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ABSTRACT

Diabetic foot ulcers (DFUs) are a serious and common problem in patients with diabetes
mellitus and one of the major causes of lower-extremity amputation. The
microbiological profile of DFUs depends on the acute or chronic character of the wound;
however, little known about the immune response in processes with high concentrations
of glucose or hypoxia. For this study, diabetic foot biopsies from patients admitted to
Angiologia y Cirugia Vascular del Noreste, in Reynosa, Tamaulipas from December
2011 to April 2016 were analyzed. The samples were processed using standard
microbiology techniques. Antimicrobial susceptibility testing was carried out according
to the protocol established by the Clinical & Laboratory Standards Institute.
Immunoperoxidase assays were performed to establish relative presence of immune
system cells and cytokines of the specific wound site. From 277 biopsies, we obtained
364 bacterial isolates; most biopsies samples categorized as Wagner 11-B and 11-C
grades. Staphylococcus aureus was the most commonly isolated pathogen followed by
Enterobacter spp. Based on the results of phenotypic resistance, the least effective
antibiotics for gram-positive bacteria were penicillin and dicloxacillin; for gram-
negative bacteria, cephalothin and penicillin were the least effective. Levofloxacin,
cephalothin and amikacin were the most effective antibiotics for gram-positive and
negative bacteria, respectively. Enterobacter genus was significantly associated with
muscle biopsies (p < 0.05) and samples without growth were significantly associated
with specimens of pyogenic origin (p < 0.05). We also found 15% of Methicillin
Resistant Staphylococcus aureus; and 19% and 15.3% of gram-positive strains were
positive for biofilm formation by the Microtiter plate assay and Congo red agar. MRSA
strains were associated with healing failure and recurrent ulcers (p < 0.05).
Immunoperoxidase assays shown the high presence of CD4" lymphocytes comparing
with CD8" lymphocytes. Additionally, IFN-y and TNF-a (pro-inflammatory response)
identified in most samples comparing with anti-inflammatory agents such as IL-4 or IL-
10. In conclusion, the identification of MRSA and Coagulase Negative Staphylococci
resistant to B-lactam antibiotics, especially to oxacillin, warrants special attention in the
hospitals. The immunohistochemistry revealed a high percentage of cytokines belonging

to the Th1l immune response.
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RESUMEN

Las Ulceras de pie diabético (DFUs) son un problema grave y frecuente en los pacientes
con diabetes mellitus y una de las principales causas de amputacion de extremidades
inferiores. El perfil microbioldgico de los DFUs depende del caracter agudo o crénico de
la herida; sin embargo, poco se sabe acerca de la respuesta inmune en procesos con altas
concentraciones de glucosa o hipoxia. Para este estudio, se analizaron las biopsias de pie
diabético de pacientes ingresados en el hospital de Angiologia y Cirugia Vascular del
Noreste en Reynosa, Tamaulipas; desde diciembre de 2011 hasta abril de 2016. Las
muestras fueron procesadas utilizando técnicas estandar de microbiologia. Las pruebas
de sensibilidad antimicrobiana se llevaron a cabo de acuerdo con el protocolo
establecido por el Clinical and Laboratory standard Institute (CLSI, 2018). Se
realizaron ensayos de inmunoperoxidasa para cuantificar de manera relativa la presencia
de células del sistema inmune y citoquinas del sitio especifico de la herida. De 277
biopsias, obtuvimos 364 aislamientos bacterianos; la mayoria de las muestras de
biopsias se clasificaron como grados de Wagner 11-B y 11-C. Staphylococcus aureus fue
el patdbgeno mas comlnmente aislado seguido por Enterobacter spp. Segun los
resultados de la resistencia fenotipica, los antibioticos menos eficaces para las bacterias
gram positivas fueron la penicilina y la dicloxacilina; para las bacterias gram negativas,
la cefalotina y la penicilina fueron las menos eficaces. Levofloxacino, cefalotina y
amikacina fueron los antibidticos mas efectivos para las bacterias gram positivas y
negativas, respectivamente. El género Enterobacter se asocié significativamente con las
biopsias de musculo (p < 0.05) y las muestras sin crecimiento se asociaron
significativamente con muestras de origen piégeno (p < 0.05). También encontramos un
15% de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina. Un 19% y 15% de las cepas
evaluadas fueron positivas para la formacion de biofilm mediante los ensayos de
microtitulacion en placa y agar rojo Congo, respectivamente. Las cepas de MRSA se
asociaron con fracaso en la cicatrizacion y Ulceras recurrentes (p < 0.05). Los ensayos de
inmunoperoxidasa mostraron la alta presencia de linfocitos CD4* en comparacién con
los linfocitos CD8*. Ademas, se identificaron IFN-y y TNF-o (respuesta pro
inflamatoria) en la mayoria de las muestras en comparacion con agentes

antiinflamatorios como IL-4 o IL-10. En conclusidn, la identificacion de MRSA y
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estafilococos coagulasa negativos resistentes a los antibioticos B-lactamicos,
especialmente a la oxacilina, merece una atencion especial en los hospitales. La

inmunohistoquimica reveld un alto porcentaje de citoquinas pertenecientes a la respuesta
inmune Twhl.
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1. INTRODUCCION

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, la diabetes es una
enfermedad cronica que aparece cuando el pancreas no produce insulina suficiente o
cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina que produce. En el afio 2014 se
calculo que la prevalencia mundial de la diabetes fue del 9% entre los adultos mayores
de 18 afos (OMS, 2014). Con base al National Institute for Health and Clinical
Excellence con sede en Reino Unido, el pie diabético se define como una infeccion,
ulceracion y/o destruccion de los tejidos profundos de la piel, relacionados con
alteraciones neuroldgicas y distintos grados de enfermedad vascular periférica en las
extremidades inferiores que afecta a pacientes con diabetes mellitus que no ha sido o0 no
estd siendo correctamente tratada (NHS, 2003). Ademas, el pie diabético se considera
como una de las complicaciones mas importantes e incapacitantes de la diabetes
mellitus, con un fuerte impacto en la calidad de vida del paciente (Zimmet et al., 2001).
En datos y estimaciones del International Working Groupe on Diabetic Foot con sede en
Bélgica (IWGDF) las cifras mundiales de incidencia anual de pie diabético se estiman en
alrededor del 2%; para pacientes diabéticos la incidencia de sufrir afecciones (heridas,
Ulceras, traumatismos) por este padecimiento se encuentra entre el 15y 25% (van Netten
et al., 2016; Lipsky et al., 2016). De este modo, el desarrollo de infecciones de pie
diabético (DFIs), es un problema de salud que requiere cuidados adecuados y especiales
para los pacientes (Driver et al., 2010).

En lo que respecta a nuestro pais, en el afio 2015 la International Diabetes Federation
reportd 11.5 millones de personas con diabetes; ocupando asi, México el sexto lugar en
el mundo en numero de pacientes con diabetes (IDF, 2015). De igual forma, la
“Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de Medio Camino 2016 reportd un ligero
aumento en el diagndstico de pacientes con diabetes; ademas de que la presencia de
ulceras (9,1%) y amputaciones (5,5%) en pacientes diabéticos aumenté en comparacion
con la encuesta informada anteriormente en el afio 2012 (ENSANUT, 2016). De acuerdo
con Ovalle et al., 2019, en México, la prevalencia de complicaciones cronicas es similar
a la informada en otras partes del mundo. Encontrando mayor prevalencia de pie

diabético y menor prevalencia de enfermedad aterosclerética y retinopatia diabética.



Asi, el pie diabético es un sindrome resultante de multiples factores sistémicos y
ambientales que pueden interactuar para favorecer la aparicién, evolucién o
perpetuacion de las lesiones del pie. Tres puntos importantes que predisponen la
aparicion de pie diabético son: isquemia, neuropatia e infeccion (Papanas and Maltezos,
2009). En pacientes con pie diabético, la falta de control glicémico y desatencion de las
extremidades inferiores del cuerpo genera la aparicién de Ulceras de pie diabético
(DFUs). Estas Ulceras presentan procesos de cicatrizacion muy lentos y si no se toman
las medidas de desinfeccion pertinentes con muchas probabilidades de infeccion
bacteriana (figura 1). Finalmente, las Ulceras las infectadas se convierten en heridas
dificiles de tratar, generando altos costos monetarios en curacion y tratamiento. Por ello,
el pie diabético representa una de las complicaciones mas incapacitantes debido a un mal

control de la diabetes mellitus.
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Figura 1. Representacion clasica de una ulcera de pie diabético. Se observan las
diferentes capas de la piel, y la profundidad de la lesion; asi como el sitio donde
coinciden la respuesta inmunoldgica y microorganismos extrafios. Figura tomada de
New Molecular Techniques to Study the Skin Microbiota of Diabetic Foot Ulcers.
Lavigne et al., 2015.



La microbiologia de las DFIs es frecuentemente compleja, por ello el andlisis
microbioldgico inicial se vuelve pieza vital para optimizar el tratamiento, tanto el inicial
preventivo (a partir de la informacion epidemioldgica acumulada), como el dirigido
contra el agente causal una vez que se determina. Los diferentes hallazgos en los analisis
microbioldgicos de las DFIs pueden deberse a la severidad de la infeccién, a las
variaciones geograficas o al uso de antibiéticos (Citron et al., 2007).

La terapia antibidtica de eleccion es un paso primordial para combatir la infecciéon y la
cicatrizacion de la herida, el fracaso en la curacién podria desencadenar la pérdida
parcial de la extremidad. Estas heridas son colonizadas predominantemente por cocos
gram positivos y especies de Enterobacterias (Jneid et al., 2018). Sin embargo, la
presencia de resistencia extendida a B-lactdmico y glucopéptidos como vancomicina ha

permitido la propagacion de subpoblaciones con escasas opciones terapéuticas.

Staphylococcus aureus (S. aureus) ha sido reconocido como un importante patégeno de
las infecciones adquiridas en el hospital (Kwon et al., 2018; Viquez et al., 2018;
Saseedharan et al., 2018). Antibioticos B-lactdmicos, cefalosporinas y/o macrolidos se
prescriben como tratamiento inicial para infecciones por S. aureus; sin embargo, la
aparicion de cepas resistentes a estos antibidticos como el caso del S. aureus meticilina
resistente (MRSA) supone el uso de antibioticos mas eficaces y nuevos esquemas de
tratamiento. Durante las ultimas 2 décadas, las cepas de MRSA se han convertido en
cepas endémicas en los hospitales de todo el mundo elevando asi las tasas de resistencia
a antibioticos de primera linea y por consiguiente aumentando los costos de tratamiento
y cuidados para el paciente (Uckay et al., 2015). Desde el punto de vista de
investigacion estos fenotipos son importantes porque, permiten establecer pautas para el
control de brotes de resistencia, asi, establecer procedimientos de farmacovigilancia y
gjecutar acciones precisas para la reduccién de consecuencias fatales (amputacion,

bacteriemia).

Por ello, el MRSA es un patégeno de gran importancia que causa infecciones severas
nosocomiales e infecciones adquiridas en la comunidad, la presencia del gen mecA le
confiere a este la resistencia a la mayoria de los antibioticos comunes. Sin embargo, el

glicopéptido vancomicina ayuda a combatir las infecciones provocadas por MRSA; no
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obstante, desde la década de los 90°s se han reportado casos de S. aureus resistentes a
vancomicina (VRSA), (Hiramatsu et al., 1997); los cuales por su naturaleza son el reto a
superar para la terapia con antibidticos. Para el afio 2002 se aislo la primera cepa de
VRSA, con una MIC para vancomicina de 1,024 pg/mL, en una paciente de 40 afios
residente de EE. UU. con diagnostico de hipertension, quien habia recibido vancomicina
previamente para tratar infecciones recurrentes de Ulceras en miembros inferiores por
MRSA y Enterococcus faecalis (E. faecalis), (CDC, 2002). Los aislados con resistencia
a vancomicina estan asociados a la conjugacion de genes de resistencia del tipo vanA de

E. faecalis, que, confiere resistencia a teicoplanina.

El gen vanA se puede encontrar tanto en plasmidos y/o cromosoma, originalmente fue
localizado en el transposon 1546 (11 kilobases) del operdn van de Enterococcus
faecium; asimismo, la secuencia del gen vanA encontrada en los aislados de S. aureus ha
resultado ser idéntica a las ya reportadas para los géneros Enterococci. Ademas del gen
vanA se han descrito otros fenotipos diferentes como vanB y vanC entre los maés
importantes, el primero de ellos tiene organizacion y funcionalidad similar a vanA, pero
difiere en la regulacion, confiere resistencia a vancomicina mas no a teicoplanina; sin
embargo, también puede ser trasmitido por conjugacion. Por ultimo, el fenotipo vanC en
cual se ha descrito principalmente en E. gallinarum presenta baja resistencia a
vancomicina y sensibilidad a teicoplanina. EI gen vanC es cromosémico, constitutivo y

no transmisible (Cetinkaya et al., 2000).

El género Enterococcus es predominante en las DFIs, y estos resultan de especial
interés, debido a que han generado o presentan una resistencia natural a la vancomicina,
diversos estudios alrededor del mundo reportan tasas bajas de prevalencia de resistencia
a vancomicina (Al Benwan et al., 2012; Jain and Barman, 2017; Murali et al., 2014). Sin
embargo, existen reportes de aislados clinicos de Enterococcus resistentes a la
vancomicina (VRE). En un estudio reportado por Shahi and Kumar, 2016, en la India,
encontré que de 142 aislados obtenidos a partir de DFIs de grados Wagner 111-V, 38
cepas resultaron ser multirresistentes a antibioticos, y de estos hubo prevalencia de VRE
de 71.4%. Tascini et al., 2011 en Italia, reportd 1,159 aislados de pacientes con DFIs

donde S. aureus y E. faecalis fueron los gram positivos predominantes (40%).



El aislamiento, identificacion y caracterizacion de cepas de los géneros Enterococci y
Staphylococci a partir de muestras clinicas tienen especial interés debido a la capacidad
de estos géneros de presentar resistencia a antimicrobianos, en especial a vancomicina.

Es necesario guiar esfuerzos de vigilancia epidemiologica, para asi conocer

acertadamente la prevalencia de VRE, MRSA y VRSA.

Cuando un microrganismo rompe el equilibrio en su microambiente, y pasa de colonizar
a producir toxinas e invasion de tejidos, se produce la infeccion; esta por lo general tiene
conexion con la rotura de las capas protectoras de la piel, con lo cual se produce una
herida. Asi, para la cicatrizacién de heridas y combate de microorganismos u otros
agentes extrafios, nuestro sistema inmune tiene una gran cantidad de moléculas y linajes
celulares que permiten el restablecimiento de la barrera natural del cuerpo. De acuerdo

con Witte and Barbul 1997, existen 4 etapas establecidas que comprenden el proceso de

remodelacion de heridas (figura 2).
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Figura 2. Representacion de las cuatro diferentes etapas del proceso de
cicatrizacion de heridas. Figura tomada del articulo General principles of wound

healing publicado por Witte and Barbul, 1997.

El primero de ellos, el proceso de coagulacion el cual comprende desde la aparicion de

la herida y las primeras horas, donde las plaquetas y factores de coagulacion contienen la



hemorragia. Posteriormente en la etapa de inflamacién, la primera linea celular en
aparecer para contener la infeccion son los neutrofilos, los cuales tienen como funcién
principal la fagocitosis de agentes extrafios. En esta etapa, se realiza la liberacion de
moléculas activadoras de diversos mecanismos de sistema inmune, como el

reclutamiento de macrofagos, y demas células de linea granulocitica.

A continuacion, se presenta el proceso de migracion y proliferacion de diferentes celulas
especializadas del sistema inmune; en esta etapa se presentan macréfagos, fibroblastos y
linfocitos T y B. El primero de ellos, el macréfago es el linaje celular mas importante ya
gue coordinan un sin namero de actividades encaminadas a favorecer los procesos de
cierre de heridas (Caputa et al., 2019). Estudios recientes demuestran la especializacion
de poblaciones de macrofagos con actividades “pro” y “anti-inflamatorias”, describiendo
asi, los distintos roles que pueden tomar estos linajes celulares dependiendo del estado
de cicatrizacion de la herida (Krzyszczyk et al., 2018). La serie linfocitica también se ha
reportado como promotora de la reparacion de heridas, asi como de tener un papel
importante en la homeostasis celular y en la liberacion de citocinas como el factor de
crecimiento transformante beta e interferon gamma entre otras moléculas (TGF-$1, IFN-
y); sin embargo, se ha reportado que, los efectos de esta linea disminuyen en la
reparacion cronica, teniendo como consecuencia un cierre tardio o deficiente de las
heridas en la piel (Xu et al., 2017). La udltima etapa en el cierre de heridas es la
remodelacion de la misma, y esta mediada principalmente por fibroblastos y en menor
medida por células de soporte como adipocitos y células mesenquimatosas. Los
fibroblastos estan encargados de la sintesis de colageno y componentes de la matriz

extracelular, que en procesos anormales constituye lo que se denomina fibrosis cronica.

En lo que respecta al combate de microorganismos, el sistema inmune, activa diversos
mecanismos de ataque y defensa contra agentes extrafios. Las células
polimorfonucleares (PMN), los linfocitos T y B, células “natural killer”, asi como
mediadores celulares tales como: interleucinas (IL-6, IL-12, etc.), interferon (IFN-y) y

factor de necrosis tumoral (TNF-a), entre otros.

Asi células y moléculas secretadas en respuesta a los microorganismos presentes en la

infeccion de pie diabético, otros elementos propios como los agentes pro inflamatorios
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juegan un papel clave tanto en el éxito de la cicatrizacion o en la falla de dicho proceso
(Park and Barbul, 2004). La inmunosupresién, como consecuencia del desajuste
inmunoldgico, puede ser un elemento central en la patologia del pie diabético.
Adicionalmente, se ha observado que la inmunidad celular esta deprimida, y en
pacientes con altas concentraciones de glucosa, la quimiotaxis de los neutrofilos y
macrdofagos también estan disminuidas, de modo que la migracion de las células a los
sitios de infeccion se reduce y la curacion es menos efectiva. La presencia de
enfermedad arterial periférica, neuropatia o funciones alteradas de los leucocitos pueden
reducir la respuesta inflamatoria local, los signos y sintomas clésicos de una infeccion
local. Incluso los signos sistémicos de toxicidad pueden estar disminuidos o presentarse
tarde. Debido a esto, los sintomas locales o sistémicos, asi como los marcadores
biolégicos no son del todo confiables para el diagnostico de infeccion en pacientes con
DFUs. En pacientes con diabetes mellitus y DFUs los principales factores en la
respuesta inmune no especifica son las células PMN y factores del complemento los

cuales se encuentran ligeramente a la baja en dichos pacientes (Richard et al., 2011).

Es asi como, se ha observado que la inmunidad celular esta deprimida, especialmente en
pacientes con altas concentraciones de glucosa. Sin embargo, muchos de los factores
inmunoldgico reportados han sido medidos de forma general (a partir de suero) pero no

en el sitio activo de la infeccion.



2. ANTECEDENTES

Existen diversos reportes cientificos donde se aborda la resistencia a antibioticos
de aislados provenientes de cultivos de DFUs, trabajos realizados en diferentes zonas
geogréficas exponen cada vez, con mayor énfasis los altos indices de resistencia a
multiples antibidticos, la aparicion de cepas con caracteristicas especiales (que las hacen
distinguibles de otros fenotipos por las pocas opciones terapéuticas de combate) y el

papel de las comorbilidades asociadas a la diabetes en el desarrollo de las DFUs.

Para México, los reportes sobre prevalencia de microorganismos aislados de DFUs es
limitado y enfocados al papel que juegan los microorganismos en infecciones moderadas
de pie diabético. Tal es el caso de los estudios retrospectivos reportados por Cervantes et
al., en 2015 y 2017, llevados a cabo en la Ciudad de México donde se encontro
prevalencia de S. aureus del 48% vy altos indices de presencia de MRSA (34%).
Posteriormente report6 que la educacion y habitos para sobrellevar la enfermedad son
esenciales para mejorar la calidad de vida del paciente en especial si estos tienen bajos

indices de alfabetizacion.

Hinojosa et al., 2016, también en México, reportd el impacto de la bacteriologia de las
DFUs en la pérdida de extremidades, encontrando que el crecimiento de especies como
E. coli, E. faecium y Morganella morganii estuvieron asociadas a la pérdida de la
extremidad en pacientes con pie diabético. Adicionalmente, las infecciones donde se
encontré Proteus mirabilis mostraron un indice de progreso a la amputacién mayor que
las bacterias anteriores. Posteriormente, el mismo Hinojosa et al., 2018, reporté datos
sobre los beneficios de la revascularizacion en pacientes con DFUs; encontrando que, un
cirugia vascular temprana y criterios apropiados de seleccion de pacientes podrian

aumentar la recuperacion de la extremidad.

Estudios alrededor de mundo muestran cifras en aumento del padecimiento de
complicaciones en pacientes con pie diabético, especialmente en paises de bajo y

mediano desarrollo.



Un estudio reportado por Najari et al., 2019 evalud la bacteriologia de DFIs de grados
severos en un estudio multicéntrico realizado en Irdn, encontrando amplia resistencia de
bacterias gram negativas a imipemen, que adicionalmente estuvieron asociadas a
pacientes de mayor edad. Ademas, se reportd presencia de hasta 48% y 37% de MRSA 'y
VRE respectivamente. Mencionan finalmente que, debido a la aparicién de resistencia a
los antibidticos el cultivo y las pruebas de sensibilidad son esenciales para el manejo

correcto de las infecciones por DFIs y la seleccion de los antibioticos apropiados.

