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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 

Angiología 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 II-B and II-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-γ and TNF-α (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 β-lactam antibiotics, especially to oxacillin, warrants special attention in the 

hospitals. The immunohistochemistry revealed a high percentage of cytokines belonging 

to the TH1 immune response. 
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RESUMEN 

Las úlceras de pie diabético (DFUs) son un problema grave y frecuente en los pacientes 

con diabetes mellitus y una de las principales causas de amputación de extremidades 

inferiores. El perfil microbiológico de los DFUs depende del carácter agudo o crónico 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 Angiología y Cirugía Vascular del 

Noreste en Reynosa, Tamaulipas; desde diciembre de 2011 hasta abril de 2016. Las 

muestras fueron procesadas utilizando técnicas estándar de microbiología. 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 específico de la herida. De 277 

biopsias, obtuvimos 364 aislamientos bacterianos; la mayoría de las muestras de 

biopsias se clasificaron como grados de Wagner II-B y II-C. Staphylococcus aureus fue 

el patógeno más comúnmente aislado seguido por Enterobacter spp. Según los 

resultados de la resistencia fenotípica, los antibióticos 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 antibióticos más efectivos para las bacterias gram positivas y 

negativas, respectivamente. El género Enterobacter se asoció significativamente con las 

biopsias de músculo (p < 0.05) y las muestras sin crecimiento se asociaron 

significativamente con muestras de origen piógeno (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 formación de biofilm mediante los ensayos de 

microtitulación en placa y agar rojo Congo, respectivamente. Las cepas de MRSA se 

asociaron con fracaso en la cicatrización y úlceras recurrentes (p < 0.05). Los ensayos de 

inmunoperoxidasa mostraron la alta presencia de linfocitos CD4+ en comparación con 

los linfocitos CD8+. Además, se identificaron IFN-γ y TNF-α (respuesta pro 

inflamatoria) en la mayoría de las muestras en comparación con agentes 

antiinflamatorios como IL-4 o IL-10. En conclusión, la identificación de MRSA y 



 

XX 
 

estafilococos coagulasa negativos resistentes a los antibióticos β-lactámicos, 

especialmente a la oxacilina, merece una atención especial en los hospitales. La 

inmunohistoquímica reveló un alto porcentaje de citoquinas pertenecientes a la respuesta 

inmune TH1. 
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1. INTRODUCCIÓN 

De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud, la diabetes es una 

enfermedad crónica que aparece cuando el páncreas no produce insulina suficiente o 

cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina que produce. En el año 2014 se 

calculó que la prevalencia mundial de la diabetes fue del 9% entre los adultos mayores 

de 18 años (OMS, 2014). Con base al National Institute for Health and Clinical 

Excellence con sede en Reino Unido, el pie diabético se define como una infección, 

ulceración y/o destrucción de los tejidos profundos de la piel, relacionados con 

alteraciones neurológicas y distintos grados de enfermedad vascular periférica en las 

extremidades inferiores que afecta a pacientes con diabetes mellitus que no ha sido o no 

está siendo correctamente tratada (NHS, 2003). Además, el pie diabético se considera 

como una de las complicaciones más 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, 

úlceras, traumatismos) por este padecimiento se encuentra entre el 15 y 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 país, en el año 2015 la International Diabetes Federation 

reportó 11.5 millones de personas con diabetes; ocupando así, México el sexto lugar en 

el mundo en número de pacientes con diabetes (IDF, 2015). De igual forma, la 

“Encuesta Nacional de Salud y Nutrición de Medio Camino 2016” reportó un ligero 

aumento en el diagnóstico de pacientes con diabetes; además de que la presencia de 

úlceras (9,1%) y amputaciones (5,5%) en pacientes diabéticos aumentó en comparación 

con la encuesta informada anteriormente en el año 2012 (ENSANUT, 2016). De acuerdo 

con Ovalle et al., 2019, en México, la prevalencia de complicaciones crónicas es similar 

a la informada en otras partes del mundo. Encontrando mayor prevalencia de pie 

diabético y menor prevalencia de enfermedad aterosclerótica y retinopatía diabética. 
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Así, el pie diabético es un síndrome resultante de múltiples factores sistémicos y 

ambientales que pueden interactuar para favorecer la aparición, evolución o 

perpetuación de las lesiones del pie. Tres puntos importantes que predisponen la 

aparición de pie diabético son: isquemia, neuropatía e infección (Papanas and Maltezos, 

2009). En pacientes con pie diabético, la falta de control glicémico y desatención de las 

extremidades inferiores del cuerpo genera la aparición de úlceras de pie diabético 

(DFUs). Estas úlceras presentan procesos de cicatrización muy lentos y si no se toman 

las medidas de desinfección pertinentes con muchas probabilidades de infección 

bacteriana (figura 1). Finalmente, las úlceras las infectadas se convierten en heridas 

difíciles de tratar, generando altos costos monetarios en curación y tratamiento. Por ello, 

el pie diabético representa una de las complicaciones más incapacitantes debido a un mal 

control de la diabetes mellitus. 

 

Figura 1. Representación clásica de una úlcera de pie diabético. Se observan las 

diferentes capas de la piel, y la profundidad de la lesión; así como el sitio donde 

coinciden la respuesta inmunológica y microorganismos extraños. Figura tomada de 

New Molecular Techniques to Study the Skin Microbiota of Diabetic Foot Ulcers. 

Lavigne et al., 2015. 
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La microbiología de las DFIs es frecuentemente compleja, por ello el análisis 

microbiológico inicial se vuelve pieza vital para optimizar el tratamiento, tanto el inicial 

preventivo (a partir de la información epidemiológica acumulada), como el dirigido 

contra el agente causal una vez que se determina. Los diferentes hallazgos en los análisis 

microbiológicos de las DFIs pueden deberse a la severidad de la infección, a las 

variaciones geográficas o al uso de antibióticos (Citrón et al., 2007). 

La terapia antibiótica de elección es un paso primordial para combatir la infección y la 

cicatrización de la herida, el fracaso en la curación podría 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 β-lactámico y glucopéptidos como vancomicina ha 

permitido la propagación de subpoblaciones con escasas opciones terapéuticas.  

