por ciento de las instalaciones estudiadas),
Legionella pneumophila serogrupo 1 (en un 4
por ciento de las instalaciones estudiadas) y
algunas especies de Mycobacterium (en el 51
por ciento de las muestras analizadas) (5,6).

De igual modo, los trabajos realizados
por diversos manifiestan como las muestras
de aguas son fuente importante de infeccio-
nes por Legionella sp, tal es el caso de la in-

vestigación realizada en Pittsburg, Pensylva-
nia, donde se realiza un estudio comparativo
de tres tipos de técnicas: la recomendada por
el CDC, la del Instituto de Higiene (Austria) y
el Laboratorio donde los autores trabajaban.
Los autores estudiaron diferentes variables
entre los que se nombran: método de mues-
treo (hisopado y recolección directa de la
muestra de agua), Método de concentración
(ninguna, filtración y centrifugación), trata-
miento ácido (tratamiento no ácido, trata-
miento por tres minutos y por quince minu-
tos y la utilización de varios medios de culti-
vos para el aislamiento de las especies de Le-

gionella. Los autores encontraron que la me-
jor muestra es la obtenida de manera directa,
siendo el tratamiento ácido con tres minutos,
fue necesario para reducir la flora comensal y
permitir el crecimiento de las cepas de Legio-

nella, mientras que la recuperación de Legio-

nella después del tratamiento ácido de la
muestra de agua durante 15 minutos, fue me-
nor (19).

Resultados similares a los anteriores
fueron encontrados por otros autores en el
Centro médico de Pittburgs, donde fueron
analizadas 20 muestras de aguas provenien-
tes de los sistemas de aguas de un hospital,
los autores encontraron elevados porcentajes
de positividad (70%), siendo las especies de
mayor aislamiento Legionella pneumophila

y Legionella anisa (20).
Recientemente, ha emergido la preocu-

pación por las unidades dentales como una
fuente de infección (7,8). No obstante, la ca-
rencia de evidencia epidemiológica a nivel de
Salud Publica, principalmente en nuestro
país, quizás debido a la falta de standardiza-
ción e implementación de técnicas requeri-
das para el aislamiento e identificación de es-
pecies de Legionella, como parte de la biose-
guridad en las aguas utilizadas en los labora-
torios dentales, y la inexistencia de estadísti-
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cas, no ha permitido la discusión adecuada
sobre el tema. Por lo tanto, no se puede acla-
rar si hay presencia o no de Legionella, por lo
que es recomendable tomar unas acciones
pertinentes, como estudios bacteriológicos,
uso de conservadores, desinfectantes, y dis-
positivos de esterilización que permitan con-
trolar el riesgo de infecciones cruzadas en los
laboratorios odontológicos (9).

Por lo anteriormente expuesto, la pre-
sente investigación, plantea dos objetivos:
1) Implementar y comparar dos técnicas de
Análisis Microbiológico del agua para el estu-
dio de las especies de Legionella; y 2) detec-
tar la presencia de Legionella en las aguas
utilizadas en las piezas de mano de las clíni-
cas frecuentadas por los estudiantes de
Odontologías de la Universidad del Zulia.

Materiales y Métodos

Recolección de las muestras
De Mayo a Junio de 2007, fueron toma-

das para su procesamiento bacteriológico, un
total de 40 muestras de agua provenientes de
las clínicas dentales utilizadas para la docencia
de sus estudiantes de la Facultad de Odontolo-
gía de La Universidad del Zulia. Las muestras
fueron colocadas en envases de orina estériles y
transportadas al Centro de Referencia Bacte-
riológica del Hospital Universitario de Mara-
caibo-Venezuela, en cavas con hielo para la
preservación del microorganismo a estudiar.