Otro estudio realizado en Grecia, al analizar que variables propician la infeccion de las
Ulceras de pie diabético, reportd que pacientes con DFUs exhibieron una correlacion
positiva entre el total de la carga microbiana con el nimero de aislados obtenido de cada
tejido. Interesantemente, los autores reportaron que no encontraron asociacion entre la
severidad isquémica o la neuropatia diabética con la carga microbiana (Demetriou et al.,
2013).

Arias et al., 2019, report6 el analisis del manejo de pacientes con osteomielitis debido a
DFIs en hospitales del Reino Unido, encontrando amplio indice de MRSA y MRCoNS
sin resistencia a vancomicina; resultado en 60% de amputaciones menores y un 12 % de
amputaciones mayores. A pesar del enfoque multidisciplinario actual, muchos pacientes
progresan a la amputacion, donde la osteomielitis derivada de DFUs representa una
condicion clinica desafiante, que requiere un estudio adicional para desarrollar mejores

pautas de manejo.

Otro estudio llevado a cabo en Trinidad y Tobago, reportdé moderada presencia de
bacterias multirresistentes (25%) y baja prevalencia de MRSA (5%) y VRE (1%). En
cuanto a la terapia antibiotica, el ciprofloxacino y ceftazidima proporcionaron buena
actividad antimicrobiana de amplio espectro contra los patégenos comunmente aislados.
Reportaron ademas que, cualquiera de los dos agentes puede usarse como terapia
empirica contra agentes Unicos en pacientes con DFUs con infecciones moderadas o
graves en esa area geografica. Si bien las limitaciones institucionales impidieron el
aislamiento de los anaerobios en la mayoria de los casos en este estudio, existen pruebas
suficientes para recomendar agentes anti-anaerobicos como parte de la terapia empirica
(Islam et al., 2013).



Un estudio realizado en Brasil y reportado por Perim et al., 2015, informo6 sobre las
frecuencias de los aislamientos bacterianos cultivados a partir de DFIs y evalud su
resistencia y susceptibilidad a los antibioticos de uso comun. La localizacion mas comun
de la ulceracion fue en el dedo del pie (54%), seguido de la superficie plantar (27%). En
general se encontro baja prevalencia de cepas MRSA y VRSA. Imipenem y gentamicina
fueron los antibiGticos més eficaces contra las bacterias gram positivas y gram negativas.
El estudio confirmo alta prevalencia de patdgenos resistentes a multiples farmacos en las
DFUs, por lo que, es necesario evaluar los diferentes microorganismos que infectan la
herida y conocer los patrones de susceptibilidad a los antibidticos de los aislamientos de
la herida infectada. Finalmente puntualizaron que, el conocimiento es crucial para
planificar el tratamiento con los antibidticos apropiados, reducir los patrones de

resistencia y minimizar los costos de atencion médica.

Otros mecanismos microbianos que favorecen la invasion e infeccion de tejidos son la
formacion de biofilms, la produccion de citolisinas e incluso la modificacion de los

sitios activos de los blancos farmacoldgicos.

Rahim et al., 2016, en Pakistan reportd presencia de bacterias productoras de biofilm
obtenida de DFUs hasta en un 66%, aunque los antibiéticos méas eficientes fueron la
amikacina y la cefepime, las bacterias productoras de biofilm presentaron indices
mayores de resistencia a antibidticos en comparacién con las bacterias que no
produjeron biofilm. Destacaron ademas que, es necesario un uso prudente de antibioticos

para controlar los patégenos productores de biofilms asociados a heridas.

Otro estudio por Johani et al., 2017, report6 la presencia de biofilms en cultivos mono y
polimicrobianos obtenidos de DFUs, los cuales no tuvieron correlaciones clinicas que
ayudaran a los clinicos a identificar este tipo de mecanismos en las heridas. Debido que
la deteccion de biofilms en muestras provenientes de Glceras aun parece imprecisa, es
necesario un cambio en el abordaje de las DFUs y considerar estrategias contra el
biofilm presente en este tipo de heridas.

Markakis et al., 2018, menciond que, el tratamiento de las DFUs, especialmente las
heridas profundas, siguen siendo un reto, en parte porque la alteracion de la perfusion de

la sangre y la presencia de biofilms pueden afectar la eficacia de los antibioticos
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sistémicos. Finalmente, aunque hay avances prometedores, el papel de los antibioticos
topicos en el tratamiento de las infecciones del pie diabético es limitado y esta fuera de

la practica habitual.

Pobiega et al., 2016, en un estudio realizado en Polonia reportd el potencial de
virulencia de cepas de S. aureus recuperadas de DFUs, encontrado genes relacionados
con la produccion de enterotoxinas y elementos genéticos moviles implicados en la
transferencia de material gendmico a cepas no patogénicas. La mayoria de las cepas
evaluadas presentaron el gen luk (70%), pero solo el 8% fueron positivas para mupA
(implicado en la resistencia a mupirocina). Finalmente, ellos destacaron la importancia
del manejo clinico apropiado de las infecciones por MRSA en pacientes con DFUs. Para
este estudio, la seleccion de muestras de Ulceras antes de la terapia con antibidticos
permitio elecciones acertadas con respecto a la seleccion de agentes antimicrobianos
(por ejemplo, octenidina, autorizada para el tratamiento de heridas cronicas)
maximizando las posibilidades de una terapia positiva.

Viquez et al., 2018, en un estudio llevado a cabo en Costa Rica, reporto6 la asociaciéon de
varios factores de virulencia de S. aureus con el desarrollo de DFIs. Encontrando amplia
prevalencia de osteomielitis (70%) y la presencia de los genes pvl y tsst los cuales son
implicados en la invasion de tejidos y desarrollo de necrosis. Adicionalmente, ellos
reportaron que, el tiempo de curacion fue significativamente mayor en los pacientes

infectados con S. aureus genotipo mecA®.

Si bien se han descrito anteriormente el estado actual de la resistencia a antibi6ticos en
cepas aisladas de DFUs, asi como informes recientes del repertorio patogénico que estas
cepas presentan; a continuacion se describen las investigaciones mas importantes
reportadas que han encaminado a dilucidar el papel del sistema inmunoldgico en las
DFUs; debido a que los reportes de evaluacién inmunolégica de tejidos procedentes de
heridas diabéticas son escasos, hemos afadid reportes de evaluaciones con tejidos
procedentes de modelos animales con el fin de establecer cuales son los avances mas
significativos encaminados a comprender los procesos inmunolégicos de combate

antimicrobiano y de cicatrizacién de heridas.
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En los procesos inflamatorios cronicos como la diabetes, la hipoxia es una caracteristica
que provoca estreses oxidativo y liberacion de radicales libres. Asi, en un entorno
hipdxico las células regulan de forma ascendente las subunidades HIF-a encargadas de
regular las concentraciones de oxigeno intracelular. De acuerdo con Kim et al., 2010, la
expresion de KAIL1 estd mediada por genes que contienen elementos funcionales de
respuesta a hipoxia; lo que sugiere que KAIL es un gen diana de hipoxia y que la hipoxia
induce la expresion de KAIL. Bajo este contexto, Cho et al., 2014, evaluo la expresion
por IHC y Western blot de KAIL en tejido de DFUs; encontrado mayor expresion de
KAI1 en tejido de pie diabético que su contraparte de pie normal. El estudio sugiri6 que
el tejido cutaneo diabético induce la expresion de KAIL y apoya el papel de KAIL en
condiciones hipdxicas y estados inflamatorios; sin embargo, los mecanismos exactos son

aun desconocidos.

Un estudio reportado por Tantu et al., 2018, evalud aspectos epidemioldgicos e
histopatoldgicos en pacientes con DFUs. Encontrado que la mayoria de los pacientes
evaluados pertenecieron a éareas rurales de dificil acceso a servicios de salud.
Adicionalmente, la examinacion por la tincion de hematoxilina e IHC demostraron
procesos de angiogenesis con baja intensidad y amplias areas de infiltrado cronico
inflamatorio el cual estuvo principalmente formado por macréfagos, linfocitos CD4* y

mastocitos.

Otro trabajo, por Yang et al., 2017, inform6 sobre el efecto de fibronectina y TGF-B1 en
la terapia con presion negativa para pacientes con DFUs. Reportando que, dicha terapia
facilito la expresion de fibronectina y TGF-B1 en DFUs. El analisis inmunohistoquimico
reveld niveles altos TGF-B1 en el grupo de estudio en comparacion al grupo control.
Como conclusion se reporté que el TGF-B1 desempefié un papel clave en la formacion
de tejido de granulacion y la cicatrizacion de heridas, y que la terapia de presion

negativa en pacientes con DFUs promovié la expresion de dicho factor.

Las células del cordon umbilical también han sido evaluadas como agentes cicatrizantes
de DFUs; un reporte de Cil et al., 2016, donde se evalud por medio de IHC una serie de
factores implicados en el proceso de curacién de heridas en un modelo experimental de

raton demostro que, la expresion de FGF-1 pudo prevenir la apoptosis por inhibicion del
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TNF-a lo cual pudo llevar a la cicatrizacion de los grupos de estudio. Finalmente,

también se reportd intensa expresion de otras proteinas como TGF-p, IL-1 y caspasa-3.

Otra investigacion reportada por Long et al., 2016, informé sobre el papel del factor de
transcripcion NRF-2 (regulacion de la expresion inducible de numerosos genes de
enzimas destoxificantes y antioxidantes) en la cicatrizacion de DFUs. La expresion de
TGF-B1 y metalopeptidasa de matriz-9 (MMP-9), que se expresa en queratinocitos y
desempefian funciones cruciales durante las fases de cicatrizacion de la proliferacion y
remodelacion, se detectd en bajos niveles mediante inmunoblot e IHC. En resumen, los
hallazgos definieron una funcion novedosa para el factor NRF2 en el proceso de
curacion de heridas diabéticas. Los mecanismos exactos por los cuales NRF2 puede
modular la inflamacion, el tejido de granulacion y las funciones vasculares en las

condiciones diabéticas atn deben investigarse en el futuro.

Otro de los estudios que fortalece las evidencias de que los factores VEGF, TGF-p, asi
como del PDGF tiene un papel destacado en la cicatrizacién de las DFUs fue el
publicado por Zhang et al., 2014, en el cual inform6 que pacientes con heridas de pie
diabético tratados con terapia de 0zono tuvieron tasas de curacion de heridas mas rapidas
que el grupo control. Los autores mencionaron que, es importante para la cicatrizacion
de la herida estimular las expresiones de los factores de crecimiento endégeno en el sitio
local de la herida. Finalmente, los resultados mostraron que la eficacia del tratamiento
con ozono para la curacion de las DFUs pudo deberse en parte al aumento de los

factores de crecimiento endégeno previamente descritos en las heridas locales.

Aragon and Cabrera, en 2013, reportaron la actividad que desempefia el TNF-a y la IL-6
en la osteomielitis del pie diabético. Informaron un marcaje intenso positivo para
neutréfilos y macréfagos, asi como para IL-6. La IHC para TNF-a demostrd tincion
moderada en la membrana de macréfagos en casos de osteomielitis cronica. Ademas, se
menciond que después de la infeccidén en el hueso, hay una liberacion de citoquinas
locales por células inflamatorias, incluido el TNF-a y la IL-6. La principal fuente de IL-
6 durante la fase aguda fueron los neutrofilos, aunque también se produjo en
osteoblastos. En conclusion, la expresion del TNF-a en la fase crénica de estuvo

relacionada con la reparacién de la destruccion dsea y la IL-6 de los linfocitos y los
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fendmenos de reparacion del tejido Osea pudieran contribuir al dafio en el hueso
prolongando la vida Gtil de los neutrofilos.

En otro estudio se evalud el papel de los metabolitos producidos por la larva Lucilia
sericata (mosca verde botella) en el proceso de cicatrizacion de heridas en ratas
diabéticas, que fue el reportado por Tombulturk et al., 2019, donde se informd que,
dichos compuestos indujeron un decremento en la expresion de MMP-2, MMP-9 y
menores niveles de inflamacion; aumentando asi, los procesos de reepitelizacion y
cicatrizacion del tejido. Finalmente, se concluyo que los productos de L. sericata pueden
mejorar el proceso de curacion de heridas modulando las expresiones de MMP-2 y
MMP-9.

En base a los reportes previos mencionados se puede concluir que, resulta necesario
conocer los patrones de resistencia a antibidticos para establecer esquemas de
tratamiento més efectivos para los pacientes. Aungue los antecedentes muestran tasas de
resistencia a antibidticos bajas en la region, es un hecho también que, los reportes en
otras partes del mundo informan ya sobre la ineficacia de antibidticos de nueva

generacion para el tratamiento de infecciones de DFUSs.

Diversos factores inmunoldgicos, asi como linajes celulares estan implicados que en los
procesos de cicatrizacion y reepitelizacion de heridas. Sin embargo, los antecedentes
demuestran que un modelo de dlcera de pie diabético es dificil de evaluar;
primeramente, la toma de muestra requiere de personal especializado que genere el
minimo dafio al paciente y segunda, refiere a la toma de muestra, que por lo general se
obtiene después de un desbridamiento quirdrgico. Debido a esto, obtener un tejido con
estereologia viable para pruebas de laboratorio pasa a segundo término. Aun asi, los
modelos experimentales en ratén han desvelado que diversas citocinas tienen un papel

preponderante en el cierre de heridas.
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3. JUSTIFICACION

Dada la complejidad de las DFIs y la falta de estandarizacion de protocolos de
abordaje para este tipo de padecimiento, resulta necesario establecer pautas para el
tratamiento oportuno y eficaz de este tipo de infecciones. Por ello el estudio de las
causas Y la interrelacion de los factores que influyen al desarrollo de las Ulceras de pie

diabético permitiran acertar la terapéutica en pacientes con dicha enfermedad.

En este proyecto, el analisis microbioldgico de tejidos de DFUs mostrara caracteristicas
especificas de los patrones de susceptibilidad a antibi6ticos en la region y permitira
conocer de manera indirecta la eficacia de los mismos. Adicionalmente, el estado
inmunoldgico de sitio de la herida en pacientes con esta afeccion, podria sugerir pautas
para el manejo adecuado de pacientes con dicha enfermedad. La medicion de
interleucinas u otro marcador molecular a nivel sistémico (en suero) permite conocer si
dicha molécula se encuentra alterada; sin embargo, evaluar la presencia o ausencia de
este tipo de factores a nivel fisico (en el sitio exacto de la herida) permitird conocer de
manera acertada la cantidad relativa de estos factores tejidos con diferentes grados de

evolucion de la lesion.
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4. HIPOTESIS

Con base en reportes previos donde se ha correlacionado el dafio microvascular
con enfermedad arterial periférica y la disminucion de actividad fagocitica especializada
de macrdfagos en ratones con diabetes mellitus; nosotros, esperamos encontrar una
correlacion entre la intensidad del marcaje de mediadores de sistema inmune
(células y citocinas) y la presencia de los diferentes grados de infeccion en las

Glceras de pie diabético.

Adicionalmente, por consenso médico que asume que la presencia de infecciones mono
bacterianas esta es relacionado en la mayoria de los casos a microorganismos que han
superado gracias a su resistencia el efecto de seleccion marcado por terapias con
antimicrobianos. Por ello, esperamos concertar la hipotesis sobre la asociacion de la
presencia de ciertos tipos de bacterias o su perfil de resistencia a antibioticos podria

estar asociado con altos niveles de expresion de mediadores inmunoldgicos.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

La caracterizacion microbiolégica y molecular de las especies de
microorganismos causantes de infecciones en pacientes con pie diabético y la valoracion

del perfil inmuno-citoquimico del sitio de la infeccion.
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5.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar el perfil de resistencia a antibioticos de microorganismos bacterianos

aislados de DFls.

2. Comprobacion de la variabilidad e identidad de los patogenos aislados mediante

métodos moleculares.

3. Conocer el perfil inmuno-citoquimico del sitio de la infeccién en comparacién con el

estatus inmunoldgico sistémico.

4. Comprar el perfil microbiano contra la respuesta inmune observada.
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6. Esquema general de trabajo
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Figura 3. Esquema general de trabajo
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Pacientes y obtencidn de biopsias

Muestras de tejido procedentes de pacientes con Ulcera de pie diabético se
obtuvieron mediante cirugia por desbridamiento, en la clinica Angiologia y Cirugia
Vascular del Noreste con direccion en calle Aguascalientes No. 290, Colonia Rodriguez
en Reynosa, Tamaulipas. Posteriormente, dicho tejido fue transportado para su
procesamiento al Centro de Biotecnologia Gendmica del Instituto Politécnico Nacional
con direccion en Boulevard del Maestro s/n esq. Elias Pifia, colonia Narciso Mendoza en

Reynosa, Tamaulipas.

e Las muestras de tejido de DFIs se obtuvieron de pacientes mayores de edad, sin
importar el tipo de lesion (grados Wagner) en la que esta se presento.

e Las dimensiones de las muestras a analizar fueron a consideracion del médico
cirujano especialista, dichas muestras fueron transportadas en tubos Vacutainer sin
anticoagulante con solucién salina.

e Al llegar la muestra de tejido a las instalaciones de laboratorio se etiquetaron con
una clave alfa numérica (iniciales del paciente, afio, mes y dia de recepcién), adjunto
a la muestra se obtuvo la orden de envio, donde el médico especialista indico las
caracteristicas de la biopsia, la orden de envio fue resguardada en el Centro de
Biotecnologia Genomica por el Dr. Virgilio Bocanegra Garcia.

e Las caracteristicas de las muestras fueron registradas en la bitdcora correspondiente
para el procesamiento de muestras de pie diabético.

e Utilizando un bisturi estéril la muestra de tejido fue dividida en dos partes, la
primera fraccion se mantuvo en alcohol absoluto a temperatura ambiente, en tubos
de preservacion de 2 mL, y el resto (segunda fraccién) se mantuvo en tubos
Eppendorf con 500 pL de solucion salina a -20°C.

o El etiquetado de dichas fracciones descritas en el punto anterior fue utilizando una

clave alfanumérica consecutiva mas el afio en que se obtuvo dicha muestra.
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7.1.2 Criterios de inclusién

Se incluyeron muestras de hombres y mujeres mayores de 21 afios, con padecimiento de
diabetes mellitus tipo 1 o 2, con presencia o evolucion de Ulcera de pie diabético y en
pleno uso de sus capacidades mentales que radicaron en la frontera noreste de

Tamaulipas México en un periodo de 2012 a 2016.

e Sujetos que presentaron Ulcera de pie diabético por debajo del maléolo
indistintamente de grado de severidad de la lesion.

e Muestra Unica de paciente.

e Seincluyeron muestras indistintamente del pie (derecho o izquierdo).

e Muestras de Ulcera de pie diabético que fueron tomadas por los médicos vasculares
Dr. Eduardo Bladinieres Camara y/o Dr. Rodrigo Alcala Duran en la clinica

Angiologia y Cirugia VVascular del Noreste.

Criterios de exclusién

Se excluyeron de estudio todas aquellas muestras que presentaron los siguientes

criterios:

e Muestras de sujetos que presentaron Ulcera debido a traumatismos o accidentes
traumaticos.

e Muestras de sujetos que presentaron Ulcera debido a tumores 0seos.

e Muestras de sujetos que presentaron Ulcera debido a sindrome de Charcot.

e Muestras de sujetos que presentaron Ulcera de origen varicoso.

Criterios de eliminacion

Se excluyeron también del estudio todas aquellas muestras que, aunque presentaron

todos los criterios de inclusién, carecieron de datos o informacion de origen.

e Muestras de sujetos que no cumplieron el etiquetado correcto previamente descrito
en el protocolo de investigacion de este estudio.

e Muestras de sujetos seriadas (dos 0 mas muestras de un mismo paciente).
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e Muestras de sujetos que presentaron disconformidad alguna o que no aceptaron

participar en este estudio.