Staphylococcus aureus (S. aureus) ha sido reconocido como un importante patógeno de 

las infecciones adquiridas en el hospital (Kwon et al., 2018; Víquez et al., 2018; 

Saseedharan et al., 2018). Antibióticos β-lactámicos, cefalosporinas y/o macrólidos se 

prescriben como tratamiento inicial para infecciones por S. aureus; sin embargo, la 

aparición de cepas resistentes a estos antibióticos como el caso del S. aureus meticilina 

resistente (MRSA) supone el uso de antibióticos más eficaces y nuevos esquemas de 

tratamiento. Durante las últimas 2 décadas, las cepas de MRSA se han convertido en 

cepas endémicas en los hospitales de todo el mundo elevando así las tasas de resistencia 

a antibióticos de primera línea y por consiguiente aumentando los costos de tratamiento 

y cuidados para el paciente (Uçkay et al., 2015). Desde el punto de vista de 

investigación estos fenotipos son importantes porque, permiten establecer pautas para el 

control de brotes de resistencia, así, establecer procedimientos de farmacovigilancia y 

ejecutar acciones precisas para la reducción de consecuencias fatales (amputación, 

bacteriemia). 

Por ello, el MRSA es un patógeno 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 mayoría de los antibióticos 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 antibióticos. Para el año 2002 se aisló la primera cepa de 

VRSA, con una MIC para vancomicina de 1,024 µg/mL, en una paciente de 40 años 

residente de EE. UU. con diagnóstico de hipertensión, quien había recibido vancomicina 

previamente para tratar infecciones recurrentes de úlceras en miembros inferiores por 

MRSA y Enterococcus faecalis (E. faecalis), (CDC, 2002). Los aislados con resistencia 

a vancomicina están asociados a la conjugación de genes de resistencia del tipo vanA de 

E. faecalis, que, confiere resistencia a teicoplanina. 

El gen vanA se puede encontrar tanto en plásmidos y/o cromosoma, originalmente fue 

localizado en el transposón 1546 (11 kilobases) del operón 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. Además del gen 

vanA se han descrito otros fenotipos diferentes como vanB y vanC entre los más 

importantes, el primero de ellos tiene organización y funcionalidad similar a vanA, pero 

difiere en la regulación, confiere resistencia a vancomicina más no a teicoplanina; sin 

embargo, también puede ser trasmitido por conjugación. Por último, el fenotipo vanC en 

cual se ha descrito principalmente en E. gallinarum presenta baja resistencia a 

vancomicina y sensibilidad a teicoplanina. El gen vanC es cromosómico, 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 clínicos de Enterococcus resistentes a la 

vancomicina (VRE). En un estudio reportado por Shahi and Kumar, 2016, en la India, 

encontró que de 142 aislados obtenidos a partir de DFIs de grados Wagner III-V, 38 

cepas resultaron ser multirresistentes a antibióticos, y de estos hubo prevalencia de VRE 

de 71.4%. Tascini et al., 2011 en Italia, reportó 1,159 aislados de pacientes con DFIs 

donde S. aureus y E. faecalis fueron los gram positivos predominantes (40%).  
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El aislamiento, identificación y caracterización de cepas de los géneros Enterococci y 

Staphylococci a partir de muestras clínicas 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 epidemiológica, para así 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 invasión de tejidos, se produce la infección; esta por lo general tiene 

conexión con la rotura de las capas protectoras de la piel, con lo cual se produce una 

herida. Así, para la cicatrización de heridas y combate de microorganismos u otros 

agentes extraños, 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 

remodelación de heridas (figura 2). 

 

Figura 2. Representación de las cuatro diferentes etapas del proceso de 

cicatrización de heridas. Figura tomada del artículo General principles of wound 

healing publicado por Witte and Barbul, 1997. 

 

El primero de ellos, el proceso de coagulación el cual comprende desde la aparición de 

la herida y las primeras horas, donde las plaquetas y factores de coagulación contienen la 
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hemorragia. Posteriormente en la etapa de inflamación, la primera línea celular en 

aparecer para contener la infección son los neutrófilos, los cuales tienen como función 

principal la fagocitosis de agentes extraños. En esta etapa, se realiza la liberación de 

moléculas activadoras de diversos mecanismos de sistema inmune, como el 

reclutamiento de macrófagos, y demás células de línea granulocítica. 

A continuación, se presenta el proceso de migración y proliferación de diferentes células 

especializadas del sistema inmune; en esta etapa se presentan macrófagos, fibroblastos y 

linfocitos T y B. El primero de ellos, el macrófago es el linaje celular más importante ya 

que coordinan un sin número de actividades encaminadas a favorecer los procesos de 

cierre de heridas (Caputa et al., 2019). Estudios recientes demuestran la especialización 

de poblaciones de macrófagos con actividades “pro” y “anti-inflamatorias”, describiendo 

así, los distintos roles que pueden tomar estos linajes celulares dependiendo del estado 

de cicatrización de la herida (Krzyszczyk et al., 2018). La serie linfocítica también se ha 

reportado como promotora de la reparación de heridas, así como de tener un papel 

importante en la homeostasis celular y en la liberación de citocinas como el factor de 

crecimiento transformante beta e interferón gamma entre otras moléculas (TGF-β1, IFN-

γ); sin embargo, se ha reportado que, los efectos de esta línea disminuyen en la 

reparación crónica, teniendo como consecuencia un cierre tardío o deficiente de las 

heridas en la piel (Xu et al., 2017). La última etapa en el cierre de heridas es la 

remodelación de la misma, y esta mediada principalmente por fibroblastos y en menor 

medida por células de soporte como adipocitos y células mesenquimatosas. Los 

fibroblastos están encargados de la síntesis de colágeno y componentes de la matriz 

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

En lo que respecta al combate de microorganismos, el sistema inmune, activa diversos 

mecanismos de ataque y defensa contra agentes extraños. Las células 

polimorfonucleares (PMN), los linfocitos T y B, células “natural killer”, así como 

mediadores celulares tales como: interleucinas (IL-6, IL-12, etc.), interferón (IFN-γ) y 

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

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

infección 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 cicatrización o en la falla de dicho proceso 

(Park and Barbul, 2004). La inmunosupresión, como consecuencia del desajuste 

inmunológico, puede ser un elemento central en la patología del pie diabético. 

