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Resumen Antimicrobial resistance profile in non-fermenting gram negative bacilli

La amplia distribucion de los bacilos gram negativos no fermentadores isolated in water resources
en medios ambientales como el agua y especies vegetales cobra importancia
al ser reconocidos como agentes causales de enfermedades en pacientes
inmunocomprometidos, de alli la relevancia del porque debemos conocer la
prevalencia y perfil de susceptibilidad de estos microorganismos en ambientes
no hospitalarios. Materiales y Métodos: Estudio transversal, realizado en
muestras hidricas de fuentes naturales y artificiales de almacenamiento
para el consumo humano en la ciudad de Bogotd y municipios aledafios. La
identificacion se realizo a través de pruebas IMVIC y el perfil de resistencia
a través del método de kirby bauer o E-TEST". Resultados: Se obtuvieron 42
muestras, 7 (16,6%) con aislamientos de interés: 3 (60%) Pseudomonas spp,
2 (20%) Acinetobacter spp, 1 (10%) Sphingomonas paucimobilis y 1 (10%)
Pantoea spp. El 70% presento resistencia a la ceftriaxona, el 30% a cefoxitina,
20% a gentamicina, 10% a ciprofloxacina y 10% a piperacilina-tazobactam. No
se presento resistencia a imipenem. Conclusion: 5 de 7 aislamientos revelaron
un BGNNF de importancia en infeccién en humanos, siendo importante la
resistencia encontrada a la ceftriaxona.
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Abstract

The wide distribution of non-fermenting gram negative bacilli in
environmental media such as water and plants becomes important as they
are recognized a cause of diseases in immunocompromised patients, that’s the
reason why we should to know the prevalence and the susceptibility profile of
these microorganisms in non-hospital environments. Materials and Methods:
Cross-sectional study done with samples of natural and artificial water storage
for human consumption in the city of Bogota and surrounding municipalities.
The identification was made through IMVIC tests and the resistance profile
through the kirby bauer or E-TEST® method. Results: 42 samples were
obtained, 7 (16.6%) with isolates of interest: 3 (60%) Pseudomonas spp, 2
(20%) Acinetobacter spp, 1 (10%) Sphingomonas paucimobilis and 1 (10%)
Pantoea spp. The 70% had resistance to ceftriaxone, 30% to cefoxitin, 20%
to gentamicin, 10% to ciprofloxacin and 10% to piperacillin-tazobactam. No
resistance to imipenem was shown. Conclusion: 5 of 7 isolates revealed a
BGNNF of importance in infection in humans, with an important resistance
to ceftriaxone.
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Introducciéon

Los bacilos gram negativos no fermentadores (BGNNF) son un grupo complejo y amplio de microorganismos aerobios, no esporulados,
incapaces de fermentar hidratos de carbono, ubicuos del medio ambiente, siendo fuentes comunes de aislamiento el suelo, las plantas y el agua
[1-3], aunque pueden también encontrarse distribuidos ampliamente en el ambiente hospitalario tanto en instrumentos como humidificadores,
ventiladores mecanicos, colchones e incluso en la piel de los trabajadores sanitarios [4], representando aproximadamente el 15% del total de los
aislamientos provenientes de muestras clinicas [5].

De las 120 especies reconocidas hasta el momento, sobresalen algunas como Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Burkholderia
cepacia, Stenotrophomonas maltophilia, Ralstonia pickettii y Sphingomonas paucimobilis las cuales son identificadas como causantes de
infecciones en pacientes con enfermedades significativas de base e inmunocomprometidos especialmente (6,7), ademas de ser causantes de brotes
epidemioldgicos nosocomiales gracias a su gran adaptabilidad en ambientes hospitalarios debido a su versatilidad nutricional, capacidad para
diseminarse desde reservorios exdgenos o enddgenos, resistencia intrinseca a multiples antimicrobianos de gran espectro y su facilidad para
adquirir resistencia a diferentes antimicrobianos [8-9].

En los ultimos 10 afos, ha ido en aumento la incidencia de infecciones por este tipo de microorganismos, con perfiles que evidencian
multiresistencia a diversos antibidticos, asi como el aumento en las tasas de morbimortalidad, especialmente en aislamientos de Pseudomonas
aeruginosa y Acinetobacter baumannii [10-13] que han venido tomando importancia por ser los principales causantes de enfermedades infecciosas
severas que incluso pueden llevar a la muerte a las personas que lo padecen, razon por la cual es de gran ayuda identificar perfiles de resistencia
de los mismos.