7.1.3 Consentimiento informado

Un consentimiento informado para cada uno de los pacientes incluidos en este estudio
fue obtenido de conformidad y acuerdo. Dicho documento fue firmado por el o la
paciente con la previa explicacion oral de los beneficios y consecuencias que pudieran
repercutir en él, al aceptar participar en este estudio. En el anexo 1 se muestra una copia
de dicho documento. Los consentimientos informados obtenidos son respaldados por

personal del laboratorio de Interaccion Ambiente-Microorganismo.
Meétodos microbiologicos
7.2 Obtencion de aislados bacterianos a partir de biopsias

Con ayuda de una pinza estéril los tejidos procedentes de Ulceras de pie diabético fueron
inoculados en placas Petri con agar sal-manitol, agar MacConkey y agar sangre (MCD-
LAB, MEX); a continuacion, el tejido restante fue retirado y guardado; las placas se
incubaron a 37° C durante 24 h; posterior al crecimiento observado, se llevé a cabo una
tincién de Gram y dependiendo del resultado previo de esta, se realiz6 una identificacion
bioquimica la cual fue contrastada con las caracteristicas bioguimicas reportadas en el
Bergey's Manual of Determinative Bacteriology, 2000. Para microorganismos gram
negativos se realizd prueba de oxidasa, (BBL, Becton Dickinson and Company, East
Rutherford, NJ, EE. UU.), agar de sulfuro indol y motilidad (Conda ESP), agar urea
(Difco, Sparks, MD, EE. UU.), agar de hierro triple azUcar, agar citrato de Simmons,
agar de hierro-lisina, agar ornitina indol movilidad, medio de rojo de metilo y medio
Vogues-Proskauer (MCD-LAB, MEX). Para aislamientos gram positivos, se realizaron la
prueba de catalasa, coagulasa y agar bilis-esculina (Difco). Posterior a la identificacion
bacteriana cada uno de los aislados se preservo a temperatura ambiente en tubos de 2 mL

con agar nutritivo (1mL).
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7.2.2 Perfiles de resistencia a antibidticos

Los antibidticos en sensidisco: ampicilina (10 pg), cefalotina (30 pg), cefepime (30 ug),
cefotaxima (30 pg), gentamicina (10 pg), levofloxacino (5 ug) vy
trimetoprim/sulfametoxazol (1.25/23.75 pg) fueron utilizados conjuntamente para
bacterias gram positivas y gram negativas; los antibiéticos: amikacina (30 ug),
ceftriaxona (30 ug), cloranfenicol (30 ug), netilmicina (30 pg) y nitrofurantoina (300
pg) fueron utilizando solo para evaluar aislados gram negativos y los antibioticos:
cefuroxima (30 pg), dicloxacilina (1 pg), eritromicina (15 pg), penicilina (10 U),
tetraciclina (30 pg), y vancomicina (30 pg) fueron evaluados solo en cepas gram
positivas (Bio-Rad, Hércules, CA, EE. UU. y Becton Dickinson and Company). Para
ello, los aislados fueron recuperados de los cultivos originales de agar sal y manitol, agar
MacConkey y agar sangre y se prepararon diluciones para cada uno de ellos a 0.5 en la
escala de McFarland; posteriormente con la ayuda de un hisopo estéril y a estria cerrada
se inocularon placas de agar Mueller-Hinton; previo secado de la superficie del agar, (10
min.) se procedio a dispensar los sensidiscos (maximo 7 sensidiscos por placa). Por
ultimo, las placas se incubaron 24 h a 37°C. Transcurrido este tiempo, el diametro de los
halos de inhibicion para cada antibiotico fueron determinados usando un micrémetro;
dichos valores fueron contrastados con los puntos de corte (cuadro 1), reportados en el
documento M100 del manual de resistencia a antibidticos del Clinical Laboratory
Standard Institute (CLSI, 2018). Finalmente, las cepas fueron clasificadas como
resistentes, intermedias o susceptibles a determinado antibiotico. Las cepas de S. aureus
ATCC 43300y E. coli ATCC 25922 se utilizaron con fines de control de calidad.
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Cuadro 1. Clasificacion de susceptibilidad a antibidticos para bacterias obtenidas
de Ulceras de pie diabético

Antibidtico Contenido  Especies Diametro de inhibicién (mm)
R [ S
Ampicilina 10 ug Enterobacteriaceae <13 14-16 >16
Staphylococcus spp. <23 - >29
Enterococcus spp. <13 - >17
Streptococcus spp. - - >24
1 Cefalotina 30 ug <14 15-17 >18
Cefepime 30 ug <14 15-17 >18
Cefotaxima 30 ug <14 15-22 >23
Gentamicina 10 ug <12 13-14 >15
Levofloxacino 5 ug <13 14-16 >17
Trimetoprim- 25 ug <10 11-15 >16
sulfametoxazol
Amikacina 30 ug <14 15-16 >17
Ceftriaxona 30 ug <13 14-20 >21
Cloranfenicol 30 ug <12 13-17 >18
Netilmicina 30 ug <12 13-14 >15
Nitrofurantoina 300 ug <14 15-16 >17
*Cefuroxima 30 ug <14 15-22 >23
*Dicloxacilina 1ug Staphylococcus spp. <10 11-12 >13
*Eritromicina 15 ug Enterococcus spp. <13 14 - 22 >23
*Penicilina 10U Staphylococcus spp. <28 - >29
Enterococcus spp. <14 - >15
Streptococcus spp. - - >24
*Tetraciclina 30 ug <14 15-18 >19
*Vancomicina 30 ug <14 - >15

(En italicas) antibidticos solo para gram negativos; * antibiéticos solo para gram positivos. Simplificacién
de acuerdo con el CLSI 2018. 1 Antibidticos para ambos tipos de bacterias.

7.2.3 Perfiles de produccion de biofilm

Los ensayos de produccion de biofilm fueron realizados para todas las cepas gram
positivas obtenidas de Ulceras de pie diabético, utilizando dos métodos previamente ya
reportados; el primero de ellos descrito por Merritt et al., 2005, (ensayo en placa de
microtitulacion) y el ensayo con colorante rojo Congo, previamente publicado por
Salehzadeh et al., 2016.

Para el primer ensayo, las cepas se cultivaron en agar soya tripticaseina (TSA) y
posteriormente se transfirid una colonia pura a 5 mL de caldo nutritivo. Placas de 96
pocillos (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.) se inocularon con 3 pL de

cultivo y se llenaron con 300 pL de caldo soya tripticaseina (TSB) adicionado con
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sacarosa al 1%. Se incub6 24 h a 37°C; después de eliminar las bacterias planctonicas
mediante 3 lavados en serie con 500 mL de agua estéril, se realizo la tincion de bacterias
productoras de biofilm con cristal violeta (0.1%) durante 15 minutos, posteriormente
estas bacterias se disolvieron con la adicién de acido acético (30%), se midié la
formacion de biofilm utilizando un lector de microplacas (Bio-Rad, Hércules, CA, EE.
UU.) a una OD =500 nm. La interpretacion de los resultados obtenidos fue de acuerdo
con los valores de OD reportados previamente por Stepanovic¢ et al., 2007, (cuadro 2). S.
aureus ATCC 25923 y Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa ATCC 27853) se
usaron como controles positivos, mientras que Escherichia coli (E. coli DHS5a) y S.
epidermidis ATCC 12228 se usaron como controles negativos, las muestras se

analizaron por triplicado.

Cuadro 2. Criterios de Stepanovié¢ et al. para la determinacién de produccion de
biofilm

Produccidn de biofilm Tipo de produccion
1x = (OD de E. coli) Nula

2X Débil

3x Moderada

4x Fuerte

x se definié como el valor de produccidn de biofilm de una cepa no productora de biofilm (E. coli DH5a).

* Nulas productoras de biofilm, seran todos los aislados que den una OD menor o igual a la OD dada por
un control negativo para produccion de biofilm

* Débiles productoras de biofilm seran todas las cepas que den doble del valor de la OD dada por un
control negativo para produccion de biofilm

* Moderadas productoras, seran todas las cepas que muestren la triple del valor de la OD dada por un
control negativo para produccion de biofilm

* Fuertes productoras, seran todas las cepas que muestren 4 veces o mas el valor de la OD dada por un
control negativo para produccion de biofilm

En el segundo ensayo, las cepas se cultivaron previamente en TSA,; despues del
crecimiento, se selecciond una sola colonia y se inoculé en agar rojo Congo (CRA),
(infusion de cerebro y corazén con sacarosa al 1% y rojo Congo al 0.01%). Después se
incubo 24 h a 37°C, la presencia de “baba” 4spera negra se considerd positiva para la
formacion de biofilm (los ensayos se realizaron por duplicado). S aureus ATCC 25923
fue usado como control positivo, mientras que E. coli DH5a se us6 como control

negativo, las muestras se analizaron por duplicado.
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7.2.4 Prueba de resistencia inducida a la clindamicina

La resistencia inducida a la clindamicina se evalu6 en las especies del género
Staphylococci. Para ello, los aislados fueron previamente reactivados en TSA,
posteriormente para cada uno de los aislados se realiz6 una solucion 0.5 de McFarland y
posteriormente fueron inoculados en agar Mueller-Hinton a estria cerrada utilizando un
hisopo estéril. A continuacion, utilizando una pinza estéril se dispusieron los discos de
clindamicina (2 mg) y eritromicina (15 mg) (BBL sensi-disc), con una distancia entre
ellos de 15 mm. Posterior a la incubacion por 24 h a 37°C los fenotipos de las cepas
fueron evaluados como: sensibles, resistentes o inducidos en base a las directrices del
CLSI 2018, documento M100 (cuadro 3).

Cuadro 3. Interpretacion de halos de inhibicién para la prueba de resistencia
inducida a la clindamicina

Resistencia inducida Descripcion Ejemplo
Positivo Aplanamiento de la zona de inhibicién
adyacente a la eritromicina.
Presencia de formacion de zona D

alrededor del disco de clindamicina. @

Negativo Crecimiento  alrededor de la| = XN
clindamicina. C s A St

Fotografias tomadas de la tesis reportada por Casas, 2016. Resistencia inducida a clindamicina en S.
aureus y estafilococos coagulasa negativos en el Instituto Nacional de Salud del Nifio.

7.2.5 Deteccion de cepas de Staphylococci meticilina resistente

La presencia fenotipica de cepas MRSA y Staphylococcus Coagulasa Negativos
Resistentes a la Meticilina (MRCoNS) se evalu6 de acuerdo con los protocolos del
CLSI. Para ello, las cepas fueron reactivadas en TSA, posteriormente para cada uno de
los aislados se realizo una solucion 0.5 de McFarland y se inocularon en agar Mueller-
Hinton a estria cerrada utilizando un hisopo estéril. A continuacidn, utilizando una pinza

estéril se dispuso un disco de cefoxitina (FOX, 30 pg), (Becton Dickinson and
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Company). Posterior a una incubacion por 24 h a 37°C, los fenotipos fueron evaluados
de acuerdo a las directrices de CLSI 2018, documento M100 (cuadro 4). Las cepas
ATCC de S. aureus 43300 (mecA") y 29213 (mecA’) se utilizaron como controles

fenotipicos en la evaluacion de resistencia al farmaco.

Cuadro 4. Interpretacion de los halos de inhibicidn de cefoxitina para especies de
Staphylococci de acuerdo al CLSI 2018

Interpretacion de halos de inhibicion (mm)

FOX 30ug S I R
S. aureus >22 <21
Staphylococcus spp. >25 <24

7.2.6 Deteccion de cepas de S. aureus con resistencia borde a la oxacilina

La deteccion de cepas de S. aureus con resistencia borde a la oxacilina (BORSA) fue
realizada para S. aureus que presentaron fenotipo de resistencia a FOX, pero fueron
negativas para la amplificacion del gen mecA. Para ello se utilizaron tres pruebas

confirmatorias para este fenotipo de escasa prevalencia.

1. Prueba doble con discos de FOX y amoxicilina-acido clavulanico; para ello, las
cepas en cuestion fueron reactivadas en TSA y previa dilucion 0.5 McFarland de
cada una de las bacterias fueron inoculadas utilizando un hisopo en agar Mueller-
Hinton; posteriormente se dispensaron los discos de FOX y FOX con AMC
(amoxicilina-acido clavulanico). Las cepas BORSA positivas presentan halo de
inhibicidon de mayor didmetro que la contraparte evaluada con FOX debido a que
la presencia del acido clavulanico inhibe la accion de las betalactamasas del S.
aureus.

2. Evaluacion de la MIC de oxacilina, donde la mayoria de las cepas BORSA

presentan concentraciones de inhibicion de < 2ug/mL.
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3. Por ultimo, la prueba con disco de cefinasa, un tipo de cefalosporina cromégena
que indica en disolucién la presencia de cepas productoras de betalactamasa

(Hryniewicz and Garbacz, 2017).

7.2.7 Evaluacion del crecimiento de los géneros Staphylococci y Enterococci en agar
de vancomicina

El crecimiento de los géneros Staphylococci y Enterococci obtenidos de Ulceras de pie
diabético fueron evaluados primeramente en agar con vancomicina, para ello los
aislados fueron previamente reactivados en TSA. Posteriormente, para cada uno de los
aislados se realiz6 una solucion 0.5 de McFarland y cada uno de ellos fue inoculado a
estria cerrada con hisopo estéril en agar infusion cerebro-corazon (BHI) con
vancomicina a una concentracion final de 6 mg/mL. Los fenotipos obtenidos fueron
evaluados de acuerdo a las directrices de CLSI 2018, documento M100 (cuadro 5). Las
cepas de E. faecalis ATCC 51299 y 736H (resistentes a vancomicina) y E. faecalis
ATCC 29212 (sensible a la vancomicina) fueron utilizadas como controles para fines de

experimento.

Cuadro 5. Interpretacion del crecimiento de cepas de Staphylococci y Enterococci
en agar de vancomicina

Género  Concentracion Resultado positivo Resultado
negativo

Gram Vancomicina a 6 Crecimiento de pelicula ligera o al Sin crecimiento a

positivas  pg/mL menos 1 colonia indica presunta 24 h.

susceptibilidad reducida a vancomicina*

*Los aislados con crecimiento en agar de vancomicina deberan ser evaluados por la técnica de MIC;
valores tomados del CLSI 2018.
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7.2.8 Concentraciébn minina inhibitoria para vancomicina en S. aureus Yy
Enterococcus spp.

Una MIC para vancomicina fue evaluada en base a lo reportado por Wiegand et al.,
2008 y el Manual of Antimicrobial Susceptibility Testing (Cavalieri and Harbeck, 2005)
Unicamente para generos Staphylococci y Enterococci; solo cuando los aislados fueron
positivos para el crecimiento en el agar de vancomicina. Para ello los aislados fueron
previamente reactivados en TSA. Posteriormente se prepararon alicuotas de los cultivos
a 0.5 McFarland, las cuales posteriormente fueron diluidas 1:100 en caldo Mueller-
Hinton con cationes ajustados (MHCA), (anexo 2).

Se inocularon 50 pL de esta dilucion a cada uno de los carriles en horizontal de la placa
de 96 pocillos (excepto para los dos Ultimos 2 carriles que fueron ocupados para el
control positivo y negativo respectivamente). Se prepararon 800 pL de una solucién
madre de vancomicina 128 pg/mL, (se pesaron 0.00128 gramos del polvo de
vancomicina y se adicion6 a 1 mL de agua estéril). Para afiadir la vancomicina a la placa
de 96 pocillos se tomaron 80 pL de la solucion madre y se diluyeron en 720 pL de
medio MHCA, de la cual posteriormente, se afadieron 50 pL a los primeros ocho
pocillos en horizontal de la placa. Con esto, se obtuvo una concentracion final de los
primeros pocillos de 64 pg/mL de vancomicina. A continuacién, se realizaron
concentraciones decrecientes a partir de los 400 uL restantes de la solucion madre. Para
al final tener una concentracion decreciente de vancomicina de 64 pg/mL a 2 pg/mL. La
placa se incub6 a 37° C por 24 h, posterior al crecimiento, los resultados fueron
interpretados en base a la observacion de crecimiento bacteriano en forma creciente en
cada uno de los pocillos inoculados. La interpretacion de los puntos de corte de
vancomicina para cada uno de los géneros bacterianos evaluados se realizé en base a lo
reportado por el CLSI 2018 (cuadro 6).

Cuadro 6. Interpretacion de los puntos de corte de vancomicina en base al CLSI
2018

Bacteria MIC para vancomicina (pug/mL)
S I R
S. aureus <2 4-8 >16
Staphylococcus spp. <4 8-16 > 32
Enterococcus spp. <4 8-16 >32
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Métodos moleculares

7.3 Extraccion de DNA genomico de cepas gram positivas obtenidas por cultivo de

Ulceras de pie diabético

Las cepas gram positivas se inocularon en caldo nutritivo (3 mL) durante 24 h a 37° C,
después del crecimiento se obtuvo un sedimento celular de cada cepa; se extrajo el
material gendémico utilizando el sistema de extraccion Wizard Genomic DNA kit
(Promega, Woods Hollow Road Madison, WI, EE. UU.) segun las especificaciones del
fabricante. Para fines del procedimiento de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), cada una de las extracciones realizadas fue visualizada por electroforesis
horizontal en gel de agarosa al 1% utilizando como revelador 2 uL SYBR green y
visualizandolo en un transiluminador de luz UV (KODAK gel logic 112). Posteriormente
el DNA se estandarizd de 20-50 ng/mL, para ello se realizaron diluciones las cuales
fueron ajustadas con agua milli-Q estéril, y evaluadas utilizando el equipo de UV-vis
Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).

7.3.2 Deteccion del gen mecA

La deteccién del gen mecA fue evaluada solo en cepas de S. aureus y Staphylococcus
spp. En la PCR se utilizaron como molde 2 pL. de DNA purificado dentro de un volumen
total de 20 puL a una concentracion final de 0.2 pM del iniciador forward (5'-
TCCAGATTACAACTTCACCAGG-3") y 0.2 uM del iniciador reverse (5'-
CCACTTCATATCTTGTAACG-3"), los cuales fueron anteriormente descritos por
Oliveira and de Lencastre, 2002. Las condiciones de reaccion de la PCR fueron las
siguientes: Tris HCI 60 mM pH 9.0, MgCl> 2.5 mM, dNTP’s 10 mM y 0.05 unidades de
polimerasa Taq (GOtaq® Flexi DNA Polimerasa Promega Corp.). Las condiciones de
amplificacion consistieron en un ciclo de desnaturalizacion inicial de 94 °C por 5 min.
Seguido por 30 ciclos de amplificacion de 45sa 94 °C,45sa50°Cy45sa72°C. La
reaccion se completd con la incubacién a 72 °C por 10 minutos. Posteriormente, las
amplificaciones de DNA se mezclaron con 2 pL de revelador SYBR green, se cargaron

en gel de agarosa al 1.5 %, y se realiz0 electroforesis horizontal durante 55 minutos a 95
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V. Finalmente, los productos de DNA se visualizaron mediante transiluminacion por UV
donde un amplicén de 162 pb fue considerado como positivo. S. aureus ATCC 43300 se

utilizé como control positivo para las amplificaciones por PCR.

7.3.3 Deteccion del gen vanA

La deteccion del gen vanA fue realizada en aislados del género Staphylococci y
Enterococci utilizando 2 tipos de iniciadores previamente reportados; para el primero de
ellos se utilizd6 como molde 2.5 pLL de DNA purificado dentro de un volumen total de 20
pL  a wuna concentracion final de 0.2 pM del iniciador forward (5'-
CATGAATAGAATAAAAGTAGCAATA-3") y 0.2 uM del iniciador reverse (5'-
CCCCTTTAACGCTAATACATCAA-3"), los cuales fueron anteriormente descritos por
Clark et al., 1993. Los iniciadores: forward (5-GGGAAAACGACAATTGC-3") y
reverse (5-GTACAATGCGGCCGTTA-3") previamente reportados por Dutka et al.,
1995, fueron utilizando en el segundo procedimiento con concentracion de DNA e

iniciadores iguales a la primera amplificacion.

Las condiciones de reaccion para los dos procedimientos de PCR fueron las siguientes:
Tris HCI 60 mM pH 9.0, MgCl2 2.5 mM, dNTP’s 10 mM y 0.05 unidades de polimerasa
Taq (GOtag® Flexi DNA Polimerasa Promega Corp.). Las condiciones de
amplificacion del primer ensayo consistieron en un ciclo de desnaturalizacion inicial de
94 °C por 5 min. Seguido por 30 ciclos de amplificacion de 45sa 94 °C,60sa50°Cy
60 s a 72 °C. Para el segundo ensayo la amplificacion consistio en un ciclo de
desnaturalizacion inicial de 94 °C por 5 min. Seguido por 30 ciclos de amplificacion de
455a294°C,45s5a54°Cy60sa72°C.

Las reacciones se completaron con la incubacion de los productos a 72 °C por 7 min.
Posteriormente, las amplificaciones de DNA (8uL) se mezclaron con 2uL de revelador
SYBR green, se cargaron en un gel de agarosa (1.5 %) y se realizd electroforesis
horizontal durante 55 minutos a 95 V, finalmente, los productos de DNA se visualizaron
mediante transiluminacién por luz UV donde un amplicon de 1,030 pb o de 732 pb

respectivamente fueron considerados como positivos.

31



Deteccion del gen vanB

La deteccion del gen vanB fue realizada en aislados del género Staphylococci y
Enterococci; para la amplificacion se utilizd como molde 2.5 uL. de DNA purificado
dentro de un volumen total de 20 uL a una concentracion final de 0.2 uM del iniciador
forward (5"-GTGACAAACCGGAGGCGAGGA-"3) y 0.2 uM del iniciador reverse (5'-
CCGCCATCCTCCTGCAAAAAA-"3), los cuales fueron anteriormente descritos por
Clark et al., 1993. Las condiciones de reaccion de la PCR fueron las siguientes: Tris HCI
60 mM pH 9.0, MgCl, 2.5 mM, dNTP’s 10 mM y 0.05 unidades de polimerasa Taq
(GOtag® Flexi DNA Polimerasa Promega Corp.). Las condiciones de amplificacion
consistieron en un ciclo de desnaturalizacion inicial de 94 °C por 5 min. Seguido por 30
ciclos de amplificacion de 30 s a 94 °C, 45 sa 50 °C y 45 s a 72 °C. La reaccion se
completo con la incubacién a 72 °C por 10 min. Posteriormente, las amplificaciones de
DNA (8 pL) se mezclaron con 2 uL de revelador SYBR green, se cargaron en gel de
agarosa (1.5 %) y se realizo electroforesis horizontal durante 55 minutos a 95 V,
finalmente, los productos de DNA se visualizaron mediante transiluminacion por UV
donde un amplicén de 433 pb fue considerado como positivo. E. faecalis ATCC 51299

se utilizé como control positivo para las amplificaciones por PCR.

