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Resumen

El aislamiento y detección de Legionella pneumophila en agua potable puede 
ser un proceso difícil, debido a que algunas de las técnicas existentes 
no recuperan la cantidad establecida por normas internacionales, y al 
ser un microorganismo exigente, se requiere de medios especiales para 
su recuperación y crecimiento. El objetivo del estudio fue validar un 
método de concentración por medio de la implementación del equipo 
Celltrazone® para lograr la recuperación en agar BCYE, utilizando 
muestras de agua potable con diferentes concentraciones de la bacteria. 
Para lograr este objetivo, se ensayaron tres tipos de tratamiento para 
el filtro obtenido después de la filtración por el equipo Celltrazone®, 
vortex, sonicación y agitación; sin embargo, al no aplicar ningún 
procedimiento al filtro y realizar su siembra directa se obtuvieron los 
mejores resultados. El análisis estadístico demostró que con el método 
seleccionado se puede concentrar hasta 1x102 UFC, se alcanzó una 
sensibilidad del 100%, una especificidad del 80% y un valor de exactitud 
del 87,5%. El método de filtración de membrana utilizando el equipo 
Celltrazone® permitió aumentar la concentración de L. pneumophila en 
agua potable, cumpliendo con los intervalos normalizados por ISO y 
la OMS, por lo tanto, el método es apto para su aplicación asegurando 
resultados confiables.
Palabras Clave: Legionella pneumophila, Celltrazone®, filtración por 
membrana, validación.
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Abstract

The isolation and detection of  Legionella 
pneumophila in drinking water can be a difficult process 
due to the fact that some of  the existing techniques do 
not recover the amount established by international 
standards and, as it is a demanding microorganism, 
special media are required for its isolation and 
growth. The objective of  this study was to validate 
a concentration method through the implementation 
of  the Celltrazone® equipment to achieve recovery 
in BCYE agar, using drinking water samples with 
different concentrations of  the bacteria. To achieve 
this objective, three types of  treatment were tested for 
the filter obtained after filtration by the Celltrazone® 
equipment, vortex, sonication and agitation; however, 
better results were obtained without applying any 
procedure to the filter and performing direct seeding. 
Statistical analysis showed that up to 1x102 CFU can 
be concentrated with the selected method, a sensitivity 
of  100%, a specificity of  80% and an accuracy value 
of  87.5% were achieved. The membrane filtration 
method using the Celltrazone® equipment allowed 
to increase the concentration of  L. pneumophila in 
drinking water, complying with the normalized 
intervals by ISO and WHO; therefore, the method is 
suitable for its application, ensuring reliable results.

Keywords: Legionella pneumophila, Celltrazone®, 
membrane filtration, validation.

INTRODUCCIÓN

Legionella pneumophila es un bacilo Gram negativo que 
se encuentra en ambientes acuáticos naturales. El mi-
croorganismo coloniza la red de tuberías de agua po-
table de edificaciones antiguas y las malas condiciones 
de la infraestructura de los sistemas de calderas per-
miten al patógeno su establecimiento mediante la for-
mación de biopelículas y su constante proliferación en 
un amplio rango de temperaturas, permitiendo en los 
hospitales, que llegue a infectar pacientes susceptibles 
al desarrollo de una neumonía asociada a la atención 
en salud por el contacto con agua contaminada (1). 

En Colombia, la Guía Técnica Colombiana GTC 
257:2015 expone los criterios y las acciones que se de-
ben llevar a cabo para controlar y prevenir la aparición 

y multiplicación del microorganismo en instalaciones 
y equipos de diferentes sistemas de agua potable (2). 
Sin embargo, la Guía no propone una metodología 
para el aislamiento y detección del patógeno en agua 
potable, por lo tanto, no hay un protocolo estableci-
do para buscar la presencia L. pneumophila en la red 
de abastecimiento de agua en edificaciones, como las 
instituciones hospitalarias. Aunque, el cultivo es el 
principal método de diagnóstico, L. pneumophila es un 
patógeno exigente nutricionalmente lo que implica el 
uso de medios especiales y la aplicación de técnicas 
que permitan concentrar las muestras de agua para 
lograr su recuperación, dos factores que se suman al 
problema de salud pública.