Actualmente en Colombia son insuficientes los datos que se pueden encontrar acerca del aislamiento de estos microorganismos en el medio
ambiente donde el ser humano puede tener contacto en cualquier momento de su vida, por lo cual, el objetivo del presente articulo es dar a
conocer la prevalencia de bacilos gram negativos no fermentadores en fuentes hidricas naturales y artificiales y su respectivo perfil de resistencia
antimicrobiano.

Materiales y métodos
Estudio transversal. Se realiz6 un muestreo no probabilistico donde se recolectaron 42 muestras provenientes de piscinas, fuentes hidricas
naturales y tanques de almacenamiento de agua, siendo estos tltimos el niimero predominante de muestras, en Bogota y municipios cercanos. Se
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consideraron como criterios de inclusién: 1. Muestras provenientes
de tanques de almacenamiento de agua sin mantenimiento previo de
6 meses, 2. Muestras recolectadas de piscinas privadas o cuyo cardcter
no represente estdndares estrictos de mantenimiento, 3. Muestras
recolectadas en lagos o rios que tengan condiciones favorables para
el aislamiento de este tipo de microorganismos. Como criterios de
exclusion se consideraron: 1. Muestras provenientes de recipientes
que almacenan agua en conjuntos residenciales dado al constante
mantenimiento al cual son sometidos lo cual dificulta el aislamiento
de microorganismos. Cada muestra comprendié un total de 50
mL, almacenados en tubos Falcon y llevados al laboratorio para su
procesamiento.

De las muestras recolectadas, se transfirié 1 mL, por dispersion
en agar sangre y MacConkey, los cuales se incubaron por 48 horas
a 37°C. Posteriormente se realizé tincion de gram a las colonias
que crecieron en los agares nutritivos, con el fin de identificar su
morfologia. Aquellas identificadas como bacilos gram negativos se les
realizaron pruebas bioquimicas tales como: fermentacion de azucar
(Triple Sugar Iron), oxidasa, motilidad (Sulfuro Indol Motilidad),
ureasa, citrato, Voges Proskauer (VP) y rojo metilo (RM), las cuales se
incubaron a 37°C por 24 horas. Luego, cada prueba se interpreté para
realizar la identificacién de especies bacterianas.

La sensibilidad a antibidticos se realiz6 utilizando el método
de Kirby-Bauer. Este proceso incluyo la toma de muestras en los
aislamientos positivos para bacilos gram negativos no fermentadores,
los cuales fueron inoculados en agar Mueller-Hinton e incubados 24
horas a 37°C. Se utilizaron los siguientes antibidticos: ciprofloxacina,
cefoxitina, piperacilina-tazobactam, ceftriaxona y gentamicina.
Ademas, se analizé la sensibilidad a imipenem mediante E-TEST".
Los procedimientos se realizaron segun los lineamientos del Comité
Nacional para Estandares de Laboratorio Clinico (NCCLS por sus
siglas en inglés) [14].

Resultados

Tabla 1. Distribucion de microorganismos en colonias de
crecimiento unico o maltiple. Cundinamarca 2016

Serecolectaron un total de 42 muestras, de las cuales en 12 muestras
no se evidenci6 crecimiento de microorganismos. En 30 muestras se
observd crecimiento de microorganismos de la siguiente manera: 8
muestras (9 colonias) cocos gram positivos, 1 muestra (1 colonia)
diplococos gram negativos, 2 muestras (2 colonias) cocobacilos
gram negativos, 22 muestras (30 colonias) bacilos gram negativos
fermentadores y 7 muestras (10 colonias) bacilos gram negativos no
fermentadores. No se obtuvieron resultados sobre crecimiento de
bacilos gram positivos (Tabla 1). Lo anterior teniendo en cuenta que
16 muestras tuvieron crecimiento de multiples colonias.

Tabla 2. Porcentaje de bacterias segtin su morfologia (n=52).
Cundinamarca 2016

Tipo de bacteria Nutmero de colonias | %
Bacilos gram - Fermentador 30 57,7
No fermentador 10 19,2
Cocos gram + 9 17,3
gram - 1 1,9

Cocobacilos gram - 2 3,9

El microorganismo mds prevalente en las fuentes hidricas son
los bacilos gram negativos fermentadores (57.7%), seguidos por
los BGNNF (19.2%) y los cocos gram positivos (17.3%), en menor
proporcién se encontré cocobacilos gram negativos (3.9%) y cocos
gram negativos (1.9%) (Tabla 2).

El microorganismo que se aislé con mayor frecuencia en el grupo
de los BGNNF fue Pseudomonas spp (n=6) ocupando un 60% del
total de los mismos, en menor proporcién Acinetobacter spp (n=2,
20%) y Sphingomonas paucimobilis (n=1) y Pantoea spp (n=1) con
igual porcentaje (10%). La fuente con mayor nimero de aislamientos
fueron los tanques de agua que surten del liquido a las viviendas.