Deteccion del gen vanC

La deteccion del gen vanC fue realizada en aislados del género Staphylococci y
Enterococci; para la amplificacion se utilizd como molde 2.5 uL de DNA purificado
dentro de un volumen total de 20 uL a una concentracion final de 0.2 uM del iniciador
forward (5"-GAAAGACAACAGGAAGACCGC-3) y 0.2 uM del iniciador reverse (5°-
ATCGCATCACAAGCACCAATC-"3), los cuales fueron anteriormente descritos por
Clark et al., 1993. Las condiciones de reaccién de la PCR fueron las siguientes: Tris HCI
60 mM pH 9.0, MgCl, 2.5 mM, dNTP’s 10 mM y 0.05 unidades de polimerasa Taq
(GOtag® Flexi DNA Polimerasa Promega Corp.). Las condiciones de amplificacion
consistieron en un ciclo de desnaturalizacion inicial de 94 °C por 5 min. Seguido por 30

ciclos de amplificacion de 30 s a 94 °C, 45 sa 50 °C y 45 s a 72 °C. La reaccion se
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completd con la incubacidn a 72 °C por 10 min. Posteriormente, las amplificaciones de
DNA (8 pL) se mezclaron con 2 uL de revelador SYBR green, se cargaron en gel de
agarosa (1.5 %) y se realizo electroforesis horizontal durante 55 minutos a 95 V,
finalmente, los productos de DNA se visualizaron mediante transiluminacion por UV
donde un amplicon de 796 pb fue considerado como positivo. E. faecalis ATCC 51299
se utiliz6é como control positivo para las amplificaciones por PCR.

Deteccion de gen vanH

La deteccion del gen vanH fue realizada en aislados del género Staphylococci y
Enterococci; para la amplificacion se utilizo como molde 2.5 pL de DNA purificado
dentro de un volumen total de 20 pL. a una concentracion final de 0.2 pM del iniciador
forward (5"-GTGAGCAGGATGAGGCAGA-"3) y 0.2 uM del iniciador reverse (5'-
GCTGCGACTATAAGCCAACAC-"3), los cuales fueron anteriormente descritos por
Rezvani et al., 2016. Las condiciones de reaccién de la PCR fueron las siguientes: Tris
HCI 60 mM pH 9.0, MgCl> 2.5 mM, dNTP’s 10 mM y 0.05 unidades de polimerasa Taq
(GOtag® Flexi DNA Polimerasa Promega Corp.). Las condiciones de amplificacion
consistieron en un ciclo de desnaturalizacion inicial de 94 °C por 5 min. Seguido por 30
ciclos de amplificacion de 60 s a 94 °C, 60 s a 50 °C y 60 s a 72 °C. La reaccion se
completo con la incubacién a 72 °C por 10 min. Posteriormente, las amplificaciones de
DNA (8 pL) se mezclaron con 2 uL de revelador SYBR green, se cargaron en gel de
agarosa (1.5 %) y se realizd electroforesis horizontal durante 55 minutos a 95 V,
finalmente, los productos de DNA se visualizaron mediante transiluminacién por UV
donde un amplicon de 503 pb fue considerado como positivo. E. faecalis ATCC 51299

se utiliz6 como control positivo para las amplificaciones por PCR.
7.3.4 Deteccion del gen icaA

La deteccion del gen icaA fue realizada en aislados del género Staphylococci y
Enterococci; para la amplificacion se utilizd como molde 2.5 pL de DNA purificado
dentro de un volumen total de 20 pL. a una concentracion final de 0.2 pM del iniciador

forward (5"-CCTAACTAACGAAAGGTAG-"3) y 0.2 uM del iniciador reverse (5'-
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AAGATATAGCGATAAGTGC-"3), los cuales fueron anteriormente descritos por
Vasudevan et al., 2003. Las condiciones de reaccion de la PCR fueron las siguientes:
Tris HCI 60 mM pH 9.0, MgCl2 2.5 mM, dNTP’s 10 mM y 0.05 unidades de polimerasa
Taq (GOtag® Flexi DNA Polimerasa Promega Corp.). Las condiciones de
amplificacion consistieron en un ciclo de desnaturalizacion inicial de 94 °C por 5 min.
Seguido por 30 ciclos de amplificacion de 60 s a 94 °C, 60 sa50°C y 90 sa 72 °C. La
reaccion se completé con la incubacién a 72 °C por 10 min. Posteriormente, las
amplificaciones de DNA (8 pL) se mezclaron con 2 L de revelador SYBR green, se
cargaron en gel de agarosa (1.5 %) y se realizé electroforesis horizontal durante 55
minutos a 95 V, finalmente, los productos de DNA se visualizaron mediante
transiluminacién por UV donde un amplicon de 1,315 pb fue considerado como
positivo. Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Staphylococcus epidermidis ATCC
12228 se utilizaron como controles positivos para las amplificaciones por PCR.

7.3.5 Deteccion de gen IukSF

La deteccion del gen lukSF fue realizada en aislados del género Staphylococci para la
amplificacion se utilizé6 como molde 2.5 pLL de DNA purificado dentro de un volumen
total de 20 pL a una concentracion final de 0.2 pM del iniciador forward (5°-
ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA-"3) y 0.2 uM del iniciador reverse (5'-
GCATCAAGTGTATTGGATAGCAAAAGC-"3), los cuales fueron descritos por
McClure et al., 2006. Las condiciones de reaccion de la PCR fueron las siguientes: Tris
HCI 60 mM pH 9.0, MgCl> 2.5 mM, dNTP’s 10 mM y 0.05 unidades de polimerasa Taq
(GOtag® Flexi DNA Polimerasa Promega Corp.). Las condiciones de amplificacion
consistieron en un ciclo de desnaturalizacion inicial de 94 °C por 5 min. Seguido por 30
ciclos de amplificacion de 45 s a 94 °C, 45sa 55°C y 45 s a 72 °C. La reaccion se
completd con la incubacion a 72 °C por 10 min. Posteriormente, las amplificaciones de
DNA (8 pL) se mezclaron con 2 uL de revelador SYBR green, se cargaron en gel de
agarosa (1.5 %) y se realizo electroforesis horizontal durante 55 minutos a 95 V,
finalmente, los productos de DNA se visualizaron mediante transiluminacién por UV

donde un amplicén de 433 pb fue considerado como positivo.
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Métodos instrumentales (espectrometria de masas)
7.4 Anélisis por MALDI-TOF

La identificacion bacteriana por espectrometria de masas fue realizada para los aislados
gram positivos obtenidos de Ulceras de pie diabético, en la Escuela Nacional de Ciencias
Bioldgicas del IPN en la Ciudad de México, y fue realizada en el equipo Vitek MS
(BioMeérieux, France). Para ello, las cepas a evaluar fueron inoculadas en tubos
Eppendorf con TSA y enviadas por servicio de mensajeria al laboratorio de
microbiologia clinica a cargo de la Dra. Maria Guadalupe Aguilera Arreola; ya en el
laboratorio, las cepas fueron nuevamente inoculadas en agar sangre e incubadas a 37 °C
por 24 h.

Posteriormente, en el portaobjetos para gram positivos (bioMérieux MS), se adicionaron
2 uL de acido a-ciano hidroxicinamico en la cual se disolvid la muestra a evaluar (una
colonia pura). A continuacion, la tarjeta fue insertada en el equipo Vitek MS, y mediante
pulsacion laser las proteinas fueron expuestas e ionizadas, para posteriormente ser
detectadas por un electrodo anular (time of flight), para generar un espectro de proteinas
el cual se compar6 con espectros de la base de datos Myla software®, para asi poder
identificar el microorganismo a nivel de género o especie. Dependiendo del porcentaje
de coincidencia del espectro con el ya reportado, se determiné si la identificacion fue a
nivel de género (mayor a 70 % y menor a 80 %) o especie (mayor a 80 %). La cepa de E.
coli ATCC 8739 fue utilizada como control interno en las pruebas de identificacién

bacteriana.

Métodos inmunohistoquimicos
7.5 Inclusion de muestras en parafina

La inclusion de tejidos de DFUs en parafina, se realizd en el departamento de
Morfologia de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del IPN en la Ciudad de
México bajo la direccion de la Dra. Maria Teresa Valenzuela Vargas. La serie de pasos

que se realizaron para la inclusion de biopsias en parafina se describen en la figura 4.
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| Biopsia de DFU | »‘ Biopsiaen ETOH 65% »| Biopsiaen ETOH 70%

1h 1h '
‘ | Biopsiaen ETOH 90% “ Biopsiaen ETOH 80%

‘ 1h 1h 1h

‘ Biopsia en ETOH-Xilol 50-50 |“ Biopsia en Xilol 100% »‘ Biopsia en parafina liquida |
2h 1h 1h

Incluir biopsia « ‘ Biopsia en parafina liquida ‘
1h 1

h

‘ Biopsiaen ETOH 100%

Figura 4. Procedimiento para inclusion de biopsias en parafina

7.5.2 Técnica de hematoxilina-eosina

En cada una de las muestras de biopsias fue realizado un corte de 5 um utilizando un
microtomo convencional, posteriormente el corte de tejido fue extendido en un bafio
maria y montado en portaobjetos convencionales. Los pasos realizados para tefiir la
arquitectura de los tejidos montados en portaobjetos con hematoxilina-eosina se describe
en la figura 5. La visualizacion de las imagenes fue realizada en un microscopio
convencional (Olympus BX40) observando a 100X estructuras celulares como células

PMN, formacion de vasos sanguineos o presencia de necrosis celular.
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Colocar el tejido montado Colocar el portaobjeto en carbol-

en el portaobjeto en xilol » xilol-creosota 20/70/10 v/v
al 100%, 10 min. 10 min.

Enjuagar con « Colocar el portaobjetoen « Colocar el portaobjeto en
agua corriente alcohol 70%, 5 min. alcohol 96%, 5 min.

) 4

Tefiir con Colocar el portaobjetoen Eniuagar con
s . o u
hematoxilina 5 min. » una solucién del alcohol- » Juag .
. . L o agua corriente
y enjuagar con agua acido acético 2%

) 4

Sumergir el | Tefiir con eosina l Sumergir el portaobjetoen

portaobjetoen 1 min.y enjuagar agua amoniacal 2%
alcohol 96% 5 s. con agua 1 min.

| Colocar el portaobjeto

Colocar el portaobjeto » Colocar el portaobjeto » en xilol 100%
en alcohol 100% 30 s. en alcohol-xilol 30 s. y realizar montaje

Figura 5. Procedimiento para la tincion de tejido por hematoxilina-eosina. Para el
paso numero 5, la hematoxilina fue previamente filtrada para evitar la formacion de
grumos.

7.5.3 Inmunohistoquimica especifica de mediadores celulares

Para la técnica de inmunohistoquimica, las biopsias de pie diabético fueron evaluadas en
el laboratorio de patologia experimental del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ) bajo la supervision de la Dra. Brenda Noemi
Marquina Castillo. Para ello, posterior a la evaluacion de cada uno de los tejidos
(muestras) por la tincion de hematoxilina-eosina, se seleccionaron las muestras que
presentaron extenso infiltrado celular para realizar cortes histoldgicos, y posteriormente
llevar acabo la tincion por inmunohistoquimica para detectar la presencia de citocinas

gue se enlistan a continuacion (cuadro 7):
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Cuadro 7. Descripcion de citocinas y/o mediadores celulares evaluados mediante la
técnica de inmunohistoquimica

Mediador Anticuerpo utilizado  Muestras evaluadas Dilucion
celular (epitopo)
TNF-o 4E1 20 1:100
IFN-y NYROIFNy 20 1:250
TGF-p3 B-11 6 1:250
IL-1 5-G3 14 1:250
IL-4 HIL41 17 1:100
IL-10 E-10 12 1:250
Factor H C-18/3 6 1:100
p53 DO-1 12 1:250
Caspasa-3 E-8 9 1:100
MMP-2 2C1 10 1:100
FGF-5 F-11 16 1:80
KAILl G-10 14 1:80

e Primeramente, los tejidos fueron retirados del alcohol absoluto y depositadas en un
histoquinete automatico (Spin Tissue Processor Microm STP 120) con el fin de
deshidratar los tejidos y prepararlos para la inclusion en parafina sintética.

e Los tejidos fueron incluidos en parafina sintética (Paraplast Leica) y se dejaron
endurecer toda la noche (12 h).

e Posterior al paso de inclusion, las muestras fueron desbastadas hasta llegar al tejido
utilizando un micrétomo semi-automatico Leica Biosystems RM2245 para obtener
cortes histologicos.

e Se realizaron cortes histologicos de 3 um de grosor, para cada una de las muestras
de pie diabético obtenidas, los cortes se depositaron en un bafio maria a 45 °C para
finalmente ser tomadas con un portaobjetos cargado (Santa Cruz Biotechnology) y se
dejaron a temperatura ambiente toda la noche (12 h).

e A continuacion, los portaobjetos con la muestra se incubaron en una estufa a 60 °C
por 20 min para el proceso de desparafinacion, cada portaobjetos con muestra fue
identificado con la clave alfanumérica de la muestra misma.

e Los portaobjetos con las muestras se sumergieron en una solucion de xilol por 3

minutos.
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Después se sumergieron en una nueva solucion de xilol por 3 minutos (esto para ir
eliminado el exceso de parafina).

Seguido de alcohol-xilol 3 minutos, después alcohol absoluto 3 minutos y alcohol al
96% por 3 minutos, finalmente los portaobjetos se mantuvieron en agua destilada a
temperatura ambiente.

Se realizo la recuperacion antigénica colocando los portaobjetos en una jarra Coplin
con buffer de citratos 1X (pH 4), y se introdujeron a una olla de presion por 12
minutos a 120 libras de presion.

Transcurrido el tiempo y después de que se enfriaran las soluciones, los portaobjetos
se retiraron del buffer de citratos y se colocaron en una jarra Coplin con una solucion
de metanol-peréxido de hidrogeno (9:1) por 10 min. con el fin de bloquear la
peroxidasa endogena; transcurrido el tiempo, se lavo el portaobjetos con buffer PBS-
Tween 20.

Posteriormente, se recuperaron los portaobjetos y se colocaron en una camara
himeda y se restringid la zona de ensayo con un marcador hidrofobico (con el fin de
optimizar insumos).

Se adicionaron 200 pL de la solucién ImmunoDNA Background Blocker y se dejé
reaccionar en agitacion por 20 minutos.

Posteriormente, se lavaron las laminillas con PBS-tween y se adiciond el anticuerpo
primario (ver cuadro 7) utilizando como solucién diluyente ImmunoDNA
Background Blocker (Bio SB®) y se dejo reaccionar por toda la noche.

Al dia siguiente se lavaron los portaobjetos con PBS-tween y se adiciond el
anticuerpo secundario (una gota por tejido). En este caso se utilizaron anticuerpos
secundarios de conejo y cabra de la siguiente manera.

Las muestras donde se evalu6 TNF-o y el control negativo de este se utilizo
anticuerpo secundario de conejo (una gota de Rabbit polydetector HRP/DAB
detection system, Bio SB®).

Las muestras donde se evaluaron IFN-y, IL-1, IL-4, e IL-10, TGF-B3, factor H, p53,
caspasa-3, MMP-2, FGF-5 y KAI1 y los controles negativos de estos, se utilizaron
anticuerpos secundarios de cabra (una gota de Goat probe que se dejé incubar por 20
minutos y después se adiciond una gota de Goat on rodent HRP-Polymer también
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con una incubacion de 20 minutos) posteriormente los tejidos, se lavaron con PBS-
tween y después se tifieron con 50 pL de una solucién de diaminobencidina 0.1M
por 10 s 0 a observacion del cambio a color marrén.

e Posterior a la tincion con diaminobencidina, los portaobjetos se lavaron con PBS-
tween y se realizo una tincion con hematoxilina de Harris.

e A continuacidn, se deshidrataron los cortes utilizando el tren de desparafinado, en el
siguiente orden: alcohol 96%, alcohol absoluto, alcohol-xilol, xilol 2 y xilol 1; todos
por 3 minutos.

e Los portaobjetos fueron montados utilizando una resina sintética y se dejaron secar
por 24 h.

e La visualizacién de estructuras, tipos de células y zonas de marcaje especifico fue

realizada en un microscopio convencional.

7.5.4 Inmunohistoquimica especifica de linajes celulares

Los linajes celulares identificados y los anticuerpos utilizando por inmunohistoquimica

de tejidos de Ulceras de pie diabético se describen a continuacion (cuadro 8).

Cuadro 8. Descripcion de linajes celulares evaluados mediante la técnica de
inmunohistoquimica

Linaje celular Anticuerpo utilizado (epitopo) Muestras Dilucién
evaluadas
Linfocitos T CD4* GK1.5 12 1:250
Linfocitos T CD8* 5F10 12 1:250
Macréfagos 25F9, CD68 6 1:100
Linfocitos B CD19 (HIB19), CD20 6 1:100
Células plasmaticas LIV3G11 11 1:100
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Posterior al paso de inclusion, las muestras fueron trabajadas en un micrétomo
estandar (Leica Biosystems RM2245) para obtener cortes histologicos.

Se realizaron cortes histologicos de 2 um para cada una de las muestras de pie
diabético obtenidas se depositaron en un bafio maria para finalmente tomarlas con un
portaobjetos cargado, se dejaron a temperatura ambiente toda la noche (12 h).

Cada portaobjetos con muestra fue identificado con la clave alfanumérica de la
muestra misma.

A continuacion, los portaobjetos con la muestra se incubaron en una estufa a 60 °C
por 20 min para el proceso de desparafinacion, los portaobjetos con las muestras se
sumergieron en una solucién de xilol por 3 minutos.

Después se sumergieron en una nueva solucién de xilol por 3 minutos (esto para ir
eliminado el exceso de parafina).

Alcohol-xilol 3 minutos, después alcohol absoluto 3 minutos y alcohol de 96° por 3
minutos, finalmente los portaobjetos se mantuvieron en agua destilada a temperatura
ambiente.

Se realiz6 la recuperacion antigénica colocando los portaobjetos en una jarra Coplin
con buffer de citratos 1X (pH 4), todo esto se introdujo una olla de presién por 12
minutos a 120 libras de presion.

Transcurrido el tiempo y después de que se enfriaran las soluciones, los portaobjetos
se retiraron del buffer de citratos y se colocaron en una jarra Coplin con una solucién
de metanol-peroxido de hidrogeno (9:1) con el fin de bloquear la peroxidasa
enddgena. Finalmente se lavo el portaobjetos con buffer PBS-Tween 20.
Posteriormente, se recuperaron los portaobjetos y se colocaron en una cdmara
himeda y se restringi6 la zona de ensayo con un marcador hidrofébico (con el fin de
optimizar insumos.

Se adicionaron 200 uL de la solucion ImmunoDNA Background Blocker (Bio SB®)
y se dej6 reaccionar por 20 minutos.

Se adiciond el anticuerpo primario (ver cuadro 8) utilizando como solucién diluyente

ImmunoDNA Background Blocker y se dej6 reaccionar por toda la noche.
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Al dia siguiente se lavaron los portaobjetos con agua corriente y sin que se seque la
superficie se adicion0 el anticuerpo secundario. En este caso se utilizaron
anticuerpos secundarios de raton y cabra de la siguiente manera.

Las muestras donde se evalu¢ linfocitos T CD4", CD8" y los controles negativos de
estos se utilizaron anticuerpos secundarios de conejo (una gota de Rabbit
polydetector HRP/DAB detection system, Bio SB®).

Las muestras donde se evaluaron macrofagos, células B, células plasmaticas y los
controles negativos de estos, se utilizaron anticuerpos secundarios de cabra (una gota
de Goat probe incubando 20 minutos méas una gota de Goat on rodent HRP-Polymer
también con incubacién de 20 minutos). Posteriormente, los tejidos se lavaron con
PBS-tween y después se tifieron con 50 pL de una solucion de diaminobencidina por

10 s o hasta la observacion del cambio a color marrén.

Posterior a la tincion con diaminobencidina, los portaobjetos se lavaron con PBS-
tween y se realiz6 una tincion con hematoxilina de Harris.

A continuacidn, se deshidrataron los cortes utilizando el tren de desparafinado, en el
siguiente orden: alcohol 96%, alcohol absoluto, alcohol-xilol, xilol 2 y xilol 1; todos
por 3 minutos.

Los portaobjetos fueron montados utilizando una resina sintetiza y se dejaron secar
por 24 h.

La visualizacion de estructuras, tipos de células y zonas de marcaje especifico fue

realizada en un microscopio convencional.
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8. RESULTADOS

8.2 Pacientes y obtencién de biopsias

Se obtuvieron 277 biopsias de pie diabético no repetidas de pacientes que

ingresaron a cirugia en el centro médico Angiologia y Cirugia Vascular de Noreste, en

Reynosa Tamaulipas, desde diciembre 2011 a diciembre del 2016, las muestras para

cultivo fueron tomadas del sitio de la lesién después de una cuidadosa limpieza

superficial inicial, seguida de desbridamiento quirdrgico. La toma de la muestra se

realizd por raspado o corte con pinzas en el centro de la lesién. Una vez tomadas las

muestras fueron enviadas al laboratorio para el cultivo de bacterias aerobias, en un lapso

de tiempo no mayor a 1 h. Los especimenes fueron transportados al laboratorio en medio

Stuart o solucion salina estéril. En el cuadro 9 muestra las principales caracteristicas de

los pacientes incluidos en este estudio.

