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Contaminacion bacteriana en

unidades dentales por formacion
de «biofilm»

RESUMEN

Se realiz6 el andlisis microbiolégico por el método
de contaje en placas y la técnica de placa vertida,
para determinar el nimero de unidades formadoras
de colonias (UFC) de heterotrofos aerobios en el
agua proveniente del tanque que surte a los sillones
de la clinica A de la Facultad de Odontologia de la
Universidad del Zulia (Maracaibo-Venezuela), de las
mangueras de la turbina y jeringa de triple uso, del
aire y sedimentos de dichas mangueras. Las
muestras para este estudio fueron recogidas en
envases de vidrio esterilizados por calor himedo y
seco. Los valores obtenidos del contaje de aerobios
superaron casi cinco veces el valor permitido por la
normativa vigente.
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ABSTRACT

Microbiological analyses were done, to determine the
numbers of colony forming units (CFU/ml) of
aerobic mesophilic beterotrophic bacteria from the
public water in the tank which supplies the dental
units of the clinic of the University of Zulia
(Venezuela); from the waterlines of the air/water
syringe and handpiece; from the air and the biofilm
in the interior surface of the waterline tubing. The
values obtained using the beterotrophic bacterial
plate counts from the water, air and biofilm, was
almost five times higher than the allowed value from
the standard normative; because of these desviation
it is required to implement a maintenance policy
and perform periodic microbiological analyses to
determine the quality of water.
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INTRODUCCION

Los equipos dentales presentan en su interior una
amplia red de mangueras de goma, que no son visi-
bles pero que estin conectadas a la turbina y a la
jeringa de triple uso, suministrando agua y aire a las
mismas. Se ha demostrado que estas mangueras pue-
den contener en su interior una amplia variedad de
microorganismos que incluyen bacterias, hongos y
parasitos>. Los periodos durante los cuales el agua
de estas unidades dentales permanece estancada, brin-
dan un ambiente favorable para su multiplicacién y
colonizacion, produciendo en el interior de la super-
ficie de goma una intrincada y altamente organiza-
da estructura de microorganismos que se adhieren
a su superficie, conocida como «biofilm», la cual ha
sido descrita por Kelstrup, Funder-Nielson y Theila-
de en 1977@ y mas recientemente por Mayo, Oertling
y Andrieu en 19907, Whitehouse en 1991®; Williams,
Baer y Kelley en 1995® y Lozano de Luaces en el ano
2.00049,

En el lumen de la manguera de goma, el agua cir-
cula ripidamente, mientras que hacia las paredes de
la misma la velocidad se va haciendo menor debido
a la friccion, permitiendo a las bacterias adherirse y
colonizar la superficie, pudiendo entonces despren-
derse una capa que puede alcanzar la boca del pacien-
te o el ambiente del consultorio por el aire de la tur-
bina o de la jeringa de triple uso®V. La presencia e
identificacion de bacterias en el agua suministrada por
equipos dentales fue por primera vez objeto de estu-
dio en el ano 1963 por Blake®, desde entonces una
extensa lista de estudios se han realizado. Una inves-
tigacion a principios de 1971 realizada por Abel y
cols.12 evalu6 la turbina y la jeringa de triple uso. Sus
andlisis demostraron un contenido bacteriano que
excedia los limites permitidos para el agua potable.
En 1995, Henry Williams y cols.”> concluyeron en su
estudio que el «biofilm» de las mangueras de las uni-
dades dentales es la fuente primaria de contaminacion
del agua suministrada a los pacientes durante las con-
sultas odontologicas. En 1993, Jeffrey Williams y cols.®
determinaron en un estudio realizado en 150 unida-
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des dentales, altos e inaceptables niveles de conta-
minacién bacteriana. En 1974, Clark®® sugirio la posi-
bilidad de la colonizacion de las vias respiratorias de
los odont6logos por bacterias provenientes de las tur-
binas, al demostrar una flora nasal alterada en 14 de
30 odontdlogos estudiados. Nueve de los dentistas con
flora alterada presentaron cepas de Pseudomonas de
la misma especie a las encontradas en las unidades
dentales.

