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RESUMEN

Antecedentes: Los sistemas de agua, incluidos los de unidades den-
tales, son sitios propicios para el establecimiento de biopeliculas que
pueden estar colonizadas por microorganismos patdgenos oportunistas
tan importantes como Legionella pneumophila, bacteria causante de
enfermedades pulmonares graves. Objetivo: Determinar por primera
vez la presencia de Legionella pneumophila en los sistemas de agua de
la Facultad de Odontologia de la UAEM. Material y métodos: Estudio
observacional, transversal, para el cual fueron recolectadas 120 muestras
de agua de la Facultad de Odontologia de la UAEM, incluyendo lineas
de agua de unidades dentales, filtros y llaves de abastecimiento publico.
Se cultivaron en agar BCYEAa con L-cisteina y confirmacion en agar
sangre, se contaron UFC/mL y se aplico una prueba de ANOVA y test
de Bonferroni con el paquete SPSS 21 para su analisis estadistico.
Resultados: E1 100% de las muestras tuvo crecimiento en agar BCYEa
y ausencia en agar sangre. Hubo diferencias estadisticamente significa-
tivas (p < 0.05) en todas las evaluaciones. Conclusiones: Se propone
un monitoreo semestral para realizar correcciones oportunas que eviten
el aumento de la bacteria y la consecuente produccion de enfermedad.

Palabras clave: Legionella pneumophila, biopelicula, unidades
dentales.
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ABSTRACT

Background: Water supply systems, including those of dental units,
are prone to the development of biofilms that may be colonized by
opportunistic pathogens such as Legionella pneumophila, a type of
bacteria that can cause severe lung diseases. Objective: To determine,
for the first time, whether Legionella pneumophila is present in the water
supply systems of the Faculty of Dentistry at the UAEM. Material and
methods: An observational, cross-sectional study was performed in
which 120 water samples were collected from the Faculty of Dentistry
of the UAEM, including from the water supply lines of dental units, the
filters, and the publically-used faucets. These were then cultivated in
BCYE« agar with L-cysteine and verified using blood agar. CFU/mL
were counted and an ANOVA test and a Bonferroni test were applied
with the help of SPSS.21 software package for statistical analysis.
Results: 100% of the samples displayed growth in BCYE« agar and an
absence in blood agar. There were statistically significant differences
(p < 0.05) in all of the tests. Conclusions: Six-monthly monitoring is
recommended in order to allow timely corrections to be made and to
avoid any increase in the bacteria and the development of disease.

Key words: Legionella pneumophila, biofilm, dental units.

INTRODUCCION

En odontologia, el uso de instrumentos rotatorios
y jeringa triple produce aerosoles que pueden ser
fuente de infeccion, y tanto el equipo de atencién dental
como los pacientes estan expuestos a ellos. De acuerdo
con la Asociacion Dental Americana (ADA), los sistemas
de agua de la unidad dental son sitios propicios para el
establecimiento de biopeliculas colonizadas por microor-
ganismos que se encuentran cominmente en el agua
potable, incluyendo especies de Legionella. La Legionella
es una bacteria perteneciente a la familia Legionellaceae,
que incluye 42 especies que habitan normalmente el
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suelo y el agua. L. pneumophila es la mas importante
de ellas; este microorganismo tolera el cloro y por ello,
sobrevive a los procedimientos de tratamiento del agua.
El método estandar para una deteccién adecuada se
basa en el cultivo de los especimenes en agar extracto
de levadura y carbén amortiguado (pH 6,9) enriquecido
con L-cisteina, hierro y a-cetoglutarato (BCYEa) por un
periodo de 3 a 7 dias."?

La mayoria de las infecciones causadas por L. pneumo-
phila se deben a la inhalacién de organismos dispersados:
la bacteria penetra en las vias respiratorias superiores
cuando se aspira el liquido que la contiene o se inhala
un aerosol contaminado, de ahf su importancia en odon-
tologia. Si el cuerpo no la elimina, llega a los pulmones,
donde se multiplica causando alguno de dos tipos de
infecciones: Legionelosis o «enfermedad del legionario»,
caracterizada por una neumonta lobular atipica grave con
sintomas polisistémicos, con una tasa de muerte entre el
5y 30%; o fiebre de Pontiac, enfermedad parecida a la
influenza, que se manifiesta con fiebre, dolor muscular,
mareos y afectacién general del organismo. Los factores
que determinan en qué forma se presentara la enferme-
dad no se conocen, aunque probablemente el estado del
huésped influye en ello.?