Cuadro 9. Datos de los pacientes, resultado microbiol6gico y caracteristicas de las

Ulceras

Parametro n (%)
INUmero de muestras 332 (100)
Numero de aislados 364 (100)
Género (Hombre/Mujer) 192 (58) /137 (41.2)
Edad (Media de afios + DS) (58.9 £11.5)
Duracion de la diabetes (Media + DS) (15.8 £7.6)
“Crecimiento Monomicrobiano 86 (26)
Crecimiento Polimicrobiano 96 (58)
Sin crecimiento 54 (16)
Aislados Gram negativos 201(55)
Aislados Gram positivos 163 (45)
$Tendo6n 85 (30.7)
Tendo6n-hueso 16 (5.7)
Tenddn-fascia 34 (12.3)
Hueso 51 (18.4)
Tejido muasculo-esquelético 90 (32.5)
Tejido (Biopsia) 277 (83)
Absceso (Aspirado) 38 (12)
Exudados (Liquido) 17 (5)

!Datos del paciente

2 Resultado microbioldgico de la herida evaluada
3Clasificacion de la herida en base a la localizacion en el pie
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En nuestro estudio se reclutaron 277 muestras de diferentes grados Wagner (figura 6),
82% de las muestras evaluadas se incluyeron en grados 2 y 3 correspondientes a la
clasificacion de Wagner, que indica la homogeneidad de las caracteristicas clinicas de la

mayor parte de las muestras.

100%

80%

60%

49.45%

40%

32.55%

20%

8.83%
0% 4.65% 4.5%
0%

0 1 2 3 4 5

Grados Wagner

Figura 6. Diagrama representativo de los grados Wagner encontrados en biopsias
de pie diabético evaluadas (0-5 indica el grado de la lesién en la escala de Wagner).

Consentimiento informado y permiso

Parte de este trabajo de investigacion fue aprobado por una junta de revision
institucional (Oficina de Investigacién y Estudios de Posgrado del Instituto Politécnico
Nacional) con el nimero 20120763 en 2012. Para los ensayos histologicos y de
inmunohistoquimica se utilizaron preparaciones de tejido de piel de sujetos sanos en
portaobjetos con el objetivo de contrastar nuestros resultados, mismos que fueron
donados por la Dra. Maria Teresa Valenzuela Vargas del departamento de Morfologia de
la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del IPN en la Ciudad de México. Por
consiguiente, los ensayos inmunohistoquimicos realizados se muestran como ensayos

piloto para una siguiente prueba con mas muestras de objeto de estudio.

En cuanto a las muestras de pacientes obtenidos, el anexo 1 muestra una copia del
consentimiento informado obtenido en este estudio, por motivos éticos no se muestran

los documentos firmados originales, pero si un formato en blanco como los cuales
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fueron llenados. Los consentimientos informados obtenidos son respaldados por
personal del Laboratorio de Interaccion Ambiente-Microorganismo.

8.3 Métodos microbiolégicos
Obtencion de aislados bacterianos a partir de biopsias

Con base en la identificacion bioquimica y después de un curado/confirmacién mediante
una metodologia alterna (espectrometria de masas, MALDI-TOF) se determinaron las
siguientes especies bacterianas obtenidas de pacientes con Ulceras de pie diabético
(cuadro 10).

Cuadro 10. Descripcion del total de bacterias aisladas a partir de UGlceras de pie
diabético de diciembre de 2011 a diciembre del 2016

Microorganismos Aisladosn =364 %
S. aureus 91 25
Serratia sp. 53 15
Enterobacter sp. 38 10
Staphylococcus spp. 35 10
Proteus sp. 34 9
Enterococcus spp. 32 9
E. coli 27 7
Pseudomonas spp. 17 5
C. diversus 15 4
Klebsiella sp. 6 2
Providencia stuartii 4 1
Streptococcus sp. 3 0.7
Erwinia chrysanthemi 3 0.7
Shigella spp. 2 0.5
Bacillus sp. 2 0.5
Edwarsiella sp. 2 0.5
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Perfiles de resistencia a antibioticos en cepas obtenidas de Ulceras de pie diabético

Los perfiles de resistencia a antibioticos para las cepas gram positivas se muestran en el
cuadro 11; las cifras representan los porcentajes de resistencia y sensibilidad a cada
antibidtico, el faltante para llegar a 100% correspondid a los porcentajes de aislados con
resistencia o sensibilidad intermedia. El cuadro 12 muestra los perfiles obtenidos para

las cepas gram negativas.

Con base en los resultados de la resistencia fenotipica (figura 7), los antibioticos mas
eficaces para las bacterias gram-positivas fueron levofloxacino (R = 28, S = 35) y
cefalotina (R = 19, S = 38). Penicilina (R = 93, S = 5) y dicloxacilina (R = 88, S = 5)
fueron los inhibidores menos eficaces para las bacterias gram positivas; para S. aureus,
el 96% de todas los aislados fueron resistentes a la penicilina, y cefalotina fue el
antibidtico mas eficaz con el 57% de las cepas sensibles. Levofloxacino fue el
antibiotico més eficaz para Enterococcus sp. como para S. epidermidis con 50 y 56% de

las cepas sensibles respectivamente.

Para las especies gram negativas, los miembros de la familia Enterobacteriaceae fueron
los méas frecuentemente aislados, y la familia de los aminoglucosidos fueron los
antibidticos mas eficaces, para estos microorganismos. Asi como en nuestro estudio,
Citrdon et al; 2007 reportaron que el grupo de Enterobacterias fueron en gran medida
susceptibles a imipenem y aminoglucosidos. La amikacina resulto ser el antibiotico mas
efectivo contra las bacterias gram negativas (R = 12, S = 80), sequido de netilmicina (R
22, S = 51) y levofloxacino (R = 34, S = 54), respectivamente. Nuestros resultados
indican que los aminoglucésidos como amikacina son eficaces en infecciones moderadas
de pie diabético. Sin embargo, la presencia de cepas con resistencia de amikacina podria
suponer la aparicién o el movimiento de las cepas que podrian requerir esquemas de

terapia antimicrobiana vigorosos en comparacion con cepas sensibles a este antibiotico.
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Perfiles de resistencia a antibidticos:

Cuadro 11. Perfil de resistencia a antibioticos de aislados gram positivos obtenidos por cultivo de Ulceras del pie diabético.

Aislados R/S (%) GM CTX CF AM STX LEV FEP PE E DC TET CXM \Y
S. aureus (91) 45/27 45/35 24/63 86/5 30/64 32/63 75/16 97/2 66/14 94/3  40/30 52/27 45/55
S. epidermidis (35) 54/31 46/25 40/51 90/8 60/31 20/69 63/23 91/0 57/17 86/3  54/31 40/23 60/40
Enterococcus sp. (32) 56/25 50/30 40/43 77/13 33/47 40/53 60/37 90/7 57/20 94/3  50/33 57/21 47/53
Otros gram pos. (5) 80/20 0/20  40/40 100/0 20/80 0/100 40/40 100/0 20/0  100/0 40/20 0/20  20/80
Total (163) 50/28 45/32 31/56 86/8  37/54 29/63 68/23 94/2 61/15 93/3  45/31 48/25 48/52

*El porcentaje faltante para llegar a 100% represent6 el porcentaje de los aislados que mostraron resistencia intermedia. AM, ampicilina., CF, cefalotina., CTX,
cefotaxima., CXM, cefuroxima., DC, dicloxacilina., E, eritromicina., GM, gentamicina., LEV, levofloxacino., PE, penicilina., TET, tetraciclina., STX,
trimetoprim/sulfametoxazol., V, vancomicina.

Cuadro 12. Perfil de resistencia a antibioticos de aislados gram negativos obtenidos por cultivo de Ulceras del pie diabético.

Aislados R/S (%) GM CTX CF AM  STX LEV FEP C NF NET AK CRO
Serratia sp. (53) 44/30 61/26  85/7  83/11 48/28  20/74  24/57 46/37 74/16 31/43 20/69 63/18
Enterobacter sp. (38) 50/32 58/21 92/3  95/0 50/39  24/61 37/45 47/39 73/11 29/63 13/87 42/37
Proteus sp.(34) 44/26 53/26 91/6  97/0 76/18  20/62  38/53 44/32 74/9 9/62 0/88 41/27
E. coli (27) 78/07 70/19 93/0  96/0 59/33  63/37 30/52 37/52 26/56 15/44 4/96 52/22
P. aeruginosa (17) 24/29 47/18 88/6 100/0  76/6 29/53 6/82 70/18 82/6 12/65 6/88 53/12
C. diversus (15) 60/13 67/13 87/0  93/7 73/27 67/27 15/60 40/40 69/15 13/47 15/77 62/15
Other gram neg. (17)  47/53 65/18 100/0 100/0 70/24  53/41  53/41 47/41 47/35 35/47 12/65 47/35
total (201) 49/27 60/22 90/4  93/3  57/27  33/56  30/54 46/38 65/17 22/53 11/82 51/24

El porcentaje faltante para llegar a 100% represento el porcentaje de los aislados que mostraron resistencia intermedia. AK, amikacina., AM, ampicilina., CF,
cefalotina., FEP, cefepime., CTX, cefotaxima., CRO, ceftriaxona., C, cloranfenicol., GM, gentamicina., LEV, levofloxacino., NET, netilmicina., NF,

nitrofurantoina., STX, trimetoprim/sulfametoxazol
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Figura 7. Representacion de antibiogramas realizados a aislados obtenidos por
cultivo de Ulceras de pie diabético. La presencia de halos sin crecimiento (previa
medicion y comparacion del didmetro del halo) indica la susceptibilidad a él antibidtico,
los crecimientos bacterianos alrededor de los discos de inhibicion indican resistencia al
antibidtico.

En cuanto al origen de estas biopsias evaluadas, las que mostraron una mayor diversidad
fueron las muestras obtenidas de musculo y tendon, en el que s6lo menos de 10% de las

muestras fueron tomadas por hisopo (cuadro 13).

Cuadro 13. Origen especifico de cada una de las cepas analizadas en este estudio

Tipo de tejido 1 2 3 4 5 6 7
n=>51 n==6 n=17 n=29 n=>55 n=36 n=21

Sin crecimiento 6 0 0 3 4 12 4
Monomicrobianos 29 3 13 18 30 19 13
Polimicrobianos 8 15 2 4 10.5 25 2
Tipos de aislados
S. aureus (n = 67) 14 4 6 13 15 11 4
Enterococcus sp. (n = 28) 5 2 4 3 7 4 3
S. epidermidis (n = 18) 6 0 0 3 7 0 2
Otros gram pos. (n = 3) 1 0 0 0 1 0 1
Enterobacter sp. (n = 29) 3 2 3 3 13 3 2
Serratia sp. (n = 26) 6 1 1 6 4 4 4
Proteus sp. (n = 26) 12 0 1 3 6 2 2
E. coli (n=15) 6 0 1 2 3 3 0
Pseudomonas spp. (n = 15) 4 0 1 1 8 0 1
Citrobacter sp. (n = 12) 4 0 2 0 3 2 1
Otros gram neg. (n =7) 1 0 2 0 3 0 1

1: Tenddn, 2: Tend6n-hueso, 3: Tenddn-fascia, 4: Hueso, 5: Musculo, 6: Aspirados, 7: Exudados.
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Decidimos buscar diferencias significativas entre el tipo de bacterias infectantes frente a
los tipos de biopsia (se evaluaron los 3 géneros predominantes encontrados),
encontrando que la mayoria de los géneros de bacterias predominantes no asociadas
estadisticamente con un tipo particular de tejido (cuadro 14). Sin embargo, si se
encontraron diferencias significativas cuando el género Enterobacter se evalud frente a

biopsias de musculo (p = 0.011).

Cuadro 14. Asociacion estadistica entre el tipo de bacteria infectante y tejidos
obtenidos

Aislados 1 2 3 4 5 6 7
n=>51 n==6 n=17 n=29 n=>55 n=236 n=21
valorp  valorp valorp  valorp valor p valor p valor p
S. aureus (n = 67) 0.463 0.57 0.735 0.88 0.421 0.931 0.192
Enterococcus sp. (n = 28) 0.434 0.134 0.180 0.645 0.940 0.709 0.856
Enterobacter sp. (n = 29) 0.069 0.134 0.601 0.594 0.011* 0.321 0.576

1: Tend6n, 2: Tend6n-hueso, 3: Tenddn-fascia, 4: Hueso, 5: Musculo, 6: Aspirados, 7: Exudados, *Valor
estadisticamente significativo.

Sugerimos que, si bien S. aureus es predominante en las DFls, las bacterias gram
negativas como las Enterobacterias podrian desempefiar un papel importante en la
colonizacién de ciertos tejidos (anexo 3); Sin embargo, se necesitan estudios mas

profundos en este sentido.

Perfiles de produccién de biofilm

La caracterizacion de bacterias productoras de biofilm se realiz6 en placas de 96 pocillos
donde se evaluaron por triplicado 163 cepas gram positivas. De acuerdo a los criterios de
categorizacion de bacterias productoras de biofilm se determinaron los siguientes

valores que se muestran en las figuras 8-13.
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Figura 8. Produccion de biofilm en cepas de S. aureus. En la escala horizontal se
muestran el total de cepas evaluadas (n = 91), en escala vertical se representa el valor de
OD obtenido de la produccién de biofilm.
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Figura 9. Diagrama de cajas que representa el promedio de produccion de biofilm
en S. aureus. (Media = 69) en S. aureus (n = 91), asi como rangos cuartiles, maximos
(183) y minimos (41). Para fines de representacion, los valores de OD obtenidos fueron
expresados en nimeros naturales.
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Figura 10. Produccion de biofilm en cepas de CoNS. En la escala horizontal se
muestran el total de cepas evaluadas (n = 35), en escala vertical se representa el valor de
OD obtenido de la produccion de biofilm.

50



200 7

180 -

160

140

120

100 +

80 -

60

40

20

e
o0 0
°

o000

s
L
°

Figura 11. Diagrama de cajas que representa el promedio de produccion de biofilm
para CoNS. (m = 69) en Staphylococcus spp. (n = 35), asi como rangos cuartiles,
méaximos (200) y minimos (41). Para fines de representacion, los valores de OD
obtenidos fueron expresados en nimeros naturales.
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Figura 12. Produccion de biofilm en cepas de Enterococcus spp. En la escala
horizontal se muestran el total de cepas evaluadas (n = 32), en escala vertical se

representa el valor de OD obtenido de la produccion de biofilm.
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Figura 13. Diagrama de cajas que representa el promedio de produccion de biofilm
en Enterococcus spp. (m = 91) en Enterococcus spp. (n = 32), asi como rangos
cuartiles, méximos (368) y minimos (24). Para fines de representacién, los valores de
OD obtenidos fueron expresados en nimeros naturales.

Por medio del ensayo de rojo Congo para la produccion de biofilm, el 19% (17 cepas) de
los S. aureus presentaron la formacion de “slime”, ademas otros 6 aislado de
Staphylococcus spp. y 2 de Enterococcus spp. también fueron considerados positivos
para la formacion de biofilm (cuadro 15). En la figura 14 se muestran las caracteristicas

representativas de las cepas evaluadas.

Cuadro 15. Representacion de la produccion de “slime” en aislados gram positivos
obtenidos de Ulceras de pie diabético
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M Positivos

Negativos

S.aureus (91)  Staphylococcus  Enterocccus spp. Otros gram
spp. (35) (32) negativos (5)
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Figura 14. Representacion de la produccion de “slime” en aislados gram positivos
obtenidos de Ulceras de pie diabético. Las muestras Al, B1, A2 y A3 fueron positivas
para formacion de slime. Las muestras A4, B2, B3, B4 y B5 fueron negativas para la
produccioén de “slime” por el método de rojo Congo.

La capacidad de produccion de biofilm entre cepas gram positivas se describe como un
factor patdgeno importante para invadir la superficie del tejido. En nuestro estudio, el
19% y el 15.3% de las cepas de gram positivas totales presentaron formacion de biofilm
tanto por el ensayo MtP como por las pruebas de CRA. Sin embargo, solo el 2.4% (4

cepas) estuvo de acuerdo entre dos métodos.
Prueba de resistencia inducida a la clindamicina

La busqueda de resistencia inducida a clindamicina fue realizada en aislados de S.
aureus (n = 88) y CoNS (n = 35). De acuerdo con los resultados, 43 cepas (35%)
presentaron resistencia natural a la clindamicina, 71 cepas (58%) fueron sensibles a la
clindamicina y 9 cepas (7%) presentaron resistencia inducida a la clindamicina. En la
figura 15, se describen los diferentes fenotipos encontrados al evaluar la resistencia

inducida a clindamicina.
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Figura 15. Evaluacion de cepas gram positivas para la prueba de resistencia a
clindamicina. a) con resistencia natural a la eritromicina y clindamicina, se observa la
ausencia de halos alrededor de los sensidiscos. b) con susceptibilidad natural a
eritromicina y clindamicina, se observa la presencia de halos para los dos antibidticos; y
c) con resistencia inducida a la clindamicina. Se observa la aparicion de halo en forma
de “D” para el antibiotico clindamicina.

Deteccidn de cepas de Staphylococci meticilina resistente

A partir de 91 aislados de S. aureus, utilizando la prueba de difusion en disco de Kirby-
Bauer con disco de cefoxitina se detectaron 21 (23%) cepas que fueron resistentes a
FOX, por lo que de acuerdo a los criterios del CLSI 2018 fueron catalogados como
MRSA. Para los CoNS que representaron el 21% de las cepas gram positivas aisladas, 8

cepas el 23% fueron también resistentes a la cefoxitina.
Deteccidn de cepas de Staphylococcus aureus con resistencia borde a la oxacilina

Se realiz6 la prueba de deteccion de cepas BORSA en aislados de S. aureus negativos a
la amplificacion del gen mecA. De los 91 S. aureus obtenidos de DFUs, 6 cepas (7.3%)
presentaron caracteristicas de posibles fenotipos BORSA, la figura 16 muestra el patrén

de inhibicidn representativo de estas cepas.

54



Figura 16. Representacion para posible fenotipo BORSA. A) muestra la imagen de
un aislado de S. aureus que fue positivo a la inhibicion de betalactamasas por accion del
acido clavulanico (halo AMC-OXA mayor que los demés). B) muestra un fenotipo
negativo de BORSA ya que no se encuentran diferencias en la inhibicion con los discos
de OXA, FOX y OXA-AMC. C) Prueba de betalactamasa positiva (color rojo) para el
aislado 35M-16.

Evaluacion del crecimiento de los géneros Staphylococci y Enterococci en agar de
vancomicina

Sesenta y cinco cepas de S. aureus no mostraron crecimiento en VAS por lo que fueron
consideradas como sensibles a la vancomicina y no fueron evaluadas por la técnica MIC.
La figura 17 muestra el crecimiento caracteristico de aislados con resistencia a la
vancomicina a 6 pug/mL. Para el género Enterococci (n = 29), solo 11 aislados (38%)

fueron negativos para crecimiento en VAS.
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Figura 17. Medio BHI adicionado con vancomicina. Izquierda, aislado sensible a la
vancomicina (113 M-16) y a la derecha, presencia de colonias color blanco de un aislado
resistente a la vancomicina (136M-16).

Concentracion minina inhibitoria para vancomicina en Staphylococcus aureus y

Enterococcus spp.

Para la prueba de la MIC de vancomicina (anexo 4), se evaluaron 54 aislados gram
positivos, 18% de los S. aureus susceptibles a meticilina mostraron resistencia a
vancomicina a una concentracion de 16 pg/mL, adicionalmente la presencia de MRSA
estuvo asociada a la presencia de resistencia a vancomicina, (p = 0.04). El cuadro 16
resume los niveles de resistencia a vancomicina, encontrados en cocos gram positivos

utilizando la técnica de MIC.

Cuadro 16. Valores de resistencia a antibidticos obtenidos para especies de cocos
gram positivos por medio de la técnica de MIC utilizando vancomicina a diferentes
concentraciones

Aislados Vancomicina MIC, ug/Ml

--- <2 4-8 > 16
S. aureus (72) 56 3 13
MRSA (16) 7 2 7

<4 8-16 >32
Enterococcus spp. (29) 23 0 6
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8.4 Métodos moleculares

Extraccion de DNA gendmico de cepas gram positivas obtenidas por cultivo de
Ulceras de pie diabético

Se obtuvo el DNA genomico de cada uno de los aislados gram positivos evaluados en
este estudio. La calidad y cantidad de DNA fue evaluada por medio de electroforesis en
gel de agarosa 1% (figura 18). Cada alicuota se estandariz6 a 50-100 ng/mL para fines

de procedimiento de PCR.

1 33 22m 13m-15  15m-15 16m-15 17m-15

Figura 18. Extraccion de DNA gendmico de cepas gram positivas obtenidas de
Ulceras de pie diabético. En los carriles del 1 al 17m-15 se observa la extraccion de
DNA de cepas procedentes de cultivo de DFUs. No se incluyé un marcador de peso
molecular ya que solo se requeria comprobar tamarfio del material de interés.
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Deteccion del gen mecA

Un total de 91 cepas de S. aureus y 35 cepas de Staphylococcus spp. fueron evaluadas
para la identificacion del gen mecA, 24 (26%) y 7 (20%) de los aislados respectivamente
resultaron ser positivos al presentar un amplicén de 162 pb. La figura 19 muestra la

representacion de la amplificacion en agarosa al 1.5%.

Figura 19. Visualizacion para la amplificacion del gen mecA (162pb), a partir de
aislados obtenidos por cultivo de Ulceras de pie diabético. Carriles 1, 2, 4, 6-8
aislados con presencia de mecA. Carriles 3 y 5 aislados sin presencia de mecA; Carril 9
control positivo de amplificacion (S. aureus ATCC 43300); Carril 10: control negativo
de amplificacion (agua); Carril 11: Marcador 100 pb Promega. Agarosa 1.5%, 95 V por
55 min. Tincion con 2 puL de SYBR Green.