Recientemente, estudios realizados en Austria y en
los Estados Unidos de Norteamérica, han demostrado
una incidencia significativa de altos niveles de anti-
cuerpos que sugieren que el riesgo de infeccién por
Legionella se incrementa proporcionalmente con el
tiempo de exposicion clinica®+19. En 1.987, M.V. Mar-
tind” describié dos casos de pacientes comprometi-
dos inmunolbgicamente con Pseudomonas aerugino-
sa provenientes de agua suministrada por los equipos
dentales.

La Gaceta Oficial de Venezuela del ano 1.998, nime-
ro 178, capitulo II, articulo 1198, establece que «l agua
potable no debe contener organismos heterotrofos
aerobios en densidad mayor a 100 UFC/ml>.

En este estudio se realizé un andlisis microbiolo-
gico para determinar el nimero de unidades forma-
doras de colonias de heterotrofos aerobios en el agua
proveniente del tanque de agua que surte a los sillo-
nes de la clinica A de la Faculta de Odontologia de la
Universidad del Zulia; del agua proveniente de las
mangueras de la turbina y jeringa de triple uso, y del
aire y sedimentos de dichas mangueras.

MATERIALES Y METODOS
Recoleccion de Muestras

1. Recipientes: Las muestras para este estudio fue-
ron recogidas en envases de vidrio esterilizados
por calor himedo (vapor de agua a presion), sien-
do éste el procedimiento mas ripido y seguro, man-
teniendo una temperatura de 121C por 20 minu-
tos.
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2. Procedimiento de toma de muestra:

® Agua potable: En este estudio, se realizaron tomas
de agua terminal en los puntos seleccionados en
las unidades situadas en la Clinica A de la Facul-
tad de Odontologia de la Universidad del Zulia,
dichos puntos corresponden:

a. Desagtie de la manguera de goma de la tur-
bina.

b. Desagiie de la manguera de goma de la jerin-
ga de triple uso.

c. Interior del tanque de agua equipado con una
bomba mecanica que suministra agua a la
Facultad de Odontologia.

Puntos seleccionados de manera que se asegu-
rara una cobertura sistematica del sistema de dis-
tribucién todas las semanas. Se tomaron mues-
tras de los puntos a y b en cuatro equipos odon-
tologicos escogidos al azar, una vez por semana
hasta completar los 16 equipos odontologicos de
dicha universidad. Todas las muestras se reali-
zaron dos veces. Se tomo6 muestra del punto ¢
una vez por semana durante 1 mes. Estos pro-
cedimientos se realizaron los dias jueves por la
manana. Los envases estériles utilizados para la
toma, se mantuvieron cerrados hasta el momen-
to de llenarlos. Al hacer la toma de la muestra se
dejoé un amplio espacio aéreo en el envase (al
menos 2.5 cm) para facilitar la mezcla por agi-
tacion antes de proceder al estudio. Se retira-
ron las tapas en el momento de llenado, para evi-
tar la contaminacion interna del envase. Se abri
completamente el grifo dejandose correr el agua
durante dos o tres minutos o durante el tiempo
suficiente para que se limpiara la tuberia en ser-
vicio. Se llené el envase sin enjuagarlo, cerran-
dolo inmediatamente y colocando la cinta de
seguridad alrededor de la tapa del envase, para
conseguir un mejor cierre hermético.

* Sedimentos: Los sedimentos proporcionan un
indice estable de la calidad general del agua que
los cubre, en especial cuando esta presente una
gran variabilidad en su cantidad bacteriologica.
La toma de estas muestras se realizé cortando
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parte de la manguera de los puntos a y b en cua-
tro sillones odontologicos escogidos al azar de
la Clinica A, una vez por semana durante 1 mes.
Estos procedimientos se realizaron los dias jue-
ves por la manana, dia de plena actividad de fun-
cionamiento de la clinica universitaria y dia en
que los microbi6logos tomaban las muestras. Los
envases utilizados para la toma se mantuvieron
cerrados hasta el momento de colocar la mues-
tra en su interior, los cuales contenian 12 ml de
solucion salina peptonada.