Adicionalmente, se ha observado que la inmunidad celular está deprimida, y en 

pacientes con altas concentraciones de glucosa, la quimiotaxis de los neutrófilos y 

macrófagos también están disminuidas, de modo que la migración de las células a los 

sitios de infección se reduce y la curación es menos efectiva. La presencia de 

enfermedad arterial periférica, neuropatía o funciones alteradas de los leucocitos pueden 

reducir la respuesta inflamatoria local, los signos y síntomas clásicos de una infección 

local. Incluso los signos sistémicos de toxicidad pueden estar disminuidos o presentarse 

tarde. Debido a esto, los síntomas locales o sistémicos, así como los marcadores 

biológicos no son del todo confiables para el diagnóstico de infección en pacientes con 

DFUs. En pacientes con diabetes mellitus y DFUs los principales factores en la 

respuesta inmune no específica son las células PMN y factores del complemento los 

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

Es así como, se ha observado que la inmunidad celular está deprimida, especialmente en 

pacientes con altas concentraciones de glucosa. Sin embargo, muchos de los factores 

inmunológico reportados han sido medidos de forma general (a partir de suero) pero no 

en el sitio activo de la infección. 
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2. ANTECEDENTES 

 

Existen diversos reportes científicos donde se aborda la resistencia a antibióticos 

de aislados provenientes de cultivos de DFUs, trabajos realizados en diferentes zonas 

geográficas exponen cada vez, con mayor énfasis los altos índices de resistencia a 

múltiples antibióticos, la aparición de cepas con características 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 encontró 

prevalencia de S. aureus del 48% y altos índices de presencia de MRSA (34%). 

Posteriormente reportó que la educación y hábitos para sobrellevar la enfermedad son 

esenciales para mejorar la calidad de vida del paciente en especial si estos tienen bajos 

índices de alfabetización. 

Hinojosa et al., 2016, también en México, reportó el impacto de la bacteriología 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 

encontró Proteus mirabilis mostraron un índice de progreso a la amputación mayor que 

las bacterias anteriores. Posteriormente, el mismo Hinojosa et al., 2018, reportó datos 

sobre los beneficios de la revascularización en pacientes con DFUs; encontrando que, un 

cirugía vascular temprana y criterios apropiados de selección de pacientes podrían 

aumentar la recuperación de la extremidad. 

Estudios alrededor de mundo muestran cifras en aumento del padecimiento de 

complicaciones en pacientes con pie diabético, especialmente en países de bajo y 

mediano desarrollo. 
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Un estudio reportado por Najari et al., 2019 evaluó la bacteriología de DFIs de grados 

severos en un estudio multicéntrico realizado en Irán, encontrando amplia resistencia de 

bacterias gram negativas a imipemen, que adicionalmente estuvieron asociadas a 

pacientes de mayor edad. Además, se reportó presencia de hasta 48% y 37% de MRSA y 

VRE respectivamente. Mencionan finalmente que, debido a la aparición de resistencia a 

los antibióticos el cultivo y las pruebas de sensibilidad son esenciales para el manejo 

correcto de las infecciones por DFIs y la selección de los antibióticos apropiados.  

Otro estudio realizado en Grecia, al analizar que variables propician la infección de las 

úlceras de pie diabético, reportó que pacientes con DFUs exhibieron una correlación 

positiva entre el total de la carga microbiana con el número de aislados obtenido de cada 

tejido. Interesantemente, los autores reportaron que no encontraron asociación entre la 

severidad isquémica o la neuropatía diabética con la carga microbiana (Demetriou et al., 

2013). 

Arias et al., 2019, reportó el análisis del manejo de pacientes con osteomielitis debido a 

DFIs en hospitales del Reino Unido, encontrando amplio índice 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 amputación, donde la osteomielitis derivada de DFUs representa una 

condición clínica desafiante, que requiere un estudio adicional para desarrollar mejores 

pautas de manejo. 

Otro estudio llevado a cabo en Trinidad y Tobago, reportó moderada presencia de 

bacterias multirresistentes (25%) y baja prevalencia de MRSA (5%) y VRE (1%). En 

cuanto a la terapia antibiótica, el ciprofloxacino y ceftazidima proporcionaron buena 

actividad antimicrobiana de amplio espectro contra los patógenos comúnmente aislados. 

Reportaron además que, cualquiera de los dos agentes puede usarse como terapia 

empírica contra agentes únicos en pacientes con DFUs con infecciones moderadas o 

graves en esa área geográfica. Si bien las limitaciones institucionales impidieron el 

aislamiento de los anaerobios en la mayoría de los casos en este estudio, existen pruebas 

suficientes para recomendar agentes anti-anaeróbicos como parte de la terapia empírica 

(Islam et al., 2013). 
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Un estudio realizado en Brasil y reportado por Perim et al., 2015, informó sobre las 

frecuencias de los aislamientos bacterianos cultivados a partir de DFIs y evaluó su 

resistencia y susceptibilidad a los antibióticos de uso común. La localización más común 

de la ulceración fue en el dedo del pie (54%), seguido de la superficie plantar (27%). En 

general se encontró baja prevalencia de cepas MRSA y VRSA. Imipenem y gentamicina 

fueron los antibióticos más eficaces contra las bacterias gram positivas y gram negativas. 

El estudio confirmó alta prevalencia de patógenos resistentes a múltiples fármacos en las 

DFUs, por lo que, es necesario evaluar los diferentes microorganismos que infectan la 

herida y conocer los patrones de susceptibilidad a los antibióticos de los aislamientos de 

la herida infectada. Finalmente puntualizaron que, el conocimiento es crucial para 

planificar el tratamiento con los antibióticos apropiados, reducir los patrones de 

resistencia y minimizar los costos de atención médica. 

Otros mecanismos microbianos que favorecen la invasión e infección de tejidos son la 

formación de biofilms, la producción de citolisinas e incluso la modificación de los 

sitios activos de los blancos farmacológicos. 

Rahim et al., 2016, en Pakistán reportó presencia de bacterias productoras de biofilm 

obtenida de DFUs hasta en un 66%, aunque los antibióticos más eficientes fueron la 

amikacina y la cefepime, las bacterias productoras de biofilm presentaron índices 

mayores de resistencia a antibióticos en comparación con las bacterias que no 

produjeron biofilm. Destacaron además que, es necesario un uso prudente de antibióticos 

para controlar los patógenos productores de biofilms asociados a heridas. 

Otro estudio por Johani et al., 2017, reportó la presencia de biofilms en cultivos mono y 

polimicrobianos obtenidos de DFUs, los cuales no tuvieron correlaciones clínicas que 

ayudaran a los clínicos a identificar este tipo de mecanismos en las heridas. Debido que 

la detección de biofilms en muestras provenientes de úlceras 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, mencionó que, el tratamiento de las DFUs, especialmente las 

heridas profundas, siguen siendo un reto, en parte porque la alteración de la perfusión de 

la sangre y la presencia de biofilms pueden afectar la eficacia de los antibióticos 



 

11 
 

sistémicos. Finalmente, aunque hay avances prometedores, el papel de los antibióticos 

tópicos en el tratamiento de las infecciones del pie diabético es limitado y está fuera de 

la práctica habitual. 