Deteccion del gen vanA

Un total de 91 cepas de S. aureus y 32 cepas de Enterococcus spp. fueron evaluadas para
la deteccion del gen vanA utilizando 2 pares de iniciadores previamente reportados
(Clark et al., 1993; Dutka et al., 1995). En ninguna de las 123 cepas ensayadas se
encontré amplificacion para el gen vanA. Pero es importante mencionar que dos aislados
de genero Staphylococci presentaron amplicon de 1,000 pb ambos con subproductos
inespecificos de 600 pb aproximadamente; sin embargo, no fueron tomados en cuenta
como positivos (figura 20), por el hecho de que no amplificaron en una segunda ronda
de verificacion y fueron negativos para la amplificacion con el segundo set de

iniciadores (figura 21).

58



40 34 1M 35 28 14M 15M 29 24 29M 36M 13 46M

1500 pb
1000 ph,

500 pb
,
L

Figura 20. Visualizacién para la prueba de deteccion del gen vanA (1,030 pb) a
partir de DNA de aislados gram positivos obtenidos por cultivo de Ulceras de pie
diabético. Muestras: (40-17) 7 pL de producto de PCR + 2 uL de SYBR Green.
Marcador: 1 pL de Marcador 100 pb ladder plus promega + 2 uL de SYBR Green.
Agarosa 1.5%, 90 volts por 60 min.
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Figura 21. Visualizacion para la prueba de deteccion del gen vanA (732 pb) a partir
de DNA de aislados gram positivos obtenidos por cultivo de Ulceras de pie
diabético. Muestras: (15M-29) 7 uL de producto de PCR + 2 pL de SYBR Green.
Marcador: 1 uL de Marcador 100 pb ladder promega + 2 uL de SYBR Green. Agarosa
1.5%, 90 volts por 60 min.

Deteccion del gen vanB

Un total de 91 cepas de S. aureus, 35 de Staphylococcus spp. y 32 cepas de
Enterococcus spp. fueron evaluadas para la deteccién del gen vanB utilizando
iniciadores previamente reportados por Clark et al., 1993. Seis cepas de Enterococcus
spp. fueron positivas para la amplificacion del gen vanB; para el género Staphylococci el
gen vanB estuvo presente en 10 aislados. la figura 22 muestra el patrén representativo

encontrado en la amplificacion de este gen.
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Figura 22. Visualizacion para la prueba de deteccion del gen vanB (433 pb) a partir
de DNA de aislados gram positivos obtenidos por cultivo de Ulceras de pie
diabético. Muestras: (116M-99M-16) 7 uL de producto de PCR + 2 puL de SYBR
Green. Agua: control negativo de amplificacion. M: Marcador de 100 pb ladder promega
1 pL + 2 puL de SYBR Green. Agarosa 1.5%, 90 volts X 60 min.

Deteccion del gen vanC

Un total de 91 cepas de S. aureus, 35 de Staphylococcus spp. y 32 cepas de
Enterococcus spp. fueron evaluadas para la deteccion del gen vanC utilizando
iniciadores previamente reportados Clark et al., 1993. De las 163 cepas evaluadas, 7
aislados de Enterococcus spp. fueron positivos para la amplificacion del gen vanC. La
figura 23 muestra el patron representativo encontrado en la amplificacion del gen vanC.

40 34 1M 35 28 14M 13M 29 24 29M 36M 13M 46M 17 11 23 30M 13 25M M
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Figura 23. Visualizacion para la prueba de deteccion del gen vanC (796 pb) a partir
de DNA de aislados gram positivos obtenidos por cultivo de ulceras de pie
diabético. Muestras: (40-25M) 7 pL de producto de PCR + 2 uL de SYBR Green.
Marcador: 1 pL de Marcador 100 pb plus Ladder Promega + 2 puL de SYBR Green.
Agarosa 1.5%, 90 volts X 60 min.
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Deteccion de gen vanH

Un total de 91 cepas de S. aureus, 35 de Staphylococcus spp. y 32 cepas de
Enterococcus spp. fueron evaluadas para la deteccion del gen vanH utilizando
iniciadores previamente reportados. De las 163 cepas evaluadas, vanH estuvo presente
en 3 cepas de S. aureus, mientras que 7 cepas de Enterococcus spp. también presentaron

amplificacion de 503 pb (figura 24).

Figura 24. Visualizacion para la prueba de deteccion del gen vanH (503 pb) a partir
de DNA de aislados gram positivos obtenidos por cultivo de Ulceras de pie
diabético. Muestras: (20-38) 7 uL de producto de PCR + 2 pL de SYBR Green.
Marcador: 1 pL de Marcador 100 pb Ladder Promega + 2 puL de SYBR Green. Agarosa
1.5%, 90 volts X 60 min.

Deteccion del gen icaA

Un total de 163 cepas de aislados gram positivos fueron evaluados para identificar la
presencia de genes relacionados con la produccion de biofilm; 91 cepas de S. aureus, 35
de Staphylococcus spp. y 32 cepas de Enterococcus spp., despues del analisis se
determind que 33 cepas de S. aureus fueron positivas para la amplificacion de 1,315 pb.
Solo se obtuvieron 6 aislados positivos para Staphylococcus spp. y 8 cepas de
Enterococcus spp. que también resultaron positivas para la amplificacién del gen, la

figura 25, muestra el patron representativo de amplificacion del gen icaA.
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Figura 25. Visualizacion para la prueba de deteccion del gen icaA (1,315 pb) a
partir de DNA de aislados gram positivos obtenidos por cultivo de Ulceras de pie
diabético. Muestras: (25923-29) 7 uL de producto de PCR + 2 puL de SYBR Green.
Agua: control negativo de amplificacion. Marcador: 1 yuL de Marcador 100 pb Ladder
Promega + 2 uL de SYBR Green. Agarosa 1.5%, 90 volts X 60 min.

Deteccion de gen lukSF

La deteccion por PCR punto final del gen lukSF fue detectado en 10 (11%) cepas de S.
aureus y en una cepa (3%) de CoNS (figura 26).

Figura 26. Visualizacion para la prueba de deteccion del gen IukSF (433 pb) a
partir de DNA de aislados gram positivos obtenidos por cultivo de Ulceras de pie
diabético. Muestras: (1-28) 7 pL de producto de PCR + 2 pL de SYBR Green.
Marcador: 1 pL de Marcador 100 pb Ladder Promega + 2 uL de SYBR Green. Agarosa
1.5%, 90 volts X 60 min.
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8.5 Métodos instrumentales (espectrometria de masas)
Andlisis por MALDI-TOF

Las 163 cepas gram positivas fueron evaluadas por medio de espectrometria de masas
(Vitek MS), el resultado dado por esta técnica instrumental fue tomado como legitimo,
aun cuando por medio de la prueba bioquimica diferia. En general 8 de cada 10 cepas
evaluadas por los dos métodos concordaron entre si (cuadro 17). En el anexo 4 se

muestran los espectros representativos para cada uno de los géneros obtenidos.

Cuadro 17. Representacion de las cepas obtenidas por métodos convencionales y
por espectrometria de masas

m Conventional By MALDI-TOF

120 -

98
100 - 91
80 -
60 -

38
40 - a2 35
27
20 -
0 5
0
S. aureus Enterococcus sp. CoNS Other gram +
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8.6 Métodos inmunohistoquimicos
Inclusion de muestras en parafina

De las 277 muestras de tejido, 159 tejidos fueron inviables para los métodos histologicos
debido a que en el transcurso en que fueron preservadas (2012-2015) aun no se tenia
definido el estudio por inmunohistoquimica, y los tejidos solo fueron guardados a -80°C.
Asi, solo 119 muestras fueron viables para la tincion de hematoxilina-eosina; y de estas
solo 28 presentaron extenso infiltrado inflamatorio, cantidad y tamafio viable para la
deteccion de células y citocinas por la prueba de inmunohistoquimica. Las principales

caracteristicas se indican a continuacioén en el cuadro 18.

Cuadro 18. Clasificacion de las muestras de tejido de pie diabético por su
viabilidad para la técnica de inmunohistoquimica

Grado Muestras Viables para No viables para
Wagner inmunohistoquimica inmunohistoquimica
1 5 0 5
2 52 11 41
3 47 8 35
4 11 7 4
5 4 2 2

Tincién de Hematoxilina-eosina

Como parte de un analisis previo al ensayo inmunohistoquimico, se observé el grado de
destruccidn tisular por medio de una tincion de hematoxilina-eosina. En concordancia
con los grados Wagner y la evolucién natural de la enfermedad, las muestras con poco
tiempo de evolucion presentaron escasos signos de dafio o reclutamiento de
componentes de sistema inmune. Sin embargo, las muestras de los grados con mayor
progresion de la enfermedad (grados Wagner 3, 4 y 5) presentaron amplia destruccion
celular, necrosis, reclutamiento de células de sistema inmune, localizacion de alta carga
bacteriana, (cocos gram positivos) y procesos de fibrosis agudos. A continuacion, se
muestran los procesos caracteristicos observados en tejidos de DFUs (figuras 27 y 28),
adicionalmente se muestra la fotografia de material donado y utilizado como tejido de
comparacion (figura 29).
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Figura 27. Tincién de hematoxilina-eosina para tejidos con procesos agudos y
crénicos de DFUs. A) muestra escasas células inflamatorias en tejido subcutaneo y
adiposo a 10X. B) muestra amplio infiltrado celular, de proceso agudo activo. C)
muestra un estado crénico de la herida con necrosis en partes periféricas, presencia de
infiltrado celular abundante y desarrollo de fibrosis. D) muestra el estado cronico de una
herida caracterizado por necrosis con amplia destruccion tisular y extenso infiltrado
inflamatorio.

Figura 28. Tincion de HE para tejidos con diferentes niveles de infiltrado celular.
A) se muestra tejido con abundante presencia de células PMN, muestra perteneciente a
una herida en proceso agudo. B) muestra tejido con abundantes linfocitos y neutrofilos.
C) muestra tejido de DFU con presencia de neutrofilos.
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Figura 29. Microfotografia de piel de sujeto sano a 10X (A) y 20X (B). En la cual se
puede observar la ausencia de signos patolégicos de enfermedad, nulo infiltrado celular
y capas de la piel bien delimitadas.

Se realizaron cortes histoldgicos de 5 um de grosor para las 119 muestras de tejido de
pie diabético utilizando un micr6tomo convencional. Sin embargo, solo 28 muestras
resultaron ser viables para la técnica de inmunohistoquimica debido a su extenso
infiltrado celular. El resto de las muestras no aptas para inmunohistoquimica se

describen a continuacion (figura 30).

Muestras no aptas debido a la presencia de autolisis (45)
Muestras con escaso o nulo infiltrado celular (18)

Muestra con abundante presencia de colageno y fibroblastos (15)
Otros factores (13)

A W Dp e
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Figura 30. Tipo de tejidos que resultaron inviables para la técnica de
inmunohistoquimica. A) tejido con amplias zonas de colageno y tejido fibroso sin
infiltrado celular. B) muestra de tejido con hueso, este tipo de tejido fue inviable debido
a la dureza del material, 10 muestras presentaron presencia de hueso, en la imagen se
puede observar osteogénesis, lo cual establece una herida crénica en proceso de
cicatrizacion. C) Presencia de restos de tejido graso de biopsias de pie diabético. Las
areas interiores sin material celular pertenecieron al area ocupada por adipocitos que
fueron disueltos por el xilol. D) tejido con presencia de autolisis y areas con paniculitis.

Inmunohistoquimica especifica de mediadores celulares

Se realiz6 la inmunohistoquimica (ensayos de inmunoperoxidasa) de 28 biopsias
previamente seleccionadas que presentaron infiltrado celular suficiente para la prueba de

IHC, en el cuadro 19 se describen las caracteristicas de las muestras evaluadas.

Cuadro 19. Relacién de numero de biopsias para IHC en comparacion con el grado
Wagner que presentaron

Grados Wagner NUmero de biopsias
0
11
8
7
2

GO wWN P
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Para los mediadores inmunoldgicos, se realizaron cortes histologicos de 2 um de grosor
y fueron montados en portaobjetos cargados (Kling-On HIER), posterior a las pruebas
con los anticuerpos antes mencionados y revisando las areas que presentaron patologia
en tejido subcutaneo (infiltrado celular, necrosis, formacion de vasos sanguineos, etc.) se
encontré que las muestras con mayor grado de inflamacion presentaron baja expresion
de IL-4 y p53 en comparacién con los controles de piel sana (figura 31 y 32). En el caso
particular de IL-1 de las 17 muestras evaluadas, 8 presentaron ausencia de expresion,
con un marcaje difuso de celulas (figura 33A-33C), el resto de las muestras presentaron

amplia expresion para IL-1 (figura 33D-33F).

Figura 31. Inmunohistoquimica para IL-4. A) tejido de amigdala de humano, donde
se puede observar la expresion de esta citocina en condiciones normales (tejido linfatico
y control externo). B) tejido de piel de sujeto sano, donde se observa una expresion baja
de IL-4, y C) tejido de biopsia de pie diabético, donde se puede observar escasa tincién
de células.
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Figura 32. Inmunohistoquimica para la proteina p53. A) muestra la imagen de un
tejido control de p53 en este caso un corte de tejido de un tumor. B) muestra la imagen
de un tejido de piel sano, en la cual se observa una actividad base de esta proteina. C y
D) muestran una ausencia de marcaje para p53 en muestras de DFUs.

Figura 33. Marcaje por inmunohistoquimica con anticuerpos anti-1L1, en tejidos
de biopsias de pie diabético, 40X. Imagenes A-C muestran expresion difusa de células,
ademas de un marcaje inespecifico de fondo en los bordes del tejido. D-F muestra la
expresion leve-moderada de IL-1 en tejido de DFU.
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Por otra parte, al evaluar los tejidos de DFUs por medio de IHC, no se observaron
diferencias en la intensidad de marcaje al comparar los tejidos de pie diabético con el

control de piel sano, para la expresion de proteinas como el FGF-5, (figura 34), factor H

(figura 35) y TGF-B3 (figura 36), que se muestran a continuacion.
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Figura 34. Inmunohistoquimica para FGF-5. A) tejido de amigdala de humano,
donde se puede observar nula expresion de esta citocina en condiciones normales debido
a que este agente (FGF-5) es especifico de fibroblastos del tejido conectivo. (Tejido
linfatico y control externo). B) tejido de piel de sujeto sano, donde se observar células
basales pigmentadas C y D) tejidos de DFUs, donde se puede observar nula expresion

FGF-5 en células de tejido subcutaneo.
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Figura 35. Inmunohistoquimica para factor H. A) IHC para tejido de amigdala,
donde se puede observar marcaje moderado para esta proteina. B) tejido de sujeto sano,
se puede observar un marcaje leve en tejido subcutaneo. C y D) muestran diferentes
tejidos de pie diabético con leve expresion en tejido subcutaneo del factor H.
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Figura 36. Inmunohistoquimica para TGF-g3. A) muestra la expresion basal para
TGF-B3 en tejido de amigdala de humano. B) muestra la expresion de TGF-f3 en un
tejido de piel de sujeto sano, donde se puede observar la produccién de este factor de
crecimiento por células del sistema inmune en tejido subcutaneo. C y D) muestran una
escasa de expresion de TGF-B3 en tejido de pie diabético.
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Los tejidos de pie diabético evaluados mostraron alta expresion para IL-10 (figura 37),
KAI1 (figura 38), MMP-2 (figura 39), IFN-y (figura 40), y TNF-a (figura 41); en
comparacion con el tejido control de piel sana; la proteina caspasa-3 presentd una
expresion difusa en los dos tipos de tejidos evaluados (figura 42), (sano vs diabético).
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Figura 37. Inmunohistoquimica para interleucina 10. A) muestra expresion
abundante de IL-10 en células del sistema inmune, sin marcaje inespecifico. B-D)
muestra abundante expresion de IL-10 en tejido subcutaneo de DFU; los tejidos de estas
iméagenes mostraron marcaje inespecifico de fondo, pero diferenciable.

Figura 38. Inmunohistoquimica para la proteina KAI1. A) tejido de placenta de
humano, donde se puede observar la expresion de esta citocina en condiciones normales
(tejido linfatico y control externo). B) tejido de piel de sujeto sano, donde se observa una
expresion baja de macrofagos en tejido conectivo, y C) tejido de biopsia de pie
diabético, donde se puede observar abundante expresién de macrofagos en tejido
subcutaneo.

72



Figura 39. Inmunohistoquimica para MMP-2. A) muestra la expresion normal de la
proteina en tejido de amigdala. B y C) muestran la expresion en la membrana basal de
MMP-2 en tejido de piel sano a diferentes aumentos. D) muestra un tejido de pie
diabético sin expresiéon de MMP-2. E y F) muestran un tejido de pie diabético a
diferentes aumentos con expresion en tejido subcutaneo de MMP-2.

Para el marcaje de TNF-a y IFN-y se observo alta afinidad para la mayoria de las
muestras que poseian infiltrado celular, también se observo el marcaje de fondo, pero en

esta ocasion no hubo problema al diferenciarlo de la expresion por células.
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Figura 40. Marcaje por inmunohistoquimica con anticuerpos anti IFN-y, en tejidos
de biopsias de pie diabético, 40X. Las flechas en negro indican la presencia de células
que resultaron positivas para el marcaje de IFN-y. Se observa ademas la presencia de
linfocitos, asi como estructuras pertenecientes a células plasmocitoides las cuales tienen
la capacidad de producir diferentes tipos de interferén.
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Figura 41. Marcaje por inmunohistoquimica con anticuerpos anti TNF-a. A) Tejido
de amigdala. B) tejidos de biopsia de pie diabético, las flechas en color negro indican la
presencia de células que resultaron positivas para el marcaje de TNF-o. En rojo la
formacion de nuevos vasos sanguineos lo que indicaria que existe una actividad
inmunitaria latente.

Figura 42. Inmunohistoquimica para caspasa-3. A) muestra tejido de amigdala con
expresion normal para caspasa-3. B) muestra la expresion leve en area subcutanea de
caspasa-3 en tejido de piel sano. C) muestra la expresion difusa de caspasa-3 en tejido
de DFU.
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Inmunohistoquimica especifica de linajes celulares

Para los linajes celulares evaluados, se realizaron cortes histolégicos de 2 um de grosor
y fueron montados en portaobjetos cargados (Kling-On HIER), posterior a las pruebas
con los anticuerpos antes mencionados y revisando las areas que presentaron patologia
en tejido subcutaneo (infiltrado celular, necrosis, formacion de vasos sanguineos, etc.) se
encontrd que las muestras con mayor grado de inflamacion presentaron amplia expresion
de macrofagos (figura 43) y células plasmaticas (figura 44). En cuanto a los linfocitos T,
el linaje celular CD4" (figura 45), presentd mayor expresion que la contraparte de
linfocitos T CD8" (figura 46). Finalmente, no se observd expresion para células B en

ninguno de los tejidos evaluados (figura 47).
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Figura 43. Inmunohistoquimica para macrofagos. A) tejido de amigdala de humano,
donde se puede observar la expresion de esta citocina en condiciones normales (tejido
linfatico y control externo). B) tejido de piel de sujeto sano, donde se observa una
expresion baja de macrofagos en tejido conectivo, y C) tejido de biopsia de pie
diabético, donde se puede observar abundante expresion de macrofagos.
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Figura 44. Inmunohistoquimica para marcaje de células plasmaticas. A) tejido de
amigdala con expresion basal de células plasmaticas. B) tejido de piel sano con nulo
marcaje para células plasmaéticas en tejido subcutdneo. C y D) muestran la expresion
encontrada en diferentes tejidos de pie diabético evaluados.

Figura 45. Inmunohistoquimica para linfocitos T CD4*. A) muestra la expresion
basal de linfocitos T CD4" en tejido de piel sana. B-D) muestra la una expresion leve-
moderada para T CD4" en diferentes tejidos de DFU en comparacion con la respuesta
encontrada en tejido sano.
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Figura 46. Inmunohistoquimica para linfocitos T CD8*. A) muestra la expresion
basal encontrada para linfocitos T CD8" en tejido sano. B-D) muestra una nula y difusa
expresion del linaje CD8" en muestras de tejido de DFUs.

Figura 47. Inmunohistoquimica para linfocitos B. A) muestra la expresion de células
B encontrada en tejido de piel sana. B y C) muestran una nula expresién de células B en
tejido procedente de DFUs.

Las muestras de grados Wagner 2 y 3 (n = 19) presentaron moderada y definida
expresion de agentes anti-inflamatorios como la IL-1 e IL-10. Sin embargo, las muestras
de mayor evolucién en la escala Wagner fueron identificadas por amplia expresion de
proteinas como TNF-a ¢ IFN-y pero tambien por marcaje de fondo debido a la presencia
de fibrosis y necrosis. Debido al bajo numero de muestras evaluadas, no se encontro
relacion alguna para la asociacion entre microorganismos especificos y la expresion de
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mediadores especificos, sin embargo, se observo que las muestras evaluadas por HE e
IHC con mayor infiltrado inflamatorio fueron las que presentaron mayores tasas de
resistencia a antibioticos con rangos de 7 a 12 antibioticos de 14 para cepas gram

positivas, y de 7 antibioticos de 12 para cepas gram negativas.

Adicionalmente, los tejidos utilizados fueron divididos en 4 tipos diferentes de material,
como se muestra en el cuadro 20. Las muestras obtenidas de hueso fueron las que
presentaron menor intensidad de marcaje (tincion) para las diferentes interleucinas
evaluadas. IL-10, junto con IL-1 mostraron sefiales de marcaje intenso cuando fueron
evaluadas en musculo y tendén. EI TGF-B3 una citocina implicada en el desarrollo de
fibrosis y reclutamiento celular fue encontrado como mayor expresion en muestras de
tendon y fascia. El IFN-y una citocina producida por linfocitos y células “natural killer”
también se encontr6 con amplio marcaje, a pesar de que dos muestras resultaron
negativas para dicha interleucina. La extensa sefial de marcaje de linfocitos CD4" estuvo

con mayor presencia en muestras de musculo y tendon.