* Aire: Las muestras se tomaron dos veces dejan-
do correr el aire de la manguera de la turbina y
de la jeringa de triple uso durante 30 segundos
para asegurarse de la limpieza de ellas. Segui-
damente se levanto la tapa de la placa de Petri
lo suficiente para rociar con el aire el medio de
cultivo Plate Count (agar-agar) durante 10 segun-
dosa9,

3. Conservacion y Almacenamiento:

e Tiempo y temperatura de conservacion: El estu-
dio microbiolégico de las muestras se inicio inme-
diatamente después de realizada la toma para
evitar los cambios imprevisibles, guardandolas
en una nevera con hielo, durante el transporte al
laboratorio de Microbiologia del Centro del Agua
de La Universidad del Zulia. La temperatura de
todas las muestras, se mantuvo por debajo de
10°C durante el transporte.

Analisis Microbiologico

1. Recuento heterotrofo en placa (RHP)@: es un

procedimiento que consiste en calcular el nimero
de bacterias vivas heterotrofas que existen en el
agua. Las colonias pueden surgir en pares, cade-
nas, grupos o cé€lulas tnicas, todas ellas engloba-
das bajo el término de unidades formadoras de
colonias (UFC). El namero final depende de la inte-
raccion entre las colonias en desarrollo.

Seleccion del método: El método de la placa ver-
tida (siembra de la muestra en agar-agar), es fcil
de poner en prictica y puede adaptarse a vola-
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menes de muestra diluida que oscilan entre 0,1y
2,0 ml.

Muestra: Se analizaron muestras y cada analisis se
realizo por triplicado.

. Preparacion de la muestra: Antes de proceder a

su estudio, se marco cada placa con el nimero de
la muestra, la dilucion, la fecha, nimero de sillon,
y tipo de muestra (manguera jeringa, manguera tur-
bina, aire jeringa, aire turbina, agua jeringa,'agua
turbina o agua tanque).

. Dilucion la muestra:

e Seleccion de las diluciones: Se seleccion6 de forma
que el nimero de colonias en una placa fuese
de 30 a 300. Para ello, se realizaron tres dilu-
ciones por cada muestra (directa, 10, 10?) con
sus respectivos duplicados.

e Medicion de las porciones de la muestra: Se uti-
lizaron pipetas esterilizadas distintas para los
pases inicial y posteriores del material procedente
de cada envase. Al extraer la muestra, las pipe-
tas no se introdujeron mas de 2,5 cm por deba-
jo del nivel de la superficie de la misma.
Medicion de las diluciones: Al desechar propor-
ciones de la muestra, se mantuvo la pipeta en un
angulo alrededor de 45 grados, con el extremo
tocando el fondo de la placa de Petri o dentro
del envase de diluciones. Se levanto la tapade-
ra de la placa de Petri lo suficiente para intro-
ducir la pipeta, dejando que el liquido drenase
desde una marca de graduacion de 1 ml al extre-
mo de la pipeta durante 2-4 segundos.

6. Siembra:

e Licuacion del medio: Se licud el medio de agar
solido estéril en agua hirviendo, en un envase
parcialmente cerrado. Se agreg6 al medio esté-
ril, un antimicético (solucion de Nistatina) para
evitar el crecimiento de hongos en la placa de
Petri, haciendo posible el contaje de heterotro-
fos. El medio liquido se mantuvo en bafio de
agua entre 44-46°C hasta el momento de usarlo.

e Vertido en las placas: Fueron vertidos 10-12 ml
de medio licuado mantenido a 44-46°C en cada
placa y levantandose suavemente la tapa lo sufi-
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10.

ciente para introducir el medio. Luego de afa-
dido el medio a todas las placas, se mezclo cui-
dadosamente el medio liquido con la porcion de
muestra en estudio previamente colocado en la
placa, con cuidado de no proyectar la mezcla
contra el borde, girando primero el disco en una
direccién y después en la contraria o rotandolo
e inclinandolo a la vez. Se dejo solidificar las pla-
cas 10 min. y fueron invertidas y colocadas en la
estufa a 37°C durante 48 horas.

e Controles estériles: Se comprobo la esterilidad del
medio y de los blancos de agua de dilucion pre-
parando con ellos placas fluidas en cada serie de
muestras.

Medios: Fue utilizado para el recuento en placa:

Agar-agar (agar enzimas hidrolizadas de caseina,

dextrosa y extracto de levadura).

Incubacion: Las placas fueron colocadas en estu-

fas a 37°C durante 48 horas.

. Recuento y registro: Utilizando placas fluidas,

inmediatamente después de la incubacion, se rea-
liz6 el contaje de todas las colonias de las placas
seleccionadas. Se registro en el informe los resul-
tados de los controles estériles de cada uno de los
lotes de muestra, con un contador de colonias
Quebec. Al preparar las placas, se introdujo vola-
menes de muestra que proporcionaron 30-300
colonias/placas. Por lo general no deben sembrarse
mis de 2.0 ml de muestra; por tanto, cuando el
numero total de colonias que se desarrollan con
2.0 ml sea inferior a 30 no se observara la regla
antes expuesta y se registraran los resultados obte-
nidos en la dilucién anterior. Se registr6 el recuen-
to bacteriano por ml, multiplicando el nimero de
colonias por placa por el reciproco de la dilucion
utilizada. Se present6 el informe en UFC por mly
cm?.

Calculo y comunicacion de los recuentos: Para
calcular el recuento heterotrofo en placas, se mul-
tiplico el namero total de colonias por placa por
el inverso de la dilucion utilizada. Se notifico las
diluciones utilizadas y el nimero de colonias con-
tadas o calculadas en cada placa.
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Figura 1. Contaje de beterctrofos en muestras de agua del tanque
de almacenamiento.

DISCUSION

Los valores de heterotrofos aerobios, obtenidos
durante la primera semana en el tanque de almace-
namiento que surte de agua a la Facultad de Odon-
tologia, fueron considerablemente altos, alcanzando
un maximo de 5.800 UFC/ml. Se pudo observar una
disminucién progresiva en el valor de heterotrofos en
la segunda y tercera semana, esta Gltima presenté una
disminuci6n considerable en comparacion con la pri-
mera semana de muestreo, con un valor de 493
UFC/ml. Se puede inferir que estos cambios se debie-
ron a que durante la primera semana de muestreo el
servicio de agua estuvo interrumpido, por lo cual el
tanque de almacenamiento no recibi6é agua favore-
ciendo asi, al incremento de microorganismos. Un dia
antes de realizar el segundo muestreo el servicio de
agua fue restablecido lo que pudo agitar el material
sedimentado; asi el contaje obtenido fue mayor que
lo esperado. Mientras que para la tercera semana el
constante flujo de agua favorecio la disminucién del
nimero de microorganismos. Aun asi estos valores son
altos en comparacion con la normativa para agua pota-
ble que se especifica segiin gaceta oficial de Vene-
zuela del afio 1998, ntimero 178, afios 87 y 138, capi-
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tulo II, articulo 11 donde establece que «el agua pota-
ble no debe contener organismos Heter6trofos en den-
sidad mayor a 100 UFC/ml> (Fig. 1).

Las muestras de agua obtenidas de las turbinas y
las jeringas triples, de la Clinica A de la Facultad de
Odontologia, presentaron valores de heterétrofos aero-
bios que en todos los casos superaron los permitidos
por la normativa. Para la primera semana, se obser-
varon valores hasta de 5.600 UFC/ml. Estos valores se
corresponden con los encontrados en el tanque de
agua de almacenamiento para esa semana. Durante
la segunda semana de muestreo, se observé un
aumento considerable, que alcanzo en algunos casos
las 30.000 UFC/ml, para la tercera semana, en casi
todos los casos los valores disminuyeron. Es impor-
tante sefalar, que los valores més altos siempre fue-
ron obtenidos de las mangueras de las jeringas de tri-
ple uso, probablemente porque el agua circula con
una menor frecuencia en dichas jeringas. Asi para la
segunda semana, periodo en el cual las actividades
clinicas se encontraban suspendidas, el agua perma-
necio estancada en las mangueras de las unidades,
y esto favoreci6é su crecimiento y multiplicacion.
Durante este periodo, se realizaron las actividades de
mantenimiento a dichas clinicas. Las mangueras de
las unidades 1, 4 y 14 fueron reemplazadas por unas
nuevas lo que puede explicar los bajos niveles de
heterétrofos encontrados en las mismas. La tercera
semana, las actividades clinicas fueron reiniciadas y
el namero de microorganismos fue menor, proba-
blemente debido a que éstos habian disminuido en
el tanque de almacenamiento y también debido al
incremento en la circulacién y residencia del agua
dentro del sistema (Fig. 2).

Los valores de organismos heter6trofos para las
muestras de aire y «biofilm» mostraron un comporta-
miento similar al encontrado en el resto de las mues-
tras. Estas revelaron altos valores de heterétrofos duran-
te la primera semana. Para el segundo muestreo los
valores se incrementaron mientras que para la terce-
ra semana hubo una disminucion, pero siempre los
niveles de heterotrofos se presentaron elevados (Figs.
3y 4.
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Figura 2. Contaje de heterotrofos expresados en UFC/ml en muestras de agua obtenidas de la turbina y jeringa de triple uso.
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Figura 3. Contaje de heterdtrofos expresados en UFC/mb de muestras de aire obtenidas en partes estructurales de 14 unidades odontologicas.
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Figura 4. Contaje de beterotrofos expresados en UFC/mP en muestras de «biofilm» obtenidas en paries estructurales de 14 unidades odontologicas.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1. Los valores obtenidos del contaje de aerobios en
el tanque de almacenamiento de agua, que surte a
los sillones odontolégicos de la Clinica A de la Facul-
tad de Odontologia de La Universidad del Zulia,
superaron casi cinco veces el valor permitido por la
normativa vigente; por lo tanto es necesario imple-
mentar una politica de mantenimiento del tanque a
través de la cual se controlen los niveles de hete-
rotrofos. Del mismo modo, realizar anilisis micro-
biolégicos periddicos y frecuentes, para conocer per-
manentemente la calidad microbiologica del agua.

2. Todas las muestras de agua, evaluadas microbio-
logicamente, obtenidas de los sillones odontologi-
cos de la Clinica A de la Facultad de Odontologia
de La Universidad del Zulia, presentaron contajes
de heterétrofos por encima de la normativa vigen-
te. El agua que reciben los equipos odontologicos,
debe ser tratada previamente a su uso para garan-

tizar un tratamiento aséptico21-?»,_Es importante
instalar equipos de desinfeccion de agua o tecno-
logias de control microbiolégico que inhiban y/o
destruyan los microorganismos que puedan estar
presentes en el agua circulante de las mangueras
de las unidades odontologicas.

Todas las muestras de mangueras analizadas pre-
sentaron formacioén de «biofilm», es por ello impor-
tante la renovacion periddica de esas mangueras para
evitar su uso una vez que se ha formado el <biofilm»
o aplicar una técnica de limpieza de las mismas, de
modo que se garantice la calidad del agua circu-
lante. Algunos agentes antimicrobianos propuestos,
han demostrado reducir la adhesion de los agentes
de unidn en la dentina®, por lo cual los odontélo-
gos deben ser conscientes de las posibles interac-
ciones de estos productos y los agentes adhesivos
utilizados rutinariamente en la consulta dental.

Los microorganismos heterétrofos aerobios, estu-
vieron presentes en todas las muestras de aire y por
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lo tanto, se recomienda acondicionar el sistema con
filtros que eliminen la flora bacteriana presente.

Los equipos e instrumentos odontolégicos son uti-
lizados para el tratamiento de dientes y superfi-
cies abiertas, que exigen un nivel de asepsia extre-
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6.

Nuevos estudios deben realizarse, para poder deter-
minar la presencia de microorganismos patégenos
en las unidades odontologicas y su posible efecto
tanto para los pacientes, como para el personal que
trabaja en la clinica dental.

ma requiriendo altos niveles de calidad micro- 7. La nueva tecnologia actualmente disponible, asi
biolbgica. Los cuidados y prevenciones que se como los protocolos de desinfeccion deben poner-
tomen, no serdn nunca excesivos para prevenir se en practica, para garantizar el suministro de agua
cualquier proceso infeccioso y permitir un tra- potable en los consultorios dentales, que cumpla
bajo con niveles correctos como el paciente mere- con la normativa minima aplicada al agua que inge-
ce. rimos.
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