Tabla 3. Perfil antibiotico de colonias de BGNNFE. Cundinamarca

BGNNE: Bacilo gram negativo no fermentador; BGNF: Bacilo gram
negativo fermentador;

2016
Patrén | Namero . . Ntmero Muestra CIP | FOX | TZP | CRO | CN | Imipe-
de creci- de Tipo de bacteria de % nem (E-
miento muestras muestras TEST)
BGNF 9 21,4 Pseudomonas spp S R S I S S
Unica Pseudomonas s S S S R S S
colonia 14 CGP 3 7,0 1 PP
BGNNE ) 4.8 Pseudomonas spp S S S R S S
Pseudomonas spp R R R R R S
BGNF + BGNF 5 11,8
Pseudomonas S S S I S S
BGNF + CGP 3 7,2 putida
BGNNF + BGNNF 2 4,8 Pseudomonas S R S I N S
BGNNF + BGNF 2 48 stutzeri
Maltipls BGNF + CBGN 1 24 Acinetobacter spp S I S R
colonias 16 BGNE + BGNNF + : o Acinetobacter spp N S S R
CGN 4 Sphingomonas I S S R R S
BGNF + CBGN + ) s paucimobilis
CGP > Pantoea spp S S S R S S
CGP + CGP 1 24 CIP: Ciprofloxacina; FOX: Cefoxitina; TZP: Piperacilina-tazobactam;

CRO: Ceftriaxona; CN: Gentamicina; R: Resistente; I: Intermedio; S:
Sensible.
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La mayorfa de las colonias (60%) fueron sensibles a cefoxitina,
30% resistentes y 10% intermedio. Se observé ademas que la
gentamicina y la piperacilina — tazobactam tienen poca resistencia en
las colonias identificadas, solo el 10% presentd resistencia. Contrario
a lo anteriormente mencionado, de las colonias aisladas ninguna fue
sensible a ceftriaxona, siendo asi un 70% resistente al antimicrobiano
y un 30% presentd un perfil de resistencia intermedio (Tabla 3).

Tabla 4. Porcentaje de colonias resistentes, intermedias y sensibles a
los antibidticos.

Perfil CIP | FOX | TZP | CRO | CN | Imipenem
(E-TEST)
Resistente 10% | 30% | 10% | 70% | 20% -
Intermedio | 10% | 10% - 30% - -
Sensible 80% | 60% | 90% - 80% 100%

El 80% de las colonias no mostraron resistencia alguna a la
ciprofloxacina, 10% presentaron un perfil de resistencia intermedio y
el otro 10% fue resistente. Finalmente ninguna de las colonias aisladas
fue resistente al imipenem estudiado mediante E-TEST® (Tabla 4).

Una de las colonias estudiadas (Pseudomonas spp) que se obtuvo
de una alberca de casa presentd resistencia a todos los antibidticos
utilizados en el estudio excepto al imipenem (E-TEST®). Ademas,
se evidencié que entre las colonias que presentaron perfiles de
resistencia a varios de los antibi6ticos utilizados se encuentran mas
frecuentemente Pseudomonas spp y Sphingomonas paucimobilis.

Discusion

Segtin el informe nacional de la calidad del agua para el consumo
humano ano 2013, reporta que el 41.2% de la poblacion total del
pais se encuentra catalogada en el grupo “sin riesgo para la salud”
respecto al Indice de Riesgo de la Calidad del Agua para Consumo
Humano que evalua el grado de riesgo de ocurrencia de enfermedades
relacionadas con el no cumplimiento de las caracteristicas fisicas,
quimicas y microbioldgicas del agua, el 29.3% se cataloga en el
grupo de “riesgo bajo’, 13.6% en “riesgo medio’, 12.5% en “riesgo
alto” y el 1.4% se categoriza en el grupo de poblacién la cual recibe
agua “inviable sanitariamente”. Aun asi, si se compara la calidad de
agua de ciudades o municipios respecto a su numero de habitantes,
es notoria la diferencia en el riesgo al cual se exponen, por ejemplo,
poblaciones con mas de 100.000 habitantes, se exponen a un riesgo
alto en un 5%, comparado con el 29.8% en poblaciones con menos
de 30.000 habitantes, adjudicado a los altos indices de poblacién
rural en las poblaciones con menor cantidad de habitantes. Bogota
D.C. y Cundinamarca, sitios de los cuales provienen las muestras
recolectadas en este estudio, se encuentran categorizados en el grupo
“Sin Riesgo’, es decir, entre las poblaciones con la mejor calidad de
agua [15]. Ahora pues, a nivel mundial, se conocen diferentes reportes
de infecciones causadas por microorganismos presentes en agua
potable, los cuales llegan a ser numerosos, debido a la contaminacion
presente de fuentes hidricas tanto naturales como artificiales por
microorganismos coliformes como Escherichia coli, especies de
Enterococos, Pseudomonas spp y Aeromonas spp [16,17]. Los
resultados encontrados en este estudio revelan que los aislamientos
de microorganismos provenientes de fuentes hidricas destinadas para
el consumo y uso humano alcanzé un 71.4%, de los cuales 19.2%
corresponde a BGNNF y el 60% de estos corresponde a especies de
Pseudomonas spp, resultados extrapolables al estudio realizado por
Zannetti et al en los cuales aislaron, de muestras hidricas provenientes