Pobiega et al., 2016, en un estudio realizado en Polonia reportó el potencial de 

virulencia de cepas de S. aureus recuperadas de DFUs, encontrado genes relacionados 

con la producción de enterotoxinas y elementos genéticos móviles implicados en la 

transferencia de material genómico a cepas no patogénicas. La mayoría 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 clínico apropiado de las infecciones por MRSA en pacientes con DFUs. Para 

este estudio, la selección de muestras de úlceras antes de la terapia con antibióticos 

permitió elecciones acertadas con respecto a la selección de agentes antimicrobianos 

(por ejemplo, octenidina, autorizada para el tratamiento de heridas crónicas) 

maximizando las posibilidades de una terapia positiva. 

Víquez et al., 2018, en un estudio llevado a cabo en Costa Rica, reportó la asociación 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 invasión de tejidos y desarrollo de necrosis. Adicionalmente, ellos 

reportaron que, el tiempo de curación 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 antibióticos en 

cepas aisladas de DFUs, así como informes recientes del repertorio patogénico que estas 

cepas presentan; a continuación se describen las investigaciones más importantes 

reportadas que han encaminado a dilucidar el papel del sistema inmunológico en las 

DFUs; debido a que los reportes de evaluación inmunológica de tejidos procedentes de 

heridas diabéticas son escasos, hemos añadió reportes de evaluaciones con tejidos 

procedentes de modelos animales con el fin de establecer cuáles son los avances más 

significativos encaminados a comprender los procesos inmunológicos de combate 

antimicrobiano y de cicatrización de heridas. 
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En los procesos inflamatorios crónicos como la diabetes, la hipoxia es una característica 

que provoca estreses oxidativo y liberación de radicales libres. Así, en un entorno 

hipóxico las células regulan de forma ascendente las subunidades HIF-α encargadas de 

regular las concentraciones de oxígeno intracelular. De acuerdo con Kim et al., 2010, la 

expresión de KAI1 está mediada por genes que contienen elementos funcionales de 

respuesta a hipoxia; lo que sugiere que KAI1 es un gen diana de hipoxia y que la hipoxia 

induce la expresión de KAI1. Bajo este contexto, Cho et al., 2014, evaluó la expresión 

por IHC y Western blot de KAI1 en tejido de DFUs; encontrado mayor expresión de 

KAI1 en tejido de pie diabético que su contraparte de pie normal. El estudio sugirió que 

el tejido cutáneo diabético induce la expresión de KAI1 y apoya el papel de KAI1 en 

condiciones hipóxicas y estados inflamatorios; sin embargo, los mecanismos exactos son 

aún desconocidos. 

Un estudio reportado por Tǎnţu et al., 2018, evaluó aspectos epidemiológicos e 

histopatológicos en pacientes con DFUs. Encontrado que la mayoría de los pacientes 

evaluados pertenecieron a áreas rurales de difícil acceso a servicios de salud. 

Adicionalmente, la examinación por la tinción de hematoxilina e IHC demostraron 

procesos de angiogénesis con baja intensidad y amplias áreas de infiltrado crónico 

inflamatorio el cual estuvo principalmente formado por macrófagos, linfocitos CD4+ y 

mastocitos. 

Otro trabajo, por Yang et al., 2017, informó sobre el efecto de fibronectina y TGF-β1 en 

la terapia con presión negativa para pacientes con DFUs. Reportando que, dicha terapia 

facilitó la expresión de fibronectina y TGF-β1 en DFUs. El análisis inmunohistoquímico 

reveló niveles altos TGF-β1 en el grupo de estudio en comparación al grupo control. 

Como conclusión se reportó que el TGF-β1 desempeñó un papel clave en la formación 

de tejido de granulación y la cicatrización de heridas, y que la terapia de presión 

negativa en pacientes con DFUs promovió la expresión de dicho factor. 

Las células del cordón umbilical también han sido evaluadas como agentes cicatrizantes 

de DFUs; un reporte de Çil et al., 2016, donde se evaluó por medio de IHC una serie de 

factores implicados en el proceso de curación de heridas en un modelo experimental de 

ratón demostró que, la expresión de FGF-1 pudo prevenir la apoptosis por inhibición del 
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TNF-α lo cual pudo llevar a la cicatrización de los grupos de estudio. Finalmente, 

también se reportó intensa expresión de otras proteínas como TGF-β, IL-1 y caspasa-3. 

Otra investigación reportada por Long et al., 2016, informó sobre el papel del factor de 

transcripción NRF-2 (regulación de la expresión inducible de numerosos genes de 

enzimas destoxificantes y antioxidantes) en la cicatrización de DFUs. La expresión de 

TGF-β1 y metalopeptidasa de matriz-9 (MMP-9), que se expresa en queratinocitos y 

desempeñan funciones cruciales durante las fases de cicatrización de la proliferación y 

remodelación, se detectó en bajos niveles mediante inmunoblot e IHC. En resumen, los 

hallazgos definieron una función novedosa para el factor NRF2 en el proceso de 

curación de heridas diabéticas. Los mecanismos exactos por los cuales NRF2 puede 

modular la inflamación, el tejido de granulación y las funciones vasculares en las 

condiciones diabéticas aún deben investigarse en el futuro.  

Otro de los estudios que fortalece las evidencias de que los factores VEGF, TGF-β, así 

como del PDGF tiene un papel destacado en la cicatrización de las DFUs fue el 

publicado por Zhang et al., 2014, en el cual informó que pacientes con heridas de pie 

diabético tratados con terapia de ozono tuvieron tasas de curación de heridas más rápidas 

que el grupo control. Los autores mencionaron que, es importante para la cicatrización 

de la herida estimular las expresiones de los factores de crecimiento endógeno en el sitio 

local de la herida. Finalmente, los resultados mostraron que la eficacia del tratamiento 

con ozono para la curación de las DFUs pudo deberse en parte al aumento de los 

factores de crecimiento endógeno previamente descritos en las heridas locales. 