Cuadro 20. Resultado del marcaje con anticuerpos utilizados para técnica de
inmunohistoquimica en relacion al tejido utilizado

Proteina Musculo Absceso Tendon-fascia Hueso
profundo
IL-1 4+ - - ++,- - -+ - +,-
IL-4 ST o o s e o P + +,+ na
IL-10 ++ ++ -+ ++ ++ -+, -+,-
TGF-B3 +,4,+ + +,4 na
Factor H -+ na S na
IFN-y +, 4,4, ++,++ -+, +,+,-
TNF-o +,+,+++ + -+, +,+,-
p53 -+, -t na
Caspasa-3 ++,+,-,- +,+ na na
MMP-2 +++ 4+ ++ ++,++ +,-- na
FGF-5 I e na
KAIL ++,++ +++ ++,++ - na
Macréfagos ++,++,+ ++ + na
Plasmaticas  +++,++,++ ++ ++ ++,+4 ++ ++ ++ na
Células B na na na
CD4* ++,++ -+ 4 +,4+, - +++ + + -
CD8* + 4+ -+ + ++,++,- +++ +,+ -

(+) Marcaje escaso, (++) marcaje moderado, (+++) marcaje abundante, (-) ausencia de marcaje, (na) no

evaluado.
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En base en el registro medico de los pacientes, y a las ordenes enviadas para el
procesamiento de la muestra, se pudo obtener el resultado final de la lesion de los

pacientes incluidos en este estudio (cuadro 21).

Cuadro 21. Resultado del abordaje y tratamiento de Ulceras de pie diabético

Resultados %
Cicatrizacion 35
Ulcera recurrete 28
Amputacion 37

De los pacientes incluidos en este estudio, se obtuvieron 44 registros de amputacion
(37%); a continuacién se resume la localizacion de los procedimientos especificos que
fueron realizados, donde la mayoria de las acciones fueron consideradas amputaciones
menores (cuadro 22).

Cuadro 22. Tipo de amputaciones llevadas a cabo por abordaje de Ulceras de pie
diabético

Tipo de amputacion NUmero de casos
Infracondileo 2
Falange con cicatrizacion 15
Falange con recurrencia 7
Transtarsiana-metatarsial 18
supracondilea 2
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9. DISCUSION
Resistencia fenotipica de aislados obtenidos de Ulceras de pie diabético

Al igual que Richard et al., 2011 y Sekhar et al., 2014 encontramos que las bacterias
gram negativas fueron predominantes a las bacterias gram positivas, pero con respecto a
las especies individuales, se aislé S. aureus con mayor frecuencia. Aunque, Al Benwan
et al., 2012 y Citron et al., 2007 reportaron resultados similares, otros autores reportan
P. aeruginosa o Proteus spp. como el principal microorganismo aislado después de S.
aureus en las DFIs (Bansal et al., 2008; de Vries et al., 2014). Un estudio similar
realizado por Turhan et al., 2013 mostrd patrones casi idénticos en levofloxacino para
estas bacterias, pero informaron que otros antibioticos fueron mas eficientes. Un estudio
reportado por Molina et al., 2016 también informd que las fluoroquinolonas fueron uno

de los antibi6ticos mas efectivos contra los microorganismos gram positivos.

La comprension de las interacciones patdgeno-humano ha permitido extender las
terapias antimicrobianas, la identificacion y caracteristicas fenotipicas de los aislados se
vuelven datos relevantes para el médico, ya que predicen la probabilidad de éxito de la
terapia. Para este trabajo se aislaron 163 cepas de DFUs, S. aureus (55.8%) fue el
microorganismo mas frecuentemente aislado, por lo tanto, nuestros datos estan de
acuerdo con informes anteriores (Nageen, 2016; Bravo et al., 2016). En este estudio,
encontramos un 15.3% de S. aureus resistente a la oxacilina y otro 7.6% de cepas con
resistencia a FOX no mediadas por el gen mecA. Los estudios actuales realizados en EE.
UU. y Grecia demostraron tasas de prevalencia de MRSA similares (9.8, 15 y 18.7%),
(van Asten et al., 2017; Reveles et al., 2016; Demetriou et al., 2017). Los estudios
realizados en la Ciudad de México e India reportaron el 34 y el 24% de MRSA aislados
de DFUs (Cervantes et al., 2015; Saseedharan et al., 2018). Adicionalmente, otro
estudio realizado en Japon informé tasas del 25.6% de MRSA aislados de infecciones
profundas de la piel y tejidos blandos (SSTIs), (Takadama et al., 2017).

Nosotros obtuvimos tasas bajas de MRSA debido a dos razones: primero, la mayoria de
las muestras de tejido eran de pacientes que acudieron al médico por primera vez para
tratar la Ulcera, y la segunda es que la prevalencia depende del area geogréafica y los afios
de muestreo. La identificacion de las cepas de MRSA predice la circulacion de aislados
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que requeriran esquemas de tratamiento con antibidticos extensos y bien coordinados,
ademas, la presencia de MRSA se describe como un factor significativo asociado con el
fracaso del tratamiento en pacientes con infecciones del pie diabético (Vardakas et al.,
2008). En nuestro estudio, la presencia de MRSA se asocio (p < 0.05) con el fracaso de
la curacion de heridas en pacientes con DFUs. De acuerdo con los datos del registro, los
pacientes de los cuales se obtuvo S. aureus (n = 91) un 52% tuvieron resultados
positivos (curacion), 23% de los pacientes presentaron Ulceras recurrentes y un 25%

tuvieron amputacion de extremidad o dedo de la extremidad.

La presencia de CoNS en DFUs ha ganado importancia debido a que nuevos estudios
enfatizan su importancia como patégenos verdaderos (Aragén et al., 2010), en este
trabajo de investigacion, el 23% de las cepas fueron MRCoNS, un estudio realizado en
la India encontrd prevalencia de 10% de MRCoNS (Murali et al., 2014) y al igual que
ellos, nosotros obtuvimos mayor prevalencia de resistencia a FOX en CoNS que en S.
aureus (23 vs 15.3%). De acuerdo con nuestros hallazgos e informes anteriores, la
presencia de CoNS resistentes a la meticilina aislados de DFUs podrian ser asociados a
esquemas de tratamiento con antibidticos méas estrictos. Sin embargo, aun se deben
realizar nuevas investigaciones centradas en las caracteristicas patdgenas especificas de
CoNS.

La produccion de biofilm en cepas gram positivas obtenidas por cultivo de Ulceras
de pie diabético

Un estudio realizado en India, inform0 tasas altas de formacion de biofilm (38.8%) en S.
aureus, pero no informo6 una comparacion de métodos (Banu et al., 2015). Por otro lado,
Pugazhendhi et al., 2018, también en la India, encontr6 discrepancia entre los métodos
para evaluar la formacion de biofilm (85 vs 29%); en nuestro estudio, nosotros
encontramos 14 y 18% de S. aureus productores de biofilm (mediante dos métodos),
otros estudios realizados en India y Nepal informaron tasas de 43 y 46% de formacion
de biofilm en S. aureus que también se evaluaron mediante un ensayo de microtitulacién
(Shettigar et al., 2016; Belbase et al., 2017). Un estudio actual realizado en Turquia

informo la asociacion entre la resistencia a multiples farmacos y la formacion de
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biofilms en DFUs (Vatan et al., 2018) y Vella and Formosa, 2017, informaron que la
presencia de biofilm y la profundidad de la Glcera fueron factores que influyeron en la
cicatrizacion en el estadio de la Ulcera; en nuestro estudio, con base en el registro
médico, los S, aureus productores de biofilm no se asociaron (p > 0.05) a ulceras
recurrentes ni a la pérdida de la extremidad. Nosotros esperabamos encontrar valores
estadisticamente significativos por el hecho de que la produccion de biofilm es un factor
importante en el desarrollo de la infeccion; sugerimos que otros factores como el estado
inmunolégico o los niveles de glucosa en la sangre podrian ser determinantes en el

proceso de formacion de biofilm.

Debido a que la formacion de biofilm es el factor de virulencia mas importante de los
CoNS, que facilita su adherencia y colonizacién en materiales artificiales, se esperaba
encontrar altos niveles de este genotipo/fenotipo. Sin embargo, solo el 9% de los CoNS
fueron positivos para la formacion de biofilm mediante el ensayo MtP. Los escasos
informes sobre la aparicion de CoNS productores de biofilm obtenidos de DFUs es el
principal inconveniente para conocer de manera efectiva el papel e impacto de estos
microorganismos en las DFIs. Finalmente, algunos de los pocos estudios publicados
muestran diferentes patrones de capacidad de produccion de biofilm en CoNS (Soumya
et al., 2017; Malik et al., 2013). En nuestro estudio, a pesar de que se aislaron pocos
CoNS, los hallazgos respaldan la idea de que las complicaciones en los pacientes se
debieron a la resistencia natural a los medicamentos que presentan y no a factores de

virulencia como la produccion de biofilm.

En cuanto a Enterococcus spp. de los cuales se encontraron 47% de cepas productoras
de biofilm, un estudio realizado por Shettigar et al. 2018, reportd correlacion entre la
infeccion poli-microbiana y la presencia de Enterococcus spp. en DFUs. En nuestro
caso, no encontramos asociacion entre formacion de biofilm y aparicion de Ulceras
recurrentes. También observamos una baja concordancia entre el ensayo MtP y los genes
ica, lo que demuestra que en nuestro caso la formacion de biofilm posiblemente fue

mediada por otros genes aparte de los ica.

El operdn ica es responsable de la produccion de biofilm mediada por la adhesina

intercelular de polisacaridos (PIA) y polimeros de N-acetil-glucosamina (PNAG),
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también se ha informado que la presencia y coexpresién de los genes ica A/D que
conducen a niveles altos de produccién de biofilm (Gerke et al., 1998). En este estudio,
el 28.8% de las cepas evaluadas, fueron positivas para la amplificacion del gene icaA,
sin embargo, solo el 4.2% de las cepas ica positivas estuvieron de acuerdo con el ensayo
MtP. A pesar de que diferentes estudios informaron altas tasas de concordancia cuando
las cepas ica-positivas son evaluadas con la prueba MtP y CRA (Sharma et al., 2011;
Gad et al., 2009) se ha informado que el operdn ica no es el Unico responsable de la
formacion de biofilm, sino que la presencia de genes como sarZ, spx y otros genes
también son asociados con la produccion de biofilm (Wang et al., 2008; Wang et al.,
2010). En este contexto, otros hallazgos reportan mala concordancia entre los genes ica*
y las bacterias productoras de biofilm (Nasr et al., 2012; Thilakavathy et al., 2015).

La proteina Panton Valentine-Leucocidin (PVL) codificada por el gen lukSF, se asocia a
osteomielitis con multiples complicaciones, incluidos los abscesos multiples (Sheikh et
al., 2015). En este estudio evaluamos la prevalencia del gen IukSF en el género de
Staphylococci mediante PCR punto final; encontramos un 8.7% de cepas pvl-positivas.
Adicionalmente, la mitad de los pacientes (n = 5) en los que se detect6 el gen pvl, el
resultado final fue una amputacion menor (dedo del pie), sin embargo, debido al bajo
namero de positivos en las muestras, no podemos asegurar que la expresion de este gen

tenga un efecto en el desarrollo del DFUs.

Los informes de prevalencia en todo el mundo muestran diferentes perfiles de
prevalencia cuando las cepas pvl son aisladas de DFUs o SSTIs, un estudio realizado en
Portugal tampoco encontro la presencia del gen pvl en cepas aisladas de DFUs (Mottola
et al., 2016). Otros estudios realizados en China y Argelia reportaron un 12-14% de
cepas pvl positivas de MRSA y MSSA aisladas de DFUs y SSTIs (Djahmi et al., 2013;
Yu et al., 2015). Otro reporte de Stappers et al. 2015, informo de 14% de cepas positivas
para el gen pvl de un estudio multicéntrico en DFUs. Adicionalmente, Shettigar et al.,
2016, en la India, encontrd hasta 57% de cepas de S. aureus positivos para pvl obtenidas
de DFUs, segun nuestros resultados, las cepas pvl-positivas se limitaron principalmente
a las cepas de MSSA,; en nuestro caso, todas las cepas procedian de cultivos de biopsia,

por lo tanto, es importante establecer las caracteristicas gendémicas para conocer el riesgo
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a fracaso en la cicatrizacion asociado a la infeccion por cepas Staphylococci pvl

positivas.

El estado de la herida y otros factores como la neuropatia se describen como un
predictores de amputacion importante en pacientes con DFUs (Kim et al., 2018); en
nuestro caso, la mayoria de las muestras de biopsia se clasificaron como Wagner 11-B y
I1-C. En este trabajo, un 35% de los pacientes de los cuales a partir de sus biopsias se
obtuvieron cocos grampositivos sufrieron amputaciones (n = 156) y obtuvimos un 90%
de casos (n = 54), que se consideraron como amputaciones menores. Estudios realizados
en la Ciudad de México informaron 67% de amputaciones menores (n = 45), (Cervantes
et al., 2017). Otro estudio realizado en Brasil reportd también proporciones similares
(63.5%, n = 217), (Leite et al., 2018). Aunque la amputacion distal a la articulacion del
tobillo se ha considerado como resultado de una mejor atencion y supervision del
paciente (Vamos et al., 2010); también, otros estudios sugieren a las lesiones menores

como un fuerte predictor de Ulceras recurrentes (Waaijman et al., 2014).

La presencia de MRSA se asocid estadisticamente con la resistencia a la vancomicina (p
< 0.05), ademas de que el 18% de los MSSA también obtuvo niveles de resistencia a la
vancomicina méas alla de los 16 pg/mL. De hecho, nuestra prevalencia de datos de
vancomicina esta por encima de los informes anteriores en todo el mundo (Liu et al.,
2018; Bravo et al., 2016; Hatipoglu et al., 2014). Sin embargo, no encontramos
asociacion entre la presencia de resistencia a la vancomicina y la recurrencia de la lcera
o las amputaciones. Un reporte de van Asten et al. 2017, no encontr6 ninguna asociacion
entre la remision de la osteomielitis del pie diabético y la presencia de MRSA o VRE.
Inesperadamente, nuestros datos genotipicos mostraron que ninguna cepa fue positiva
para la amplificacion del gen vanA, por ello, el 15% (n = 17) de las cepas de S. aureus
se clasificaron como S. aureus con resistencia inducida a la vancomicina. A nuestro
conocimiento, la ausencia de este genotipo (vanA®) viene precedida por reportes de
resistencia baja mediada por el gen vanA., esto debido a que existen otros mecanismos
de resistencia a vancomicina como la resistencia intrinseca no mediada por conjugacion.
La otra posibilidad recae en el hecho de que el crecimiento de nuestros aislados

bacterianos se llevé a cabo en medios enriquecidos, sin el estimulo de la vancomicina lo
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que propicié una nula induccion del gen, resultado que fuera complejo ser detectado por
PCR. Adicionalmente, la guia de enfoque de médico para pacientes con DFUs graves
con el uso de vancomicina es escasa en nuestra region, las cuales se prescriben

principalmente con clindamicina, junto a eritromicina, mupirocina y/o gentamicina.

En este contexto, la prescripcion de macrolidos y lincosamidas es extensa para
complicaciones de DFUs. Por lo tanto, los niveles altos de resistencia inducible a la
clindamicina podrian indicar un fracaso en las terapias iniciales. En este trabajo, y en
comparacion con informes anteriores (Demetriou et al., 2017; Haldar et al., 2017)
encontramos una baja prevalencia de resistencia inducible a la clindamicina con 7%.
Aungue mas de un tercio de nuestras cepas gram positivas mostraron resistencia natural
a la clindamicina, estas no se asociaron a Ulceras recurrentes y amputaciones (p > 0.05).
Estos hallazgos apoyan la idea de que la resistencia a los antibidticos por si solo no es un
factor para llevar a cabo amputaciones por infecciones del pie diabético. De hecho,
realizar un desbridamiento apropiado y alcanzar una revascularizacién adecuada son

objetivos que se deben cumplir para lograr remision por DFUs.

Si bien no encontramos asociacion entre la resistencia a antibiéticos y el resultado final
del paciente, nuestros patrones de resistencia a antibidticos podrian ser Utiles como
antecedente al momento de iniciar terapias para combatir las DFIs. En México existen
pocas publicaciones donde se informe la resistencia inducida a la clindamicina, en cepas
de origen clinico (Villasefior-Sierra et al., 2012; Castro-Alarcén et al., 2011) con las

cuales se podrian hacer comparaciones objetivas.

A pesar de que nuestro estudio céntrico se realizd utilizando varios criterios de
exclusion; nosotros no evaluamos otros factores naturales como comorbilidades y uso
previo de antibioticos antes de la enfermedad involucrados en la evolucion de las DFIs.
Ademas, solo evaluamos las lesiones en un periodo de 3 a 6 meses, y no conocimos el
resultado final de los pacientes que abandonaron el tratamiento, lo que puede

identificarse como nuestro sesgo principal.
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El papel del estado inmunoldgico y la respuesta inmunoldgica presente en los sitios
de herida de las DFUs

El estudio y caracterizacion de la expresion de proteinas del sistema inmunolégico en el
sitio exacto de la herida permite conocer de manera acertada el comportamiento, estado
y pronostico del desarrollo de heridas, en este estudio ensayos de inmunohistoquimica
fueron realizados en tejidos de DFUs con el propdsito de identificar los componentes

inmunoldgicos presentes en los sitios exactos de las lesiones.

De acuerdo con Gorecka et al., 2019, la cicatrizacion de heridas es la respuesta
fisioldégica a una interrupcion en la arquitectura normal de la piel y requiere la
coordinacion espacial y temporal de multiples tipos de células y citocinas. Este complejo
proceso es propenso a la desregulacion secundaria a factores locales y sistémicos, como
la isquemia y la diabetes, que con frecuencia conducen a heridas cronicas como las
DFUs. Desde un punto de vista bioquimico, la hiperinflamacion favorece la degradacion
de la matriz de la herida, amplificando asi la invasividad de las células productivas de un
tejido de granulacién preexistente y el déficit de reclutamiento (Acosta et al., 2008). En
este estudio, se encontré abundante expresion para macréfagos en tejidos de DFUs en
comparacion con tejido de piel sano; adicionalmente, algunas de las citocinas que este
linaje celular expresa (IL-1, TNF-a), también fueron identificadas por medio de los
ensayos de IHC. En este trabajo todos los tejidos evaluados para la presencia de
macrofagos (6 muestras) pertenecieron heridas crénicas, con amplio infiltrado celular
que ademas presentaron fibrosis extensa, lo que denota una reaccion inflamatoria
exagerada y prolongada para lograr un control local de la invasion bacteriana y la
posterior cicatrizacion de la herida. En cuanto a las citocinas que los macréfagos
expresan, se ha reportado que, altos niveles de TNF-a en la herida se han asociado como
un factor predictivo para el fracaso de la cicatrizacion (Wetzler et al., 2000), ademas de
que el TNF-a perpetua el inicio de las células inflamatorias, desencadena genes pro-
apoptoticos y perjudica la reepitelizacion (Acosta et al., 2008). Bajo este contexto
nosotros encontramos un desbalance de las proteinas pro-apoptosis que decidimos
evaluar; primeramente, para los tejidos pertenecientes a DFUs encontramos alta

expresion de la proteina p53 en comparacion con el tejido de piel sano, y una presencia
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difusa de caspasa-3 la cual fue presente en los dos tipos de tejido evaluados. Un estudio
en heridas de ratas diabéticas reporté amplia expresion de esta proteina (caspasa-3) en
epidermis y en tejido conectivo (Cil et al., 2017). Otro estudio reportado por Khanna et
al., 2014, report6 evidencias que demostraron que las heridas diabéticas que presentaron
macrofagos disfuncionales resultaron en una mayor carga de células apoptéticas en el
sitio de la herida, esta carga a su vez, prolonga la fase inflamatoria y complica la
cicatrizacion de la herida. Otra proteina que mostré alta expresion en tejido de pie
diabético fue IFN-y, la cual es producida por linfocitos T CD4* y cuya funcién mas
importante, es la activacion de los macrofagos. En nuestro estudio, los niveles altos de
IFN-y, TNF-0, asi como la amplia presencia de macrofagos identificados, pareciera
establecer que el tipo de inmunidad en los sitios especificos de lesion es mediado por

factores de la inmunidad celular establecida por la respuesta TH1.

Se encontrd, una respuesta anti-inflamatoria mediada por la expresion de IL-4. Sin
embargo, aunque encontramos diferencias en la expresion de esta citocina en tejido de
DFUs en comparacion con tejido de piel sano, esta expresion fue mucho menor que la
respuesta pro-inflamatoria mediada por IFN-y, TNF-a y otras moléculas relacionadas.
La IL-4 tiene como funcion principal el blogueo de la sintesis IL-1, IL-6 y TNF-a
propiciando asi la diferenciacion de linfocitos T a la respuesta Th2. Aunque IL-4
también favorece la diferenciacion de linfocitos B, la casi nula expresion de células B
encontrada en nuestros tejidos diabéticos podria explicarse de algin modo por la leve

expresion de IL-4 encontrada en tejido de DFUs.