de dispositivos para la filtracion del agua, BGNNF en 41.5% de las
muestras, delos cuales el 20.5% correspondian al género Pseudomonas
spp [18].

La relevancia que se encuentra en los aislamientos de BGNNF en
fuentes hidricas radica en la capacidad de estos microorganismos para
causar infecciones oportunistas en pacientes inmunocomprometidos
o con patologias como cancer, fibrosis quistica o condiciones
que propician el desarrollo de infecciones nosocomiales como la
ventilacién mecanica, el uso de catéter o procedimientos invasivos
[19-21]. Ejemplo de ello, el estudio realizado por Damas et al en el
cual, entre 595 casos de neumonia adquirida durante la estancia en
UCI, se encontré que la incidencia de aquellas que eran causadas por
BGNNF era del 34.3% (11.9% por cepas resistentes a cefalosporinas
de tercera generacién y 22.4% no) siendo el segundo grupo mds
prevalente después de las Enterobacteriaceae con un 60%. En cuanto a
la severidad, 128 casos conllevaron a shock séptico y 99 al desarrollo de
sepsis severa, de ellos el grupo de BGNNEF resistentes a cefalosporinas
de tercera generacion fue el que con mayor frecuencia conllevé al
desarrollo del shock séptico (p<0,001) y tuvo un mayor puntaje en
la escala SOFA (Sequential Organ Failure Assessment scale) con un
puntaje de 12.8+4.8 previo al desarrollo y durante el episodio de
neumonia (p<0,0001), indicando asi que la colonizacién por este tipo
de microorganismos fue mayor en pacientes cuya condicion era mas
critica. Por ultimo el porcentaje de mortalidad entre las infecciones
causadas por cepas resistentes a cefalosporinas de tercera generacién
se ubico en 96.7% (45.2% durante la estancia en UCI 'y 51.6% durante
la estancia hospitalaria) y en 92.3% en aquellas sensibles (37% durante
la estancia en UCI y 55.4% durante la estancia hospitalaria), cifras que
solo fueron superadas por el grupo de las enterobacterias productoras
de beta-lactamasas de espectro extendido en los cuales la mortalidad
llego al 100% de los casos [22].

La alta resistencia intrinseca de los BGNNF a los antimicrobianos
hace que el tratamiento de infecciones causadas por ellos sea dificil y
costoso [19]. La aparicion de bacterias resistentes a antimicrobianos es
ampliamente conocida en zonas en las cuales se utilizan antibiéticos,
sin embargo, se ha reconocido también a los ambientes acudticos como
reservorios tanto de bacterias resistentes a antimicrobianos como de
genes que inducen resistencia a los mismos [23-25], incluso llegando a
aislarse en mayor cantidad en muestras provenientes de grifos que en
muestras de fuentes naturales, sugiriendo que el tratamiento hecho al
agua para que sea apta para el consumo humano podria incrementar
la supervivencia de colonias resistentes a antimicrobianos o inducir
la transferencia de genes que inducen resistencia entre determinadas
poblaciones bacterianas. Por lo tanto, las fuentes naturales y las
artificiales, como las fuentes de almacenamiento y dispensadores
de agua, podrian llegar a tener un impacto considerable, aun no del
todo claro, tanto en la incubacién como en la distribucién de cepas
bacterianas resistentes a diferentes agentes antimicrobianos [23,24].