Aragón and Cabrera, en 2013, reportaron la actividad que desempeña el TNF-α y la IL-6 

en la osteomielitis del pie diabético. Informaron un marcaje intenso positivo para 

neutrófilos y macrófagos, así como para IL-6. La IHC para TNF-α demostró tinción 

moderada en la membrana de macrófagos en casos de osteomielitis crónica. Además, se 

mencionó que después de la infección en el hueso, hay una liberación de citoquinas 

locales por células inflamatorias, incluido el TNF-α y la IL-6. La principal fuente de IL-

6 durante la fase aguda fueron los neutrófilos, aunque también se produjo en 

osteoblastos. En conclusión, la expresión del TNF-α en la fase crónica de estuvo 

relacionada con la reparación de la destrucción ósea y la IL-6 de los linfocitos y los 
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fenómenos de reparación del tejido ósea pudieran contribuir al daño en el hueso 

prolongando la vida útil de los neutrófilos. 

En otro estudio se evaluó el papel de los metabolitos producidos por la larva Lucilia 

sericata (mosca verde botella) en el proceso de cicatrización de heridas en ratas 

diabéticas, que fue el reportado por Tombulturk et al., 2019, donde se informó que, 

dichos compuestos indujeron un decremento en la expresión de MMP-2, MMP-9 y 

menores niveles de inflamación; aumentando así, los procesos de reepitelización y 

cicatrización del tejido. Finalmente, se concluyó que los productos de L. sericata pueden 

mejorar el proceso de curación 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 antibióticos para establecer esquemas de 

tratamiento más efectivos para los pacientes. Aunque los antecedentes muestran tasas de 

resistencia a antibióticos bajas en la región, es un hecho también que, los reportes en 

otras partes del mundo informan ya sobre la ineficacia de antibióticos de nueva 

generación para el tratamiento de infecciones de DFUs. 

Diversos factores inmunológicos, así como linajes celulares están implicados que en los 

procesos de cicatrización y reepitelización de heridas. Sin embargo, los antecedentes 

demuestran que un modelo de úlcera de pie diabético es difícil de evaluar; 

primeramente, la toma de muestra requiere de personal especializado que genere el 

mínimo daño al paciente y segunda, refiere a la toma de muestra, que por lo general se 

obtiene después de un desbridamiento quirúrgico. Debido a esto, obtener un tejido con 

estereología viable para pruebas de laboratorio pasa a segundo término. Aun así, los 

modelos experimentales en ratón han desvelado que diversas citocinas tienen un papel 

preponderante en el cierre de heridas. 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tombulturk%20FK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30302545
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3. JUSTIFICACIÓN 

Dada la complejidad de las DFIs y la falta de estandarización 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 interrelación de los factores que influyen al desarrollo de las úlceras de pie 

diabético permitirán acertar la terapéutica en pacientes con dicha enfermedad. 

En este proyecto, el análisis microbiológico de tejidos de DFUs mostrará características 

específicas de los patrones de susceptibilidad a antibióticos en la región y permitirá 

conocer de manera indirecta la eficacia de los mismos. Adicionalmente, el estado 

inmunológico de sitio de la herida en pacientes con esta afección, podría sugerir pautas 

para el manejo adecuado de pacientes con dicha enfermedad. La medición 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 físico (en el sitio exacto de la herida) permitirá conocer de 

manera acertada la cantidad relativa de estos factores tejidos con diferentes grados de 

evolución de la lesión. 
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4. HIPÓTESIS  

            Con base en reportes previos donde se ha correlacionado el daño microvascular 

con enfermedad arterial periférica y la disminución de actividad fagocítica especializada 

de macrófagos en ratones con diabetes mellitus; nosotros, esperamos encontrar una 

correlación entre la intensidad del marcaje de mediadores de sistema inmune 

(células y citocinas) y la presencia de los diferentes grados de infección en las 

úlceras de pie diabético. 

Adicionalmente, por consenso médico que asume que la presencia de infecciones mono 

bacterianas esta es relacionado en la mayoría de los casos a microorganismos que han 

superado gracias a su resistencia el efecto de selección marcado por terapias con 

antimicrobianos. Por ello, esperamos concertar la hipótesis sobre la asociación de la 

presencia de ciertos tipos de bacterias o su perfil de resistencia a antibióticos podría 

estar asociado con altos niveles de expresión de mediadores inmunológicos. 
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5. OBJETIVOS 

5.1 Objetivo general 

La caracterización microbiológica y molecular de las especies de 

microorganismos causantes de infecciones en pacientes con pie diabético y la valoración 

del perfil inmuno-citoquímico del sitio de la infección. 
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5.2 Objetivos específicos 

 

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

aislados de DFIs. 

2. Comprobación de la variabilidad e identidad de los patógenos aislados mediante 

métodos moleculares. 

3. Conocer el perfil inmuno-citoquímico del sitio de la infección en comparación con el 

estatus inmunológico sistémico. 

4. Comprar el perfil microbiano contra la respuesta inmune observada. 
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6. Esquema general de trabajo 

 

 

Figura 3. Esquema general de trabajo 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

7.1 Pacientes y obtención de biopsias  

Muestras de tejido procedentes de pacientes con úlcera de pie diabético se 

obtuvieron mediante cirugía por desbridamiento, en la clínica Angiología y Cirugía 

Vascular del Noreste con dirección en calle Aguascalientes No. 290, Colonia Rodríguez 

en Reynosa, Tamaulipas. Posteriormente, dicho tejido fue transportado para su 

procesamiento al Centro de Biotecnología Genómica del Instituto Politécnico Nacional 

con dirección en Boulevard del Maestro s/n esq. Elías Piña, colonia Narciso Mendoza en 

Reynosa, Tamaulipas. 

• Las muestras de tejido de DFIs se obtuvieron de pacientes mayores de edad, sin 

importar el tipo de lesión (grados Wagner) en la que está se presentó.  

• Las dimensiones de las muestras a analizar fueron a consideración del médico 

cirujano especialista, dichas muestras fueron transportadas en tubos Vacutainer sin 

anticoagulante con solución salina. 

• Al llegar la muestra de tejido a las instalaciones de laboratorio se etiquetaron con 

una clave alfa numérica (iniciales del paciente, año, mes y día de recepción), adjunto 

a la muestra se obtuvo la orden de envío, donde el médico especialista indicó las 

características de la biopsia, la orden de envío fue resguardada en el Centro de 

Biotecnología Genómica por el Dr. Virgilio Bocanegra García. 

• Las características de las muestras fueron registradas en la bitácora correspondiente 

para el procesamiento de muestras de pie diabético. 

• Utilizando un bisturí estéril la muestra de tejido fue dividida en dos partes, la 

primera fracción se mantuvo en alcohol absoluto a temperatura ambiente, en tubos 

de preservación de 2 mL, y el resto (segunda fracción) se mantuvo en tubos 

Eppendorf con 500 µL de solución salina a -20°C. 