Control de Calidad de los Medios
Las placas de Buffered Charcoal Yeast

Extract (BCYE), fueron preparadas en el mo-
mento del procesamiento de las muestras, si-
guiendo un estricto control de calidad, me-
diante los siguientes pasos (1,10):

1. Se ajustó el pH del medio, mediante el
uso KOH 1N o HCL 1N, optimizando este en
6,90.

2. Se chequeó el crecimiento del micro-
organismo, utilizando para ello una cepa de
Legionella pneumophila subespecie pneu-

mophila, ATCC Nº 33155 cepa donada por
el Centers for Disease Control and Preven-
tion (CDC) (10).

Muestras para la estandarización de
las metodologías (estudio piloto)

Se realizó una prueba piloto, recolectán-
dose 30 muestras de agua al azar provenien-
tes de diferentes unidades dentales de diver-
sas clínicas dentales de la ciudad de Maracai-
bo. Dichas muestras fueron contaminadas
con una cepa ATCC de Legionella pneu-

mophila subespecie pneumophila, ATCC Nº
33155, de Atlanta, a una concentración de
100 células/ml, concentración esta que fue
comparada utilizando el nefelómetro de
Macfarlán (18). Estas fueron posteriormente
cultivadas, incubadas y examinadas diaria-
mente, siguiéndose las estrictas normas de
Bioseguridad, señaladas por el CDC. Para el
procesamiento de las muestras de agua se
utilizó dos métodos a modo de comparación:
Metodología sugerida por el CDC (11) y la
Metodología de la ISO11731 (12).

Metodología CDC
Se tomaron 50 mL de muestras de agua,

recolectadas a partir de las piezas de mano
utilizadas por los estudiantes de la Facultad
de Odontología de LUZ, durante su asisten-
cia a las clínicas dentales. Dichas muestras
fueron concentradas por filtración de mem-
brana, con el uso de un filtro millipore de po-
licarbonato. El filtro de membrana fue resus-
pendido en 10 mL de la muestra original y
mezclado en un vortex durante 10 min. Pos-
teriormente este fue calentado a 50°C por 30
min en un baño de María, con el fin de redu-
cir la contaminación con otros microorganis-
mos presente en el agua (13).
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Una vez calentado, se tomaron 0,1 mL
tanto de la muestra original, como la muestra
concentrada, y cultivadas en placas de buffe-
red charcoal yeast extract agar con cysteine
(Oxoid), sin antibióticos (BCYG) y con anti-
bióticos (PAV) e incubadas a 37°C en atmós-
fera húmeda con 2,5% de CO2 hasta un máxi-
mo de 10 días, observando diariamente las pla-
cas a partir del 3er día, con el uso de un micros-
copio de iluminación para detectar la presencia
de colonias sospechosas. Las colonias compati-
bles con las especies de Legionella (superficie
moteada e iridiscente, con apariencia de vidrio
partido), fueron subcultivadas en otras placas
de BCYG. Las colonias sospechosas fueron pos-
teriormente identificadas por Pruebas de Aglu-
tinación en Latex (OXOID), que permite la
identificación de L. pneumophila serogrupo 1 y
serogrupos 2 a 14 y detección de otras especies
de Legionella, tales como, L. bozemanii, L. do-

moffii y L. micdadeii.. Los resultados son re-
portados en ufc/mL de agua.

Metodología ISO 11731
Las muestras de agua fueron concentra-

das por centrifugación a 300 RPM durante 30
minutos. Pasado el tiempo, se descartó en so-
brenadante y el sedimento fue resuspendido en
5 mL de Solución Salina estéril. La muestra
concentrada, fue divida en dos alícuotas, una
de 0,9 mL el cual recibió un tratamiento ácido
(KOH/HCL) y agitado durante 5 min. Una se-
gunda alícuota de 1ml el cual fue sometido a un
tratamiento térmico (50°C), durante 2 min.