En el país no existen notificaciones de brotes cau-
sados por este microorganismo. Patiño-Barbosa y col., 
realizaron un estudio observacional y retrospectivo de 
datos recolectados en el Registro Individual de Pres-
tación de Servicios (RIPS) entre 2009-2013, y conclu-
yeron que la enfermedad está presente en Colombia, 
basados en la notificación de 206 casos con un prome-
dio de 41,2 casos por año, y que existe un subregistro 
de casos en la población de mayor edad, donde habi-
tualmente la infección de vías respiratorias no incluye 
Legionella spp. como diagnóstico diferencial (3).

En España, la legionelosis es una de las enferme-
dades objeto de notificación obligatoria y de acuerdo 
al Real Decreto 487/2022 se establecieron los requi-
sitos sanitarios para la prevención y el control de la 
legionelosis. El Real Decreto tiene como objeto la 
protección de la salud de la población a través de la 
prevención y control de la legionelosis mediante la 
adopción de medidas sanitarias en aquellas instalacio-
nes que utilicen agua en las que Legionella es capaz de 
proliferar y diseminarse a través de aerosoles y la ex-
posición de las personas a los mismos (4). 

De acuerdo al Ministerio de Salud de Colombia 
(Decreto 1575 y resolución 2115 del año 2007), en 
el análisis microbiológico de las aguas no se buscan 
microorganismos patógenos específicos, es decir, no 
se aísla o identifican los microorganismos patógenos 
del agua, solo se determina la presencia o ausencia de 
contaminación de origen fecal. En el artículo 11 se 
propone la aplicación de la técnica del número más 
probable, la técnica enzimática de sustrato definido o 
la técnica de filtración por membrana para determina-
ción de coliformes totales y de Eschericha coli (5). 
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Aunque las pruebas microbiológicas son recomen-
dadas en los programas de monitoreo general, existen 
otros métodos disponibles para detectar Legionella en 
los sistemas de agua. La técnica de PCR es sensible, 
específica, proporciona resultados en menos de 24 h 
y determina la presencia/ausencia de Legionella spp. o 
ADN de este microorganismo. Sin embargo, su ejecu-
ción requiere de personal laboratorios especializados, 
y aunque ahora existen opciones de PCR en el país, 
los estudios no muestran un acuerdo entre la compa-
ración de las unidades del genoma con las unidades 
formadoras de colonias (UFC) y los límites de detec-
ción. Los ensayos de separación inmuno-magnética 
son independientes del cultivo, detectan múltiples es-
pecies de Legionella, y los resultados están disponibles 
en 24 h, con opciones de procesamiento automati-
zado. Los dispositivos de flujo lateral para usarse en 
campo permiten determinar la presencia/ausencia de 
L. pneumophila del serogrupo 1 cuando hay alta carga 
bacteriana, pero las pruebas en aguas potables no han 
dado resultados confiables (6).

El semillero SIMIC viene trabajando en la im-
plementación del equipo Celltrazone® para filtración 
de aguas y recuperación de Legionella pneumophila, por 
lo cual el proceso de validación de este método es el 
paso inicial para su uso en laboratorios de microbio-
logía. Por tanto, el objetivo del presente estudio es el 
de validar un método que mejore el aislamiento de 
Legionella pneumophila en agua potable, por medio del 
equipo Celltrazone®.

MATERIALES Y MÉTODOS

Se realizó un estudio descriptivo experimental. El tra-
bajo fue financiado por Fundación Universitaria de 
Ciencias de la Salud por Convocatoria Fortalecimien-
to de Semilleros 2021 (DI-I0126-21) y aprobado por 
el Comité de Ética. 

Como muestra para la validación se utilizó agua 
potable y la cepa de Legionella pneumophila subsp. frase-
ri ATCC 33156. Además, cepas de Staphylococcus aureus 
ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomo-
nas aeruginosa ATCC 2783, en diluciones 1x102 , 1x103  
y 1x104, se utilizaron para determinar le selectividad 
del medio BCYE (charcoal-yeast extract agar) de la 
marca Liofilchem® (Roseto degli Abruzzi, Italy) (7). 

La siembra se llevó a cabo por el método de Kass y la 
lectura se realizó a las 48 horas de incubación a 37°C. 

Se preparó L. pneumophila subsp. Fraseri a una 
concentración de 1,5x108 por espectrofotometría y 
diluciones seriadas desde 1x107 hasta 1x103, utilizan-
do agua potable que fue recolectada de un grifo para 
recrear las condiciones ambientales de la bacteria. Las 
diferentes diluciones de muestras fueron procesadas 
por duplicado en el equipo Celltrazone® con el pro-
grama Huro Paths, siguiendo las especificaciones del 
fabricante y la membrana del filtro fue recuperada 
bajo condiciones estériles (8).

Procesos y tratamientos de la membrana del filtro

Las membranas del filtro se llevaron a cuatro procedi-
mientos de la siguiente forma: 
i) 	 Sonicación: Cada membrana obtenida se introdujo 

en una placa de Petri de 50 mm de diámetro con 
2 mL de agua estéril y se utilizó el sonicador El-
masonic Easy 30H, durante 10 minutos con una 
frecuencia de 60 Hz. 

ii) 	Agitación: En placas ThermoFisher Scientific de 
6 pozos se colocaron las membranas obtenidas y 
se agregó 2 mL de agua estéril, la placa se colocó 
en agitación en el equipo ThermoFisher durante 5 
minutos a 1250 rpm. 

iii) 	Vortex: Cada membrana se colocó en 2 mL de 
agua estéril en tubo falcón de 10 mL y se agitó 
durante 15 minutos en Vortex V-1 plus. 
En todos los procedimientos se realizó la siembra 

del líquido en medio BCYE empleando el método de 
Kass con asa calibrada de 10 μL y se incubó a 36 ± 
2 °C durante 48 horas en atmósfera de 2,5% de CO2.
iv) 	No se aplicó ninguna técnica: La membrana re-

cuperada del equipo y la cual no fue sometida a 
ningún procedimiento, se colocó directamente so-
bre el agar BCYE durante 30 segundos y se retiró 
la membrana. La caja fue incubada a 36 ± 2 °C 
durante 48 horas en atmósfera de 2,5% de CO2.

Validación del método

Para realizar la validación se escogió como método de 
referencia la siembra directa de las diluciones seria-
das de Legionella pneumophila desde 1x107 hasta 1x103 y 
como método alterno “sin aplicar ninguna técnica” a 
la membrana de filtración obtenidas de las diluciones 
seriadas desde 1x107 hasta 1x103. Se realizaron 12 ré-
plicas de cada ensayo.

http://doi.org/10.17533/udea.hm.v14n1a02
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Basado en el documento Validación de Métodos 
Microbiológicos del Invima (7), para obtener los re-
sultados estadísticos se efectuó el conteo de UFC 
(unidades formadoras de colonias), donde (+) signi-
fica desarrollo de colonias en el medio de cultivo y (-) 
ausencia de crecimiento. Para evaluar estadísticamente 
el método escogido se calcularon los parámetros de 
límite de detección, sensi bilidad, especificidad, falsos 
positivos, falsos negativos, exactitud relativa, sensi-
bilidad relativa, especificidad relativa y exactitud. Se 
calcularon las variables con las fórmulas presentadas 
en la tabla 1.

Tabla 1: Fórmulas para verificar del método

Medida Fórmula Referencia

Límite de detección P(+) = 1 – e –m (6)

Sensibilidad Sensibilidad=  a
a b+

x 100 (8,9)

Especificidad Especificidad= d
c d+

 x 100 (7,9)

Falsos positivos Falsos(+)= c
a c+

 x 100 (7,9)

Falsos negativos Falsos(-)= d
b d+

 x 100 (8,9)

Exactitud relativa Exactitud relativa= a d
N
+  x 100 (8,9)

Sensibilidad relativa SR= a
N +

 x 100 (8,9)

Especificidad relativa ER= d
N −

 x 100 (8,9)

Selectividad Selectividad= Log ( )a c
N
+ (8,9)

e: Es la base de logaritmo natural; m: Es el número promedio de UFC 
por porción analítica; a: Son los acuerdos positivos; b: Es la desviación 
positiva; c: Es la desviación negativa; d: Son los acuerdos negativos

Tratamiento de datos

Se realizó análisis univariado con determinación de 
medias, desviaciones estándar (DS) y se realizó una 
ANOVA para determinar un factor entre los recuen-
tos de UFC que se realizaron.

RESULTADOS

La selectividad de un medio de cultivo se define como 
la capacidad para inhibir el desarrollo de microorga-
nismos no específicos. En el medio BCYE se inhi-
bió el crecimiento de Staphylococcus aureus, Pseudomonas 
aeruginosa y Escherichia coli a las diluciones 1x104, 1x103, 
1x102. Al no obtener crecimiento de estos microor-
ganismos en ninguna de las diluciones, se reportó el 
factor de selectividad como inhibición total.

Los cultivos de L. pneumophila, en BCYE, de los 
cuatro procedimientos aplicados en las membranas 
del filtro y del método de referencia (la siembra direc-
ta de las diluciones seriadas de Legionella) se muestran 
en la figura 1.

Basados en los resultados de crecimiento de L. 
pneumophila en las diluciones 1x104 y 1x103 (tabla 2), 
se seleccionó “no aplicar ninguna técnica” en el pro-
cesamiento de la membrana del filtro antes de realizar 
el cultivo. 

Los resultados de crecimiento de L. pneumophila en 
agar BCYE para la validación del método de filtración 
con equipo Celltrazone® se presentan en la tabla 2.

Tabla 2: Réplicas de crecimiento de L. pneumophila en agar BCYE. (+): creció, (-): no creció.  
MR: Método de Referencia y MA: Método Alternativo.

Replica 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Nivel MR MA MR MA MR MA MR MA MR MA MR MA MR MA MR MA MR MA MR MA MR MA MR MA

1x103 (+) (+) (+) (+) (-) (+) (-) (+) (-) (+) (-) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (-) (+) (-) (+)

1x104 (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (-) (+) (-) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (-) (+) (-) (+)

1x105 (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+)

1x106 (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+)

1x107 (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+)

http://doi.org/10.17533/udea.hm.v14n1a02
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Sonicación Agitación Vortex Ninguno

1x107

Creció Creció Creció Creció

1x106

Creció Creció Creció Creció

1x105

Creció               Creció Creció Creció

1x104

Creció No creció Creció Creció

1x103

No creció No creció No creció Creció

Figura 1: Crecimiento de Legionella pneumophila en agar BCYE utilizando los tratamientos de la membrana del filtro y el método de referencia.

http://doi.org/10.17533/udea.hm.v14n1a02
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Adicionalmente, se determinaron los parámetros 
estadísticos que permitieron validar el proceso micro-
biológico cualitativo del estudio. A continuación, en la 
tabla 3, se presentan los resultados de cada variable.

Tabla 3: Valores estadísticos representativos de la validación para 
la recuperación de Legionella pneumophila.

Parámetro estadístico Resultados

Límite de detección 1x102

Sensibilidad 100 %

Especificidad 80 %

Falsos positivos 20%

Falsos negativos 0 %

Exactitud relativa 87,5%

Sensibilidad relativa 75%

Especificidad relativa 100%

Selectividad -0.30

La determinación del límite de detección del mé-
todo alternativo “no aplicar ninguna técnica” en el 
procesamiento de la membrana del filtro se muestra 
en la tabla 4. 

Tabla 4: Estimación del límite de detección del método por 
filtración de membrana en el Celltrazone®.

Dilución  Recuento promedio 
de UFC

Legionella pneumophila
P(+) = 1 – e –m

1x105 327 1

1x104 101 1

1x103 33 1

1x102 3 0,88

1x101 0 0

DISCUSIÓN

Legionella pneumophila es un microorganismo que habi-
ta en el agua y su capacidad para contaminar sistemas 
de aguas de hoteles, hospitales y spas, entre otros, ha 
llevado al desarrollo de programas de vigilancia para 
evitar su propagación mediante su pronta detección, 
eliminación y control, especialmente en países de la 
Unión Europea. En el caso de Colombia, la normati-
va no estipula la metodología que debe utilizarse para 
la detección del patógeno y no establece los límites 
de referencia que deben cumplir las muestras de agua 
procedentes de los entornos hospitalarios.

Para recuperar la bacteria se utilizó el medio de 
cultivo BCYE que contiene componentes nutriciona-
les necesarios para Legionella y la comunidad microbia-
na acompañante no debería crecer. En el inserto del 
medio de Liofilchem® se menciona que Escherichia coli 
y Staphylococcus aureus pueden crecer en el medio BCYE 
suplementado (11,12); sin embargo, no mencionan las 
concentraciones de desarrollo. El agar BCYE de la 
casa comercial Neogen®, en el ítem de “Control de 
Calidad” proporciona las concentraciones a las cuales 
E. coli y Pseudomonas aeruginosa son inhibidas (103-104) 
(13). Y en el Manual de Microbiología de Merck (66), 
se menciona que con un inóculo de 5000 UFC E. coli 
y 50-500 UFC de P. aeruginosa no hay recuperación (7). 
Nuestros ensayos de selectividad demostraron que E. 
coli, P. aeruginosa y S. aureus son inhibidas en el medio 
de cultivo BCYE, asegurando la no interferencia de 
estos microorganismos en el proceso de validación. 

El equipo Celltrazone® utiliza métodos de filtra-
ción y precipitación a través de membrana  dual; la 
primera membrana del filtro retiene los residuos inne-
cesarios y la segunda membrana toma sólo las células 
requeridas para la impresión de la lámina después de 
drenar el líquido innecesario, logrando una excelente 
concentración de muestras (8). Por esta razón logra-
mos en nuestros ensayos una alta recuperación de L. 
pneumophila. En algunos protocolos de pre-validación 
se mostró que los filtros debían ser sometidos a dife-
rentes procedimientos  para mejorar la detección de 
microorganismos que pueden proliferar en suminis-
tros de agua potable (14),  por esta razón evaluamos 
los cuatro protocolos descritos. Bartie y col.  evalua-
ron sonicación y vortex de los filtros de detección de 
especies de Legionella, sus resultados indicaron que la 
concentración por filtración de membrana utilizan-
do filtros de nitrocelulosa con un tamaño de poro de 
0,45 μm, seguida de sonicación durante 10 minutos, 
sería el método de concentración y resuspensión más 
apropiado para las muestras (15). De acuerdo con los 
resultados obtenidos en este estudio, el uso de vor-
tex o sonicación es insuficiente para lograr separar las 
bacterias que permanecen retenidas en los poros de 
la membrana, y evidenciamos que al colocar el filtro 
directamente sobre el medio y realizar la estría se logra 
el crecimiento del microorganismo. Una ventaja de 
este protocolo es que al evitar manipular la membrana 
se pierden menos microorganismos.

http://doi.org/10.17533/udea.hm.v14n1a02
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Basados en los resultados estadísticos, se determi-
nó que el método aplicado es útil para recuperar el 
microorganismo en el agua, incluso en bajas concen-
traciones que se consideran potencialmente peligrosas 
para la salud. Teniendo en cuenta los parámetros de 
validación determinamos que se tiene como mínima 
cantidad de colonias obtenidas, una concentración de 
1x102 UFC, cumpliendo así con lo notificado en la 
norma ISO 11731:2017 donde la filtración por mem-
brana y posterior cultivo debe cumplir un límite de 
detección mínimo de 1x104 UFC, y también, con el 
establecido por la OMS con un intervalo de 1x102 a 
1x103 UFC (15). En el trabajo realizado por Ezerra-
no y col. (16) se menciona que los inmunosensores 
basados en filtración tienen apenas un límite de de-
tección entre 1x108 hasta 1x106 y para alcanzar una 
concentración de 1x104 se necesitaba aplicar un paso 
de preconcentración y, aun así, no lograron alcanzar 
los estándares establecidos para la vigilancia de Legio-
nella spp. según la OMS.

Según la Sociedad Española de Enfermedades 
Infecciosas y Microbiología Clínica, en su documen-
to de Validación y verificación analítica de métodos 
microbiológicos, recomiendan que los valores de sen-
sibilidad y especificidad deben ser superiores al 90% 
(17), el método realizado en este estudio presentó una 
sensibilidad del 100%, es decir, que identificó todas 
las muestras que contenían el microorganismo y res-
ponden positivamente al método. Pita-Fernández y 
col.  afirman que pruebas  con porcentaje de espe-
cificidad  menor del 50% deben ser rechazadas (18), 
la especificidad del método aplicado fue del 80%, la 
cual se considera buena y permite dar validez a los 
resultados obtenidos. Al ser una evaluación cualitativa 
se indica que la elección y las fuentes de las muestras  
de agua deben ser revisadas para distinguir Legionella de  
microorganismos acompañantes.

De igual manera se puede analizar otros valores 
como falsos positivos y negativos, estos son determi-
nados porque se pretende demostrar que la microbio-
ta acompañante no influencia el resultado del ensayo, 
lo ideal es que fuera 0%, como se observa en el caso 
de los falsos negativos; sin embargo, para el caso de 
los falsos positivos al ser del 20% es un valor que co-
rresponde a muestras que arrojaron resultado positivo 
cuando la correcta caracterización indica que es nega-

tivo. Al analizar estos valores se llega a pensar que el 
método es bueno, pero puede ser mejorado.

La exactitud del método muestra la relación en-
tre los resultados obtenidos del nuevo método y el de 
referencia, este puede ser evaluado al determinar la 
recuperación de cantidades conocidas de un microor-
ganismo que se ha adicionado a una muestra. Sandle  
T., establece que al comparar entre dos métodos, a 
veces se establece un valor del 70% (19), en el caso de 
nuestro ensayo se obtuvo un valor de 87,5%, por lo 
tanto, lo consideramos como aceptable. 

La selectividad es una medida que determina si 
existen sustancias que interfieren en la determinación 
de L. pneumophila de acuerdo con un procedimiento 
dado. Según esto, nuestro método es muy selectivo 
con un valor de -0,30, que se considera incluso mejor 
que el valor guía de -1 sugerido por ISO/TR 13843 
(20) para métodos de recuento de colonias.

De acuerdo a todos los resultados obtenidos se logró 
validar el método de filtración por membrana con el 
equipo Celltrazone®, obteniendo la mayor recuperación 
de L. pneumophila y concentraciones que concuerdan 
a las mencionadas por las normas internacionales de 
recuperación en muestras de agua potable.

CONCLUSIONES

Utilizando el equipo Celltrazone se logró validar el 
método por filtración de membrana para el aislamien-
to de Legionella pneumophila. Los resultados demostra-
ron que al no realizar un tratamiento previo de los 
filtros, permitió recuentos mayores en las placas de 
agar donde se probaron concentraciones de 1x103 y 
1x104 a diferencia de la siembra directa que no obtuvo 
recuentos en estas dos diluciones.

Los parámetros de validación estadísticos para eva-
luar la viabilidad del nuevo método, como sensibilidad 
de 100%, especificidad de 80% y exactitud de 87,5%, 
entre otros, evidencian la capacidad de que el método 
puede pasar a la etapa de implementación, utilizando 
muestras en los dierentes servicios de hospitales.
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