La interleucina 10, una citocina antiinflamatoria que desempefia funciones importantes
como regulador negativo de las respuestas inmunes a los antigenos microbianos (Rutz
and Ouyang, 2016), fue evaluada en este estudio encontrando que, de los 12 tejidos
evaluados, la mayoria presentaron abundante expresion para IL-10. Al ser esta citocina
un factor de inhibiciéon de linfocitos y macréfagos, nuestra hipotesis era que estaria
expresada de manera leve o casi ausente en tejidos de DFUs; sin embargo, fue
ampliamente expresada en tejido subcutaneo que presento amplio infiltrado celular. Este
fendmeno puede ser explicado por la naturaleza dual de los macréfagos, los cuales tiene

la capacidad de establecer mecanismos anti o pro inflamatorios dependiendo de las
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multiples sefiales y el microentorno del tejido (Murray, 2017). Un estudio reciente en
heridas diabéticas en ratas reportd que cierto tipo de infeccion activa un fenotipo mixto
de macrofagos con polarizacion excesiva al fenotipo M1; provocando asi, una respuesta
pro inflamatoria nula, con desbalance en la angiogénesis y en la cicatrizacion (Chen et
al., 2018). Interesantemente, ninguno de los tejidos positivos para IL-10 presentd
expresion de células B y, ademas, se observd que las células provenientes de los vasos
sanguineos no expresaron IL-10, por lo que nuevos estudios comparativos pudieran ser

de utilidad para confirmar nuestros hallazgos.

Una moderada expresion de la proteina IL-1p fue identificada en un 50% de las muestras
evaluadas (7), el resto de las muestras fueron negativas a la expresion de esta citocina; la
cual es activada por macrofagos y tiene capacidad dual, ya que puede presentar
funciones inmunomoduladoras para beneficio de la defensa del huésped, asi como
desencadenar respuestas inflamatorias agudas (Dinarello et al., 1997). En este estudio se
observo una modulacién proinflamatoria por parte de IL-1p que al igual que el TNF-a
fue observada en amplia expresion en tejido de DFUs. Un estudio previo en pacientes
con DFUs reportd que, IL-1p podrian ser responsable de la respuesta inmune deprimida,

de la cicatrizacion tardia de la herida e infecciones repetidas (Kheiralla et al., 2012).

El FGF-5, un miembro de la familia de factores de crecimiento de células precursoras de
tejido fibroso, involucrado en la homeostasis de células precursoras de colageno (Kyrou
et al., 2017), fue evaluado en este estudio; encontrando que, no se observo expresion de
esta proteina en tejido subcutaneo de DFUs. Interesantemente, las células basales
pigmentadas del control sano presentaron definido e intenso de marcaje, pero no fue
considerado como positivo a la expresion de FGF-5. Aunque modificamos la
concentracion del anticuerpo y deméas condiciones de trabajo, de las 16 muestras
evaluadas, 12 fueron negativas y 4 presentaron un marcaje de area indefinido como lo

marca la figura 34.

Conocer la expresion de FGF podria darnos pistas sobre el estado de cicatrizacion de las
heridas, ya que pudiéramos conocer indirectamente la cantidad de fibroblastos y nivel de
reepitelizacion presente en los tejidos diabéticos. Nuestra idea es que, aunque todos los

anticuerpos utilizados en este estudio fueron monoclonales, el anticuerpo anti-FGF-5
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resultd incapaz de identificar la expresion de este factor por el hecho de que no fue
especifico para la técnica de IHC. Otra respuesta valida seria que la presencia de este
factor es nula en tejido de DFU; sin embargo, es necesaria con la confirmacion por
técnicas como Western blot o PCR en tiempo real. Un estudio reciente informoé que el
FGF-21 esté involucrado en la regulacion del estrés oxidativo y que su papel como
posible diana farmacolédgica lo sitta como candidato para una posible terapia
antidiabética (Gomez et al., 2017).

MMP-2, un miembro de la familia de metalopeptidasas de matriz, involucrada en
maltiples funciones de diferenciacion celular fue valorada en este trabajo, donde se
encontro de leve a moderada expresion al ser contrastado con un tejido control; MMP-9
un homoélogo de MMP-2 se encuentra casi ausente en tejidos normales y es secretada por
células dendriticas, neutrdfilos, macrofagos, mastocitos, fibroblastos y linfocitos
(Coronato et al., 2012). Basados en nuestros resultados y en el hecho de que las
metalopeptidasas participan activamente en la degradacién de colageno y son asociadas
con el progreso de la enfermedad, esta enzima (MMP-2) y otros miembros de MMPs

podrian tener una utilidad importante en el diagnostico de DFUs propensas a empeorar.

En este contexto, un estudio reciente reporté a la MMP-9 como un nuevo blanco
farmacoldgico para tratar heridas de DFUs, encontrado que la activacion de MMP-9 es
perjudicial para la curacion de heridas diabéticas (Nguyen et al., 2018). Un meta-analisis
reciente reporté que MMP-2 y MMP-9 se encontraron en mas del 50% de los casos de
DFUs; adicionalmente, los altos niveles de metaloproteinasas se correlacionaron
significativamente con la cicatrizacion retrasada de las heridas (Tardaguila et al., 2019).

En un intento por determinar cudl seria el “status” del sistema del complemento en los
tejidos de DFUs, decidimos evaluar el factor H, una proteina de regulacion que tiene
como funcion principal asegurar que el sistema del complemento se dirija
hacia patdgenos u otro material peligroso y no dafie el tejido del huésped (Scholl et al.,
2008). Nosotros evaluamos 6 tejidos de DFUs para factor H, aunque en todas las
muestras encontramos la expresion de la proteina, también se encontré en las mismas

cantidades relativas en el tejido control contrastado.
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El factor H ha sido ampliamente estudiado y reportado en comorbilidades de rifion
(Bonomo et al., 2014; Jia et al., 2019; Hu et al. 2019). Sin embargo, el abordaje y
funcién que esta proteina pudiera presentar en el desarrollo de las DFUs no son claras

aun.

La familia del TGF incluye 3 isoformas con diferente funcionalidad, en lo que respecta
a la actividad del TGF-B3 en los tejidos, este estimula a los fibroblastos y aumenta la
expresion de colageno, fibronectina y proteoglicanos. Ademas, disminuye la actividad
de las proteasas de la matriz extracelular resultando en una disminucién de la
degradacidn del coldgeno (Bandyopadhyay et al., 2006). En este trabajo se evaluaron 6
tejidos de DFUs para la expresion de TGF-B3, encontrando en todos estos una muy leve
expresion de este factor de crecimiento comparado con el tejido control de piel sana. Un
estudio por Jude et al., en el 2002 reporté que no hubo diferencia significativa en la
expresion de TGF-B1 en muestras de tejidos de DFUs y controles, pero que el TGF-B3

jugo un rol importante en el desarrollo de Glceras crénicas.

Otro estudio en ratones diabéticos reporté que el TGF-B1 revirtio el deterioro de la
herida, lo que pudiera sugerir que el proceso de curacién asociado con la diabetes
mellitus comparte eventos celulares comunes que responden a las funciones del TGF-1
(El Gazaerly et al., 2013). Adicionalmente, un estudio donde se evalud el papel de TGF-
B3 en heridas de la cavidad oral en ratas reportd que este factor tuvo como funcion
principal modular el ambiente inflamatorio, asi como de redirigir y mejorar la
cicatrizacion de heridas (Chang et al., 2014). Por todo ello, seria probable que TGF-3
pudiera estar implicado en el desarrollo de la fibrosis cronica y cicatrizacion de heridas
de pie diabético; sin embargo, estudios mas especificos son necesarios realizarse para

comprobar esta hipdtesis.

La proteina KAIL implicada en multiples procesos celulares en medula 6sea (Larochelle
et al., 2012), fue encontrada en alta expresion en tejidos de DFUs en comparacion con el
tejido control evaluado. Un estudio por Cho et al. en el 2014 reportd alta expresion de
KAIL en tejidos diabéticos; que pudiera ser asociado a condiciones de hipoxia o de
concentraciones altas de glucosa en tejidos. Aungue el papel de supresion de tumores
por parte de KAI1 ha sido ampliamente estudiado (Wang et al. 2019; Miller et al., 2018)
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poco se conoce acerca del papel de esta proteina en el desarrollo DFUs. Se ha reportado
que la secuencia de DNA de KAI1 contiene genes de respuesta a hipoxia y que
adicionalmente, estos genes también son activados por altas concentraciones de IL-1p y
TNF-a (Qian et al., 2004). Concorde a esto, en nuestros ensayos, en la mayoria de las
muestras donde hubo alta expresion de TNF-a e IFN-y también hubo alta expresion de
KAI1. Evaluar tejidos de DFUs de estados crénicos y compararlos con procesos agudos
podria establecer pautas para comprender mejor el papel de KAI1 en los procesos de

cicatrizacién de DFUs.
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10. CONCLUSIONES

Staphylococcus aureus fue el patogeno mas cominmente aislado, con altos niveles de
resistencia a antibidticos B-lactdmicos y cefalosporinas. Se encontraron bajos niveles de
MRSA en comparacién con reportes previos, pero el fenotipo estuvo asociado a

resistencia a la vancomicina y a la amputacion de extremidades.

Los datos de resistencia fenotipica encontrados para MRCoNS demuestran que CoNS no
es un patdgeno oportunista, los altos niveles de resistencia a FOX encontrados, definen
este fenotipo de especial interés debido a las escasas opciones terapéuticas para el
combate. Se encontrd baja prevalencia de especies con resistencia inducida, lo que
indica que los tratamientos de empiricos prescritos a pacientes con pie diabético estan

funcionando o al menos no estan generando resistencia cruzada.

Por histologia se definio que, los procesos agudos de tejidos de biopsias de pie diabético
grados Wagner 2 y 3 presentaron alta carga bacteriana y reclutamiento de agentes del
sistema inmune como células PMN vy linfocitos. Los procesos crénicos fueron definidos
por extensas areas de fibrosis, destruccion tisular y necrosis periférica, con lo cual se
aceptan las hipdtesis anteriormente planteadas. Los niveles altos de expresion de IFN-y,
TNF-a, Macrofagos y bajos de IL-4, e IL-10 apuntan a un tipo de inmunidad local

celular Tul.
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11. RECOMENDACIONES

1. Obtener muestras de tejido de DFUs de hospitales pablicos, realizar los perfiles

de resistencia a antibioticos y comparar los patrones de susceptibilidad.

2. Evaluar las propiedades de produccion de biofilm en las cepas gram negativas
obtenidas, asi como la busqueda y caracterizacion de Enterobacterias productoras

de B-lactamasas de espectro extendido.

3. Para estudios futuros serd importante obtener suero de pacientes con DFUs para
asi poder contrastar con mayor precision los niveles y presencia de mediadores

celulares implicados en las DFlIs.
4. Cuantificar por PCR en tiempo real los niveles de los mediadores celulares

evaluados y comparar las cantidades encontradas con la cuantificacion relativa

obtenida.
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12. ANEXOS

Anexo 1. Formato de carta de consentimiento informado que fue usada, para
obtener los consentimientos informados de los pacientes.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Proyecto de investigacion: Andlisis del perfil inmunolégico de infecciones en pie
diabético

Paciente:

Por medio del presente documento, expreso que fui informado y doy mi
consentimiento para que resultados de los analisis inmunoldgicos de mis muestras
biolégicas sean incluidos de forma andénima en estudios epidemioldgicos e
inmunopatoldgicos relacionados a infecciones en pie diabético llevados a cabo por el
Dr. Virgilio Bocanegra Garcia, investigador adscrito al Centro de Biotecnologia
Genomica del Instituto Politécnico Nacional en colaboracion el Dr. Eduardo
Bladinieres Camara de Angiologia y Cirugia Vascular del Noreste, S. C.

Expreso ademds que, en estado de participante anénimo, fui informado sobre mi
derecho si lo hubiera deseado, de no participar en este estudio o de retirar mi
consentimiento en cualquier el momento que lo decida y que mis datos estan
protegidos por la reglamentacién vigente de proteccion de datos personales.

Nombre y firma del participante (Paciente):

Nombre y firma de un testigo:

Lugar y fecha:

Edad Tiempo de padecer diabetes Amputaciones
Ha tenido lesiones infectadas anteriores é¢Cuantas?
Grado de la lesion

¢Ha recibido tratamiento para la lesion actual? éCual?

Comorbilidades
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Anexo 2. Preparacion del medio Mueller-Hinton con cationes ajustados

1. Solucion de magnesio a 10 mg/mL. Para ello, se pesaron 8.36 g de cloruro de
magnesio hexahidratado y se disolvieron en 100 mL de agua. Se llevé a autoclave.

2. Solucién de calcio a 10 mg/mL. Para ello, se pesaron 3.68 g de cloruro de calcio di
hidratado y se disolvieron en 100 mL de agua. Se llevo a autoclave.

3. Después de atemperar el caldo Mueller-Hinton, se adicionaron a 25 mL de medio:
21.75 pL de la solucion de magnesio (10 mg/mL) y 51.75 pL de la solucién de calcio
(10 mg/mL) se agito el tubo y se llevé a un pH de 7.2.

4. Los cationes (solucién) de magnesio y calcio, se adicionan al momento de trabajar,
medios preparados con mas de 3 dias de anticipacion no son recomendables para
utilizar.
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Anexo 3. Articulo JCR sobre los aspectos microbiolégicos encontrados en DFUSs.
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Abstract

Diabetic foot ulcers (DFUs) are a serious and common problem in patients with diabetes mellitus and constitute one of
the major causes of lower extremity amputation. The microbiological profile of DFUs depends on the acute or chronic
character of the wound. Aerobic gram-positive cocci are the predominant organisms isolated from DFUs. Diabetic foot
biopsies from patients admitted to the Angiology and Vascular Surgery Hospital of the Northeast, in Reynosa, Tamaulipas
from December 201 | to April 2016 were analyzed. The samples were processed using standard microbiology techniques.
Antimicrobial susceptibility testing was carried out according to the protocol established by the Clinical & Laboratory
Standards Institute (CLSI). We obtained 246 bacterial isolates, based on the results of phenotypic resistance. The least
effective antibiotics for gram-positive bacteria were penicillin and dicloxacillin; for gram-negative bacteria, cefalotin and
penicillin were the least effective. Levofloxacin, cefalotin, and amikacin were the most effective antibiotics for gram-positive
and negative bacteria, respectively. Enterobacter genus was significantly associated with muscle biopsies (P = .0l 1) and
samples without growth were significantly associated with specimens of pyogenic origin (P = .000).In 215 DFU samples, we
found that Staphylococcus aureus was the most commonly isolated pathogen followed by Enterobacter sp. This is consistent
with previous reports. Enterobacter species may play an important role in the colonization/infection of certain tissues;

however, further studies are needed in this regard.

Keywords
diabetic foot infections, antimicrobial susceptibility, MRSA

Diabetic foot is usually defined as any inframalleolar infec-
tion in a person with type 2 diabetes mellitus (DM2). It is a
common and serious problem and one of the major causes
of lower-extremity amputation.' According to the American
Diabetes Association (ADA), this disorder affects 15% of
all diabetic patients, leading to 80 000 amputations per year
in the United States, with a high financial burden.? For
Mexico, according to the “Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion” (ENSANUT 2012), 6.4 million individuals suf-
fer from diabetes, with a prevalence of ulcers of 7.2% and
of amputations of 2% (128 000 per ycar).3 Loss of sensitiv-
ity in the plantar region, foot deformations, and appearance
of wounds are factors that predispose the development of
diabetic foot ulcers (DFUs). These wounds tend to become
infected, generating a problem of patient care and treatment
referrals. The microbiological profile of DFUs is variable
and depends on the acute or chronic character of the wound,
hospitalization occurrence and duration, prior antibiotic

therapy, and the sampling technique.* Aerobic gram-posi-
tive cocci are the predominant organisms responsible for
acute DFUs,’ Staphvlococcus aureus is the most commonly
isolated pathogen.® In chronic wounds, the most predomi-
nant bacteria are aerobic gram-negative bacilli and obligate
anaerobic bacteria.” The presence of ischemia and neuropa-
thy in the active site of infection leads to infected tissues
that present an appearance of necrosis. This forces the
implementation of drastic measures such as debridement or
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Anexo 4. Representacion de los posibles resultados para la MIC de vancomicina.

Concentraciéon de vancomicina ug/mL

El aislado presenta una concentracion
. . . .. . O . Inhibitoria para vancomicina mayor a 64 ug/mL
O . . .. . O . El a{|s.|ad(? presenta una Fqncentracmn

Inhibitoria para vancomicina de 64 ug/mL
O O O OO . O Q \EI aislado presenta una concentracion
. @ @ @. . O . \ Inhibitoria para vancomicina de 4 pg/mL.

El aislado presenta concentraciones

O O . O. . . O decrecientes no continuas, no es valido y

debera repetir el experimento.

. O . O. O O O El aislado presenta concentraciones

decrecientes no  continuas, con
O O O O. . . . crecimiento del control negativo, no es

valido y deberd repetir el experimento.
O O O OO O . O Contaminacién de los controles positivos y

negativos, no es valido y debera repetir el
OO000000 e

El aislado presenta una concentracion
O O O OO O O O Inhibitoria para vancomicina de 2 pg/mL.
O O O OO O O O Sin crecimiento en la placa, repita el

experimento.
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Anexo 5. Espectros de masas obtenidos y representativos para cada uno de los
géneros de bacterias gram positivas evaluadas en este trabajo de investigacion.

Espectro de masas para S. aureus

VITEK® MS Review Detail http://192.168.168.240/myla/views/msid/review/msidShowDetail.jsf?ci...

VITEK® MS Review Detail
ﬁ ) VITEK® MS Review YITEK® MS Review Detail
Isolate information

Accession ID:  1M16-1 Specimen Type: - Confidence Level: E

Number of identifications: 1 List of identifications

Position Analysis Organism Pathogenicit Confidence Confidence Acquisition/Computation
s Date Name 9 y Value Level message(s)
Staphylococcus 8
F2 6/13/17 2:23 PM aureus 99.9

Key: Validate selection Add comment

140,000
130,000
120,000
110,000

80,000
70,000

60,000

40,000 H i
30,000 i i
. N | | '

2,000 3,000 4,000 5,000 6,000 7,000 8,000 9,000 10,000 11,000 12,000 13,000
Mass m/z (Da)

Intensity (arbitrary unit)
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Espectro de masas para S. haemoliticus

VITEK® MS Review Detail

http://192.168.168.240/myla/views/msid/review/msidShowDetail.jsf?ci...

VITEK® MS Review Detail

4 ) VITEK® MS Review YITEK® MS Review Detail

Isolate information

Accession ID:  132M16-1

Number of identifications: 1

Specimen Type:

Confidence Level: S

List of identifications

Position

Analysis
Date

Organism Name

Pathogenicity

~
~

Confidence
Value

Confiden

Level

~
~

cquisition/C
message(s)

G3

6/13/17 1:49 PM

Staphylococcus

haemolyticus

Key: Validate selection ~ Add comment

46,000
44,000
42,000
40,000
28,000
36,000
34,000
32,000
30,000
28,000
26,000
24,000
22,000
20,000
18,000
16,000
14,000
12,000
10,000

8,000

6,000

4,000

2,000

Intensity (arbitrary unit)

Ik |

e

|
2,000 2500 3,000 3,500 4,000 4,500 5,000

ldel

5,500

6,000 6,500 7,000 7,500 8,000 8500

Mass m/z (Da)

9,000

9,500 10,000

6/13/2017 2:58 PM
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Espectro de masas para E. faecalis

VITEK® MS Review Detail

http://192.168.168.240/myla/views/msid/review/msidShowDetail.jsf?ci...

VITEK® MS Review Detail

A ) VITEK® MS Review YITEK® MS Review Detail

Isolate information

Accession ID:  1M15-1 Specimen Type: Confidence Level S
Number of identifications: 1 List of identifications
Posit Analysis [ Organism pathogenicit Confidence ~ Confidence ~ Acquisition/Computation
osition Date 4 Name 9 Yy Value on Level b message(s)
B Enterococcus
F3 6/13/17 1:49 PM faecalis 99.9 B

Key: Validate selection Add comment

65,000 -

55,000
50,000

45,000 -

30,000

25,000

Intensity (arbitrary unit)

5 il [y I‘\H'. L L || Al by |
2,000 3,000 4,000 5,000 6,000 7,000 8,000 9,000 10,000 11,000 12,000

ldel

Mass m/z (Da)

6/13/2017 2:56 PM
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Espectro de masas para Bacillus spp.

VITEK® MS Review Detail

http://192.168.168.240/myla/views/msid/review/msidShowDetail.jsf?ci...

VITEK® MS Review Detail

M ) VITEK® MS Review YITEK® MS Review Detail

Isolate information

Accession ID:

M551-1

Specimen Type:

Number of identifications: 1

List of identifications

Analysis
Date

Organism
Name

~
~

Pathogenicity

Confidence
Value

Confidence
Level

Acquisition/Computation
message(s)

~ ~
~ ~

D4

6/13/17 1:38 PM

Bacillus cereus
group

=

Key:

Validate selection

Add comment

15,000
14,000
13,000
12,000
11,000
10,000
9,000
8,000
7,000

6,000

Intensity (arbitrary unit)

5,000
4,000
3,000
2,000

1,000

0

2,000

2,500

3,000

3,500

4,000

4,500

5,000

5,500

6,000

6,500

7,000

7,500

8,000

8,500

9,000

9,500

10,00¢

ldel

Mass m/z (Da)

6/13/2017 2:52 PM
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