Una vez que las muestras recibieron tra-
tamiento, fueron sembradas por triplicado
en placas de GVPC (BCYG con antibióticos),
tomando 0,1 a 0,5 mL de la muestra. De igual
forma, se sembraron tres placas del mismo
medio a partir de la muestra de agua sin con-
centrar. Las placas fueron incubadas a 37°C

en atmósfera de CO2, y estas fueron examina-
das cada 2 a 4 días, para observar el crecimien-
to de colonia característica de Legionella. Pos-
teriormente, las colonias sospechosas fueron
subcultivadas a tres medios de cultivos: BCYG
con cisterna; BCYG sin cisterna y Agar Sangre.
Legionella creció en el primer medio y no así
en los dos últimos. Posteriormente, de las colo-
nias compatibles con Legionella sp, se practicó
las pruebas de aglutinación respectivas, para
su identificación definitiva. Los resultados son
expresados en UFC/ml de agua.

Resultados

Los resultados obtenidos del procesa-
miento de las muestras de agua del estudio
piloto, procesadas con las técnicas sugeridas
por el CDC y la ISO 11731 son señaladas en la
Tabla 1. Se puede observar, que ambas meto-
dologías resultaron ser sensibles, ya que el
100% de las muestras analizadas permitieron
el crecimiento de Legionella.

Se calcularon las medias para cada mé-
todo en relación a los contajes, notándose
que las medias observadas en ambas meto-
dologías no presentaron diferencias signifi-
cativas desde el punto de vista estadístico
(P<0,05) con una media de 128 y 122 respec-
tivamente.

En relación a la metodología ISO 11731,
se observa en la tabla 1 que el tratamiento áci-
do fue menos agresivo que el calentamiento,
ya que el primero permitió mayor número de
aislamientos (22 casos) que las muestras que
fueron sometidas al calor (8 casos).

En relación a las muestras de agua ob-
tenidas en las clínicas dentales, no se detec-
tó la presencia de especies de especies de Le-

gionella en ninguna de las 40 muestras pro-
cesadas.
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Discusión

La existencia de diversas metodologías
utilizadas para el aislamiento de Legionella a
partir de muestras de agua, ha permitido en
muchos países, la estandarización de estas
técnicas de manera rutinaria. No obstante en
nuestro país, es escasa o nula la existencia de
estas metodologías, por lo que es importante
su implementación en nuestro medio para
así lograr la obtención de estadísticas que
permitan plantear con propiedad la presen-
cia o no de dicho microorganismo.

Como muchos otros microorganismos,
las especies de Legionella son relativamente
resistentes a pH ácido. De hecho, en la pre-
sente investigación se observa que dicho tra-
tamiento, enmarcado en la metodología se-
ñalada por la ISO 11731, resultó ser más efec-
tiva para el aislamiento de Legionella, en
comparación al tratamiento con calor, lo cual
concuerda con otros autores (15, 16) quienes
señalan además que dicho tratamiento per-
mite inhibir de manera importante otros mi-
croorganismos competitivos que pueden in-
terferir y de esa manera enmascarar el creci-
miento de Legionella.

De igual modo, en la presente investiga-
ción, como se puede notar en la tabla 1, la fil-
tración del agua (Metodología CDC), resultó
altamente sensible en comparación con las

otras metodologías realizadas, lo cual con-
cuerda con los resultados obtenidos por otros
autores (15,16), quienes concluyen que la me-
todología de filtración permite la recupera-
ción de otros microorganismos altamente pa-
tógenos en el agua.

A pesar de las metodologías utilizadas
en la presente investigación, no se detectó la
presencia de especies de Legionella. En
atención a ello, es conocido que Legionella

sp. es capaz de reproducirse intracelular-
mente en amibas de vida libre, así como
también en los monocitos y los macrófagos
humanos (16), por lo que ello podría repre-
sentar una de las causas de la no detección
del microorganismo.

Los resultados obtenidos en la presen-
te investigación no concuerdan con los se-
ñalados por otros autores (19), donde aisla-
ron cepas de Legionella en el 83% de las
aguas estudiadas. Estas aguas procedían de
tanques, grifos y regaderas y fueron anali-
zadas siguiendo la metodología descrita
por CDC. Es de hacer notar que la investiga-
ción antes mencionada fue realizada en
Pensilvanya, donde el clima es un factor im-
portante para el crecimiento de las especies
de Legionella.