Aproximadamente 1,000 casos de legionelosis se
reportan anualmente a los Centers for Disease Control
and Prevention (CDC), pero se estima que mas de
25,000 casos de esta enfermedad ocurren cada ano
en el mundo, causando mas de 4,000 muertes. En
México, el Sistema de Vigilancia Epidemiolégica pu-
blicé en 2005 el reporte de dos casos con diagnéstico
clinico de neumonia por Legionella, sin pruebas de
laboratorio confirmatorias y ninguno por aislamiento
del agente causal; estos casos fueron del Estado de
México y Guerrero. Pero hasta el momento, no ha sido
notificado ningtn brote ni la bacteria ha sido aislada
de ninglin caso de neumonia; sin embargo, de acuerdo
con este sistema, es necesario investigar su presencia
en nuestro pafs para iniciar las medidas que permitan
controlar su aparicién.*>

Por tanto, siendo los sistemas de agua de las unida-
des dentales y de agua potable, reservorios aptos para
la proliferacion de Legionella, el presente trabajo de
investigacion se centr6 en determinar, por primera vez,
la presencia de Legionella pneumophila en los sistemas
de agua de la Facultad de Odontologia de la Universidad
Auténoma del Estado de México; con ello, se proveera
de un panorama més amplio de la presencia de dicho
microorganismo para implementar estrategias de control
y prevencién de posibles contagios.

METODOLOGIA

Se realizé un estudio de tipo observacional, transversal,
donde se seleccionaron cuatro clinicas odontoldgicas
de la Facultad de Odontologia de la Universidad Au-
tonoma del Estado de México (clinicas 1, 3, 4 y 5);
de ellas fueron tomadas 120 muestras de agua: 48
provenientes de las lineas de agua de alta velocidad de
las unidades dentales, 48 de las llaves de agua de los
lavabos y 24 de los filtros que abastecen a dichas cli-
nicas. Fueron recolectados en bolsas plasticas estériles
5 mL de agua proveniente de cada una de las fuentes;
las muestras se mantuvieron en frio para ser transpor-
tadas y sembradas en menos de dos horas en un medio
aséptico, por la misma persona. Las muestras fueron
filtradas para eliminar posibles sedimentos provenientes
de las mangueras y tuberias y, posteriormente a ello,
se tom6 0.1 mL y se sembré por difusién en placas de
agar Buffered Charcoal Yeast Extract alfa adicionado
con L. cisteina (BCYEa). Se incubaron a 37 °C por un
periodo de 3 a 10 dias con revision diaria para observar
el crecimiento de las colonias.

Una vez transcurrido el periodo de incubacion y
después de la observacion de las colonias caracteristicas
de Legionella, se realiz6 la confirmacién de cinco colo-
nias tipicas de cada placa sembrandolas en agar sangre.
Se consideraron como Legionella colonias que pueden
crecer en agar BCYE, pero que no crecen en agar sangre.
Una vez verificados los crecimientos, se contaron las
unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL)
y se les realizé tincién de Gram para observar morfologia
microscopica y comprobar el Gram negativo propio de
Legionella, modificando el protocolo tradicional al aumen-
tar el tiempo de la fucsina de 30 seg a 1 min.

Para los resultados, se realizé el célculo de estadisticos
descriptivos y comparacién de medias mediante una
prueba de ANOVA y posteriormente, un test de Bonfe-
rroni de las UFC/mL, y se obtuvieron frecuencias de la
presencia de dicho microorganismo mediante el paquete
estadistico SPSS version 21.

RESULTADOS

De las 120 muestras de agua, el 100% tuvo crecimiento
en agar BCYEa con L-cisteina y ausencia del mismo en
agar sangre. Los cultivos presentaron las caracteristicas
morfoldgicas propias de Legionella: colonias puntiformes
de hasta 3 a 4 mm, brillantes, convexas, circularesy con
margen entero (Figura 7). Al observarlas al microscopio,
presentaron estructuras de tipo «vidrio esmeriladoy.
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A través de la tincion de Gram, se observaron bacilos
Gramnegativos largos y finos (Figura 2).

En cuanto al conteo de unidades formadoras de colo-
nias por mililitro, el valor minimo encontrado fue de 19
UFC/mL, proveniente de la linea de agua de alta velocidad
de la clinica namero tres; el valor maximo encontrado
fue de 1,000 UFC/mL, distribuidos en las lineas de agua
y las llaves (Cuadro I).

A través de una prueba de andlisis de la varianza
(ANOVA), se determiné que habifa diferencias estadis-
ticamente significativas entre las medias de las clinicas,
las llaves y los filtros, por lo que se aplicé un test de

Figura 1. Aspecto macroscopico de colonias de Legionella pneumo-
phila.

Figura 2. Aspecto microscopico de Legionella pneumophila.

Bonferroni para comparacién por pares, resultando muy
significativa la diferencia entre el nimero de unidades
formadoras de colonias por mililitro encontradas en
las clinicas en comparacién con las llaves, asi como en
aquellas encontradas en llaves, en comparacion con los
filtros (Cuadro ).