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

clave alfanumérica consecutiva más el año en que se obtuvo dicha muestra.  
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7.1.2 Criterios de inclusión 

Se incluyeron muestras de hombres y mujeres mayores de 21 años, con padecimiento de 

diabetes mellitus tipo 1 o 2, con presencia o evolución de úlcera 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. 

• Sujetos que presentaron úlcera de pie diabético por debajo del maléolo 

indistintamente de grado de severidad de la lesión. 

• Muestra única de paciente. 

• Se incluyeron muestras indistintamente del pie (derecho o izquierdo). 

• Muestras de úlcera de pie diabético que fueron tomadas por los médicos vasculares 

Dr. Eduardo Bladinieres Cámara y/o Dr. Rodrigo Alcalá Durán en la clínica 

Angiología y Cirugía Vascular del Noreste.  

 

Criterios de exclusión 

Se excluyeron de estudio todas aquellas muestras que presentaron los siguientes 

criterios: 

• Muestras de sujetos que presentaron úlcera debido a traumatismos o accidentes 

traumáticos. 

• Muestras de sujetos que presentaron úlcera debido a tumores óseos. 

• Muestras de sujetos que presentaron úlcera debido a síndrome de Charcot. 

• Muestras de sujetos que presentaron úlcera de origen varicoso.  

 

Criterios de eliminación 

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

todos los criterios de inclusión, carecieron de datos o información de origen. 

• Muestras de sujetos que no cumplieron el etiquetado correcto previamente descrito 

en el protocolo de investigación de este estudio. 

• Muestras de sujetos seriadas (dos o más muestras de un mismo paciente). 
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• 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 explicación 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 Interacción Ambiente-Microorganismo. 

Métodos microbiológicos 

7.2 Obtención de aislados bacterianos a partir de biopsias 

Con ayuda de una pinza estéril los tejidos procedentes de úlceras de pie diabético fueron 

inoculados en placas Petri con agar sal-manitol, agar MacConkey y agar sangre (MCD-

LAB, MEX); a continuación, el tejido restante fue retirado y guardado; las placas se 

incubaron a 37° C durante 24 h; posterior al crecimiento observado, se llevó a cabo una 

tinción de Gram y dependiendo del resultado previo de esta, se realizó una identificación 

bioquímica la cual fue contrastada con las características bioquímicas reportadas en el 

Bergey's Manual of Determinative Bacteriology, 2000. Para microorganismos gram 

negativos se realizó 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 azúcar, 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 identificación 

bacteriana cada uno de los aislados se preservó a temperatura ambiente en tubos de 2 mL 

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

 

Los antibióticos en sensidisco: ampicilina (10 µg), cefalotina (30 µg), cefepime (30 µg), 

cefotaxima (30 µg), gentamicina (10 µg), levofloxacino (5 µg) y 

trimetoprim/sulfametoxazol (1.25/23.75 µg) fueron utilizados conjuntamente para 

bacterias gram positivas y gram negativas; los antibióticos: amikacina (30 µg), 

ceftriaxona (30 µg), cloranfenicol (30 µg), netilmicina (30 µg) y nitrofurantoína (300 

µg) fueron utilizando solo para evaluar aislados gram negativos y los antibióticos: 

cefuroxima (30 µg), dicloxacilina (1 µg), eritromicina (15 µg), penicilina (10 U), 

tetraciclina (30 µg), y vancomicina (30 µg) 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 estría cerrada 

se inocularon placas de agar Mueller-Hinton; previo secado de la superficie del agar, (10 

min.) se procedió a dispensar los sensidiscos (máximo 7 sensidiscos por placa). Por 

último, las placas se incubaron 24 h a 37°C. Transcurrido este tiempo, el diámetro de los 

halos de inhibición para cada antibiótico fueron determinados usando un micrómetro; 

dichos valores fueron contrastados con los puntos de corte (cuadro 1), reportados en el 

documento M100 del manual de resistencia a antibióticos del Clinical Laboratory 

Standard Institute (CLSI, 2018). Finalmente, las cepas fueron clasificadas como 

resistentes, intermedias o susceptibles a determinado antibiótico. Las cepas de S. aureus 

ATCC 43300 y E. coli ATCC 25922 se utilizaron con fines de control de calidad. 
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Cuadro 1. Clasificación de susceptibilidad a antibióticos para bacterias obtenidas 

de úlceras de pie diabético  

Antibiótico Contenido Especies Diámetro de inhibición (mm) 

   R I S 

Ampicilina  10 µg Enterobacteriaceae ≤ 13 14 - 16 ≥ 16 

  Staphylococcus spp. ≤ 23 - ≥ 29 

  Enterococcus spp. ≤ 13 - ≥ 17 

  Streptococcus spp. - - ≥ 24 

† Cefalotina 30 µg  ≤ 14 15 - 17 ≥ 18 

Cefepime 30 µg  ≤ 14 15 - 17 ≥ 18 

Cefotaxima 30 µg  ≤ 14 15 - 22 ≥ 23 

Gentamicina 10 µg  ≤ 12 13 - 14 ≥ 15 

Levofloxacino 5 µg  ≤ 13 14 - 16 ≥ 17 

Trimetoprim- 

sulfametoxazol 

25 µg  ≤ 10 11 - 15 ≥ 16 

Amikacina  30 µg  ≤ 14 15 - 16 ≥ 17 

Ceftriaxona 30 µg  ≤ 13 14 - 20 ≥ 21 

Cloranfenicol  30 µg  ≤ 12 13 - 17 ≥ 18 

Netilmicina 30 µg  ≤ 12 13 - 14 ≥ 15 

Nitrofurantoína 300 µg  ≤ 14 15 - 16 ≥ 17 

*Cefuroxima  30 µg  ≤ 14 15 - 22 ≥ 23 

*Dicloxacilina 1 µg Staphylococcus spp. ≤ 10 11 - 12 ≥ 13 

*Eritromicina 15 µg Enterococcus spp. ≤ 13 14 - 22 ≥ 23 

*Penicilina  10U Staphylococcus spp. ≤ 28 - ≥ 29 

  Enterococcus spp. ≤ 14 - ≥ 15 

  Streptococcus spp. - - ≥ 24 

*Tetraciclina 30 µg  ≤ 14 15 - 18 ≥ 19 

*Vancomicina  30 µg  ≤ 14 - ≥ 15 
(En itálicas) antibióticos solo para gram negativos; * antibióticos solo para gram positivos. Simplificación 

de acuerdo con el CLSI 2018. † Antibióticos para ambos tipos de bacterias. 

 

7.2.3 Perfiles de producción de biofilm 

Los ensayos de producción de biofilm fueron realizados para todas las cepas gram 

positivas obtenidas de úlceras de pie diabético, utilizando dos métodos previamente ya 

reportados; el primero de ellos descrito por Merritt et al., 2005, (ensayo en placa de 

microtitulación) 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 tripticaseína (TSA) y 

posteriormente se transfirió una colonia pura a 5 mL de caldo nutritivo. Placas de 96 

pocillos (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.) se inocularon con 3 µL de 

cultivo y se llenaron con 300 µL de caldo soya tripticaseína (TSB) adicionado con 
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sacarosa al 1%. Se incubó 24 h a 37°C; después de eliminar las bacterias planctónicas 

mediante 3 lavados en serie con 500 mL de agua estéril, se realizó la tinción de bacterias 

productoras de biofilm con cristal violeta (0.1%) durante 15 minutos, posteriormente 

estas bacterias se disolvieron con la adición de ácido acético (30%), se midió la 

formación de biofilm utilizando un lector de microplacas (Bio-Rad, Hércules, CA, EE. 

UU.) a una OD = 500 nm. La interpretación de los resultados obtenidos fue de acuerdo 

con los valores de OD reportados previamente por Stepanović 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 DH5α) y S. 

epidermidis ATCC 12228 se usaron como controles negativos, las muestras se 

analizaron por triplicado.  

Cuadro 2. Criterios de Stepanović et al. para la determinación de producción de 

biofilm 

Producción de biofilm Tipo de producción 

1x = (OD de E. coli) Nula  

2x Débil  

3x Moderada  

4x Fuerte  
 

x se definió como el valor de producción de biofilm de una cepa no productora de biofilm (E. coli DH5α).  

• Nulas productoras de biofilm, serán todos los aislados que den una OD menor o igual a la OD dada por 

un control negativo para producción de biofilm  

• Débiles productoras de biofilm serán todas las cepas que den doble del valor de la OD dada por un 

control negativo para producción de biofilm 

• Moderadas productoras, serán todas las cepas que muestren la triple del valor de la OD dada por un 

control negativo para producción de biofilm 

• Fuertes productoras, serán todas las cepas que muestren 4 veces o más el valor de la OD dada por un 

control negativo para producción de biofilm 

 

En el segundo ensayo, las cepas se cultivaron previamente en TSA; después del 

crecimiento, se seleccionó una sola colonia y se inoculó en agar rojo Congo (CRA), 

(infusión de cerebro y corazón con sacarosa al 1% y rojo Congo al 0.01%). Después se 

incubó 24 h a 37°C, la presencia de “baba” áspera negra se consideró positiva para la 

formación de biofilm (los ensayos se realizaron por duplicado). S aureus ATCC 25923 

fue usado como control positivo, mientras que E. coli DH5α se usó 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 evaluó en las especies del género 

Staphylococci. Para ello, los aislados fueron previamente reactivados en TSA, 

posteriormente para cada uno de los aislados se realizó una solución 0.5 de McFarland y 

posteriormente fueron inoculados en agar Mueller-Hinton a estría cerrada utilizando un 

hisopo estéril. A continuación, 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 incubación 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. Interpretación de halos de inhibición para la prueba de resistencia 

inducida a la clindamicina 

Resistencia inducida Descripción Ejemplo 

Positivo Aplanamiento de la zona de inhibición 

adyacente a la eritromicina. 

Presencia de formación de zona D 

alrededor del disco de clindamicina. 

 
Negativo Crecimiento alrededor de la 

clindamicina. 

 
Fotografías 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 Niño. 
 

7.2.5 Detección de cepas de Staphylococci meticilina resistente 

La presencia fenotípica de cepas MRSA y Staphylococcus Coagulasa Negativos 

Resistentes a la Meticilina (MRCoNS) se evaluó de acuerdo con los protocolos del 

CLSI. Para ello, las cepas fueron reactivadas en TSA, posteriormente para cada uno de 

los aislados se realizó una solución 0.5 de McFarland y se inocularon en agar Mueller-

Hinton a estría cerrada utilizando un hisopo estéril. A continuación, utilizando una pinza 

estéril se dispuso un disco de cefoxitina (FOX, 30 µg), (Becton Dickinson and 
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Company). Posterior a una incubación 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 

fenotípicos en la evaluación de resistencia al fármaco. 

 

Cuadro 4. Interpretación de los halos de inhibición de cefoxitina para especies de 

Staphylococci de acuerdo al CLSI 2018 

 

 Interpretación de halos de inhibición (mm) 

FOX 30µg S I R 

S. aureus ≥ 22 --- ≤ 21 

Staphylococcus spp. ≥ 25 --- ≤ 24 

 

 

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

La detección 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 amplificación 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-ácido clavulánico; para ello, las 

cepas en cuestión fueron reactivadas en TSA y previa dilución 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-ácido clavulánico). Las cepas BORSA positivas presentan halo de 

inhibición de mayor diámetro que la contraparte evaluada con FOX debido a que 

la presencia del ácido clavulánico inhibe la acción de las betalactamasas del S. 

aureus. 

2. Evaluación de la MIC de oxacilina, donde la mayoría de las cepas BORSA 

presentan concentraciones de inhibición de ≤ 2µg/mL. 
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3. Por último, la prueba con disco de cefinasa, un tipo de cefalosporina cromógena 

que indica en disolución la presencia de cepas productoras de betalactamasa 

(Hryniewicz and Garbacz, 2017). 

 

7.2.7 Evaluación del crecimiento de los géneros Staphylococci y Enterococci en agar 

de vancomicina 

El crecimiento de los géneros Staphylococci y Enterococci obtenidos de úlceras 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 realizó una solución 0.5 de McFarland y cada uno de ellos fue inoculado a 

estría cerrada con hisopo estéril en agar infusión cerebro-corazón (BHI) con 

vancomicina a una concentración 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. Interpretación del crecimiento de cepas de Staphylococci y Enterococci 

en agar de vancomicina 

*Los aislados con crecimiento en agar de vancomicina deberán ser evaluados por la técnica de MIC; 

valores tomados del CLSI 2018. 

 

 

 

 

 

Género Concentración Resultado positivo Resultado 

negativo 

Gram 

positivas 

Vancomicina a 6 

µg/mL 

Crecimiento de película ligera o al 

menos 1 colonia indica presunta 

susceptibilidad reducida a vancomicina* 

Sin crecimiento a 

24 h. 
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7.2.8 Concentración minina inhibitoria para vancomicina en S. aureus y 

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) 

únicamente para géneros 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 alícuotas 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 µL de esta dilución a cada uno de los carriles en horizontal de la placa 

de 96 pocillos (excepto para los dos últimos 2 carriles que fueron ocupados para el 

control positivo y negativo respectivamente). Se prepararon 800 µL de una solución 

madre de vancomicina 128 µg/mL, (se pesaron 0.00128 gramos del polvo de 

vancomicina y se adicionó a 1 mL de agua estéril). Para añadir la vancomicina a la placa 

de 96 pocillos se tomaron 80 µL de la solución madre y se diluyeron en 720 µL de 

medio MHCA, de la cual posteriormente, se añadieron 50 µL a los primeros ocho 

pocillos en horizontal de la placa. Con esto, se obtuvo una concentración final de los 

primeros pocillos de 64 µg/mL de vancomicina. A continuación, se realizaron 

concentraciones decrecientes a partir de los 400 µL restantes de la solución madre. Para 

al final tener una concentración decreciente de vancomicina de 64 µg/mL a 2 µg/mL. La 

placa se incubó a 37° C por 24 h, posterior al crecimiento, los resultados fueron 

interpretados en base a la observación de crecimiento bacteriano en forma creciente en 

cada uno de los pocillos inoculados. La interpretación de los puntos de corte de 

vancomicina para cada uno de los géneros bacterianos evaluados se realizó en base a lo 

reportado por el CLSI 2018 (cuadro 6).  

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

2018 

Bacteria MIC para vancomicina (µg/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 Extracción de DNA genómico de cepas gram positivas obtenidas por cultivo de 

úlceras 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 genómico utilizando el sistema de extracción Wizard Genomic DNA kit 

(Promega, Woods Hollow Road Madison, WI, EE. UU.) según las especificaciones del 

fabricante. Para fines del procedimiento de la reacción 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 µL SYBR green y 

visualizándolo en un transiluminador de luz UV (KODAK gel logic 112). Posteriormente 

el DNA se estandarizó 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 Detección del gen mecA 

La detección del gen mecA fue evaluada solo en cepas de S. aureus y Staphylococcus 

spp. En la PCR se utilizaron como molde 2 μL de DNA purificado dentro de un volumen 

total de 20 μL a una concentración final de 0.2 μM del iniciador forward (5´-

TCCAGATTACAACTTCACCAGG-3´) y 0.2 μM del iniciador reverse (5´- 

CCACTTCATATCTTGTAACG-3´), los cuales fueron anteriormente descritos por 

Oliveira and de Lencastre, 2002. Las condiciones de reacción de la PCR fueron las 

siguientes: Tris HCl 60 mM pH 9.0, MgCl2 2.5 mM, dNTP´s 10 mM y 0.05 unidades de 

polimerasa Taq (GOtaq® Flexi DNA Polimerasa Promega Corp.). Las condiciones de 

amplificación consistieron en un ciclo de desnaturalización inicial de 94 ºC por 5 min. 

Seguido por 30 ciclos de amplificación de 45 s a 94 ºC, 45 s a 50 ºC y 45 s a 72 ºC. La 

reacción se completó con la incubación a 72 ºC por 10 minutos. Posteriormente, las 

amplificaciones de DNA se mezclaron con 2 µL de revelador SYBR green, se cargaron 

en gel de agarosa al 1.5 %, y se realizó electroforesis horizontal durante 55 minutos a 95 
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V. Finalmente, los productos de DNA se visualizaron mediante transiluminación por UV 

donde un amplicón de 162 pb fue considerado como positivo. S. aureus ATCC 43300 se 

utilizó como control positivo para las amplificaciones por PCR. 

 

7.3.3 Detección del gen vanA  

La detección 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 utilizó como molde 2.5 μL de DNA purificado dentro de un volumen total de 20 

μL a una concentración final de 0.2 μM del iniciador forward (5´-

CATGAATAGAATAAAAGTAGCAATA-3´) y 0.2 μM 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 concentración de DNA e 

iniciadores iguales a la primera amplificación.  

Las condiciones de reacción para los dos procedimientos de PCR fueron las siguientes: 

Tris HCl 60 mM pH 9.0, MgCl2 2.5 mM, dNTP´s 10 mM y 0.05 unidades de polimerasa 

Taq (GOtaq® Flexi DNA Polimerasa Promega Corp.). Las condiciones de 

amplificación del primer ensayo consistieron en un ciclo de desnaturalización inicial de 

94 ºC por 5 min. Seguido por 30 ciclos de amplificación de 45 s a 94 ºC, 60 s a 50 ºC y 

60 s a 72 ºC. Para el segundo ensayo la amplificación consistió en un ciclo de 

desnaturalización inicial de 94 ºC por 5 min. Seguido por 30 ciclos de amplificación de 

45 s a 94 ºC, 45 s a 54 ºC y 60 s a 72 ºC. 

Las reacciones se completaron con la incubación de los productos a 72 ºC por 7 min. 

Posteriormente, las amplificaciones de DNA (8µL) se mezclaron con 2µL de revelador 

SYBR green, se cargaron en un gel de agarosa (1.5 %) y se realizó electroforesis 

horizontal durante 55 minutos a 95 V, finalmente, los productos de DNA se visualizaron 

mediante transiluminación por luz UV donde un amplicón de 1,030 pb o de 732 pb 

respectivamente fueron considerados como positivos.  
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Detección del gen vanB  

La detección del gen vanB fue realizada en aislados del género Staphylococci y 

Enterococci; para la amplificación se utilizó como molde 2.5 μL de DNA purificado 

dentro de un volumen total de 20 μL a una concentración final de 0.2 μM del iniciador 

forward (5´-GTGACAAACCGGAGGCGAGGA-´3) y 0.2 μM del iniciador reverse (5´-

CCGCCATCCTCCTGCAAAAAA-´3), los cuales fueron anteriormente descritos por 

Clark et al., 1993. Las condiciones de reacción de la PCR fueron las siguientes: Tris HCl 

60 mM pH 9.0, MgCl2 2.5 mM, dNTP´s 10 mM y 0.05 unidades de polimerasa Taq 

(GOtaq® Flexi DNA Polimerasa Promega Corp.). Las condiciones de amplificación 

consistieron en un ciclo de desnaturalización inicial de 94 ºC por 5 min. Seguido por 30 

ciclos de amplificación de 30 s a 94 ºC, 45 s a 50 ºC y 45 s a 72 ºC. La reacción