No obstante, es importante destacar
que, la presente investigación, además de
servir como base para futuras investigacio-
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Tabla 1. Metodologías: CDC y ISO 11731.
Monitoreo de especies de Legionella en muestras de agua.
Estudio Piloto

Metodología Resultados n=30

Positivos Negativos Media (ufc/ml)

CDC 30 - 128

ISO 11731
Tratamiento ácido 22 8 122

ISO 11731
Tratamiento por calentamiento 8 22



nes, sirvió para la estandarización de las téc-
nicas para la identificación de especies de Le-

gionella, en el centro de Referencia Bacterio-
lógico del Hospital Universitario de Maracai-
bo, lo que permitirá un seguimiento del con-
trol de las aguas utilizadas en las clínicas den-
tales de la Facultad de Odontología, y de
otras clínicas odontológicas de la ciudad de
Maracaibo, y así, asegurar la salud de los pa-
cientes, con respecto a la posible contamina-
ción con esta bacteria, que resulta de suma
importancia en la salud preventiva.

Por lo tanto, debido a la no existencia de
cultivos rutinarios de esta prueba en nuestro
medio, los resultados abrirán una puerta a la
disponibilidad de estos procedimientos para
el control y prevención en diferentes mues-
tras de aguas. Como es señalado por Barbeau
(2000), es importante detectar temprana-
mente la presencia del microorganismo, evi-
tándose de esta manera posibles brotes que
puedan llevar a muerte de muchas personas y
para ello el estudio preventivo, juegan un im-
portante papel, ya que es interesante resaltar
la existencia de evidencias que indican que el
personal que trabaja en clínicas dentales está
más expuesto a los patógenos del agua que el
resto de la población. Prueba de ello es, por
ejemplo, la prevalencia de anticuerpos de L.

pneumophila es significativamente mayor
entre el personal que trabaja en clínicas den-
tales que entre la población general (34 y 50
por ciento respectivamente) (3).

Es importante reconocer que, la au-
sencia de Legionella en estas aguas estudia-
das, no representa un signo evidente de la
no presencia de la Enfermedad de los Le-
gionarios o la Fiebre de Pontiac en nuestro
medio, ya que no existen estadísticas al res-
pecto que permitan corroborar estos, por
que se recomienda dar a conocer a los dife-
rentes laboratorios dentales la disponibili-
dad de estas metodologías y de esta manera

permitir el seguimiento de las guías de pre-
vención de infecciones en clínicas dentales
editado anualmente por el CDC (Centers

for Disease Control and Prevention) cuyo
objetivo es el controlar el riesgo de infeccio-
nes en las unidades dentales (14).

Conclusiones

Se implementaron y se compararon dos
metodologías para el aislamiento de especies
de Legionella a partir de muestras de agua.
Se observó que ambas metodologías fueron
100% sensibles para este microorganismo.

En la presente investigación, a pesar de
haberse aplicado dos metodologías distintas
para el procesamiento de las muestras de
agua, no se detectó la presencia de especies
de Legionella spp. No obstante, como es se-
ñalado por la Sociedad española de Enferme-
dades Infecciosas y Microbiología Clínica, la
búsqueda de Legionella en una muestra de
agua puede tener diferentes finalidades:
1) Detectar las fuentes de infección implica-
das en brotes/casos de legionelosis; 2) Deter-
minar la eficacia de tratamientos aplicados
en las instalaciones, o incluidas en los planes
de mantenimiento, en cumplimiento de la le-
gislación de prevención de legionelosis vi-
gente; y 3) Conocer la situación de las instala-
ciones de riesgo en los hospitales en relación
a Legionella, en cumplimiento de los progra-
mas de prevención de legionelosis, con inde-
pendencia de su relación con casos.
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