El antibidtico con mayor resistencia con respecto a las colonias
de Pseudomonas spp estudiadas fue la ceftriaxona, ya que ninguna
fue sensible, seguida por la cefoxitina (50%), la ciprofloxacina, la
gentamicina y la piperacilina-tazobactam con un 83% de sensibilidad
cada una y el antibidtico con mayor sensibilidad fue el imipenem
(100%). Estos resultados son comparables a reportes en los que las
especies de Pseudomonas se registraron un alto nivel de resistencia
para ceftazidima (50%), aztreonam (50%) mientras que al cefepime
mostraron en general una gran sensibilidad (83.3%) [19]. En el
estudio realizado por Kalidas et al los antibidticos mas activos fueron
imipenem (91.08%) y amikacina (69.30%) [26-28], igual que el
estudio realizado por Deepak et al donde se encontr6 que el 82% de
P. aeruginosa fueron sensibles a imipenem, el 79% eran sensibles a
Cefipime- sulbactam, el 69% eran sensibles a ceftazidima-sulbactam,
el 34% fueron sensibles a amikacina y 46% para la piperacilina [27].
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Contrario a lo encontrado en el presente estudio, el realizado por
Veena et al evidencio un 60-70% de resistencia de P. aeruginosa a la
amikacina, ceftazidima y ciprofloxacina [26].

Las colonias de Acinetobacter spp aisladas fueron 100% resistentes
a ceftriaxona, el 50% fue sensible a cefoxitina y finalmente el 100%
fue sensible a ciprofloxacina, piperacilina-tazobactam, gentamicina
e imipenem. Igualmente en el estudio realizado por Kalidas et al se
encontrd que el 90% de las colonias eran sensibles a imipenem y el
62% a amikacina [28]. Contrario a nuestros resultados el estudio
realizado por Gupta et al las cepas de Acinetobacter spp mostraron una
mayor tasa de resistencia a la ciprofloxacina, amikacina, ceftazidima
y piperacilina [29].

Sphingomonas paucimobilis fue totalmente resistente a la
ceftriaxona y gentamicina. Mientras que la ciprofloxacina mostro
una efectividad intermedia, el imipenem, piperacilina-tazobactam y
cefoxitina fueron totalmente efectivos contra este microorganismo.
Resultado comparables con lo publicado por Baruah et al donde
encontraron que S. paucimobilis fue una cepa bastante sensible, con
la resistencia observada sdlo a ceftazidima y aztreonam [19].

Si bien poco se encuentra en la literatura sobre el género Pantoea,
la especie mas estudiada ha sido P. agglomerans, de la cual se conocen
reportes acerca de brotes de septicemia nosocomiales en hospitales
estadounidenses y canadienses, producto de la colonizacion de botellas
que contenian liquidos para infusién, medicamentos anestésicos
como el propofol y componentes sanguineos para transfusiones. El
aislamiento de la colonia de Pantoea spp fue resistente a ceftriaxona,
sensible a ciprofloxacina, cefoxitina, piperacilina-tazobactam,
gentamicina e imipenem, este perfil de resistencia coincide al
presentado por Delétoile et al, quienes realizaron el aislamiento de 36
colonias de Pantoea spp de las cuales 28 correspondieron a la especie
P. agglomerans y las demds a otras especies de Pantoea. Algunas
colonias solo presentaron susceptibilidad intermedia o resistencia a
cefalosporinas de primera generacién (cefalotina) o a la amoxicilina.
Las demads presentaron sensibilidad a B-lactamicos, trimetoprim
sulfametoxazol, gentamicina y ciprofloxacina, todos sus aislamientos
fueron sensibles a imipenem y a cefalosporinas de espectro extendido
(cefotaxime) [30], dato que contrasta con la resistencia a ceftriaxona
presentada por la colonia aislada en nuestro estudio.

En el desarrollo del presente estudio se observé que 5 de 7
aislamientos revelaron un BGNNE que como fue expuesto es de
gran importancia en infecciones en humanos. En general se encontré
gran porcentaje de colonias sensibles a los antibidticos utilizados,
sin embargo, se destaca el alto porcentaje de colonias que fueron
resistentes a la ceftriaxona, asi como el aislamiento de una colonia de
Pseudomonas spp la cual fue resistente a todos los firmacos excepto
al imipenem. Por lo demads, se puede concluir que la cefoxitina, la
ciprofloxacina, piperacilina-tazobactam, gentamicina e imipenem
son antimicrobianos que presentan una gran cobertura antibiética
contra los BGNNF autdctonos de ambientes acuaticos de los cuales
fueron tomadas nuestras muestras. Estos microorganismos que estan
en permanente contacto con el ser humano, cobran importancia
en infecciones nosocomiales que pueden llegar al desarrollo de
septicemia e incluso la muerte de pacientes infectados por estos
microorganismos, es por esta razon que es de gran importancia para
el personal médico conocer sobre el perfil de resistencia antibiética
que presentan los BGNNE.
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