DISCUSION

La presencia de especies de Legionella, en especifico
de Legionella pneumophila, se encuentra ampliamente
documentada en paises europeos e incluso en Estados
Unidos de Norteamérica; sin embargo, en Sudamérica
-y en especial en México—, no existen reportes concretos
de laiincidencia y prevalencia de dicho microorganismo,
por lo que el objetivo de este estudio fue determinar
la presencia de Legionella pneumophila en los sistemas
de agua de la Facultad de Odontologia de la UAEM
mediante su aislamiento a partir de muestras de agua a
través de la técnica de cultivo, ya que ésta sigue siendo
hasta ahora el estandar de oro para la determinacién
de dicha bacteria.®

Por medio del cultivo en agar BCYEa adicionado con
L. cisteina, se encontré crecimiento bacteriano en el
100% de las muestras analizadas, contrastando con los
resultados obtenidos por diversos autores”? que repor-
tan frecuencias de entre el 10 y 80% de los ejemplares
obtenidos del agua de unidades dentales y de agua po-
table; esta diferencia puede deberse a factores como la
temperatura del medio ambiente, el medio de cultivo, el
tiempo de incubacion e incluso, el tratamiento 4cido que
generalmente se realiza en muestras ambientales y que se
ha documentado que disminuye hasta en un 50% la can-
tidad de bacterias.' Exner y colaboradores informan que
de existir crecimiento en mas del 30% de las muestras,
el agua estd claramente contaminada." Este estudio, por
lo tanto, confirma que una gran parte de los sistemas de
agua de la Facultad de Odontologia estan infectados con
Legionella, y esto puede jugar un papel clave como factor
de riesgo en la seguridad de los pacientes y el personal
que labora en la misma.

Kusnetsov y su grupo'? sugieren que una concentra-
cién de 1,000 UFC/L es un limite tedrico aceptable para el
desarrollo de la enfermedad; en la presente investigacion,
se obtuvieron conteos de 19 a 1,000 UFC/mL, contras-
tando con los resultados obtenidos en diversos estu-
dios.’> 1 Atlas y su equipo” encontraron concentraciones
de Legionella spp. de 10,000 UFC/mL, pero Legionella
pneumophila nunca superé las 1,000 UFC/mL. Williams 'y
sus colaboradores,® por su parte, encontraron concentra-
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Cuadro I. Estadisticos descriptivos de las UFC/mL de L. pneumophila encontradas en sistemas de agua de la Facultad

de Odontologia de la Universidad Auténoma del Estado de México. 2013.

N Minimo Maximo Media DE
Lineas de agua de alta velocidad

Clinica 1 12 97 480 212.50 155.272

Clinica 3 12 19 1,000 314.08 344.869

Clinica 4 12 27 1,000 386.42 321.691

Clinica 5 12 100 1,000 500.92 240.947
Llaves

Clinica 1 12 100 500 323.42 133.478

Clinica 3 12 276 1,000 465.58 192.963

Clinica 4 12 286 1,000 473.92 202.218

Clinica 5 12 365 1,000 513.58 181.880
Filtros

Filtro 1 12 45 200 96.92 43.023

Filtro 2 12 33 250 104.58 56.318

UFC/mL = Unidades formadoras de colonias por mililitro.
DE = Desviacion estandar.

Cuadro II. Test de Bonferroni para diferencia de medias de las UFC/mL de Legionella en clinicas, llaves y filtros de la

Facultad de Odontologia de la Universidad Auténoma del Estado de México. 2013.

Pares evaluados Diferencia de medias Desviacion estandar t gl Significancia
Clinicas-llaves -90.64583 314.74971 -1.995 47 .052*
Clinicas-filtros 162.54167 280.44964 2.839 23 .009**
Llaves-filtros 293.75000 148.88813 9.665 23 .000**

*p<.05, ¥ p<.01

ciones que no excedian las 100 UFC/mL. De acuerdo con
el Instituto de Seguridad e Higiene del Trabajo Espanol,'*
se sugiere que en instalaciones con concentraciones de
>100 UFC/Ly <1,000 UFC/L de Legionella spp., se debe
revisar el programa de mantenimiento y realizar las co-
rrecciones oportunas que disminuyan su concentracion,
y que la presencia de dichas cantidades de bacterias no
limita el uso del agua excepto en personas con alto riesgo
(inmunocomprometidos), por lo que se debe monitorear
anualmente el nimero de colonias presentes.

Las concentraciones encontradas por clinicas, llaves
y filtros tienen diferencias estadisticamente significati-

vas, lo que nos lleva a valorar que a través del uso de
los filtros, la cantidad de microorganismos se mantiene
al minimo, y que la cloracién del agua potable, como
sabemos, no es un tratamiento adecuado para el control
de Legionella pneumophila; por ello, los niveles encon-
trados en las llaves fueron superiores. En cuanto a los
conteos provenientes de las unidades dentales, éstos se
mantuvieron similares a los de las llaves, aunque con
diferencias muy significativas respecto a los de los filtros,
lo que nos sugiere que la presencia de biopeliculas en las
lineas de agua promueve la proliferacién de Legionella
pneumophila.

Revista ADM 2014; 71 (5): 216-220

219

www.medigraphic.com/adm



Manzanares LGL y cols. Deteccion de Legionella pneumophila en los sistemas de agua de la Facultad de Odontologia de la UAEM

CONCLUSIONES

Mediante el presente estudio se comprobd, por pri-
mera vez, la presencia de Legionella pneumophila en
el 100% de las muestras tomadas.

Los conteos fueron menores a 100 UFC/L, lo cual nos
sugiere que la presencia de estas bacterias no limita
el uso del agua, pero se propone que se mantenga
un monitoreo semestral para realizar las correcciones
oportunas que eviten el aumento de la presencia de
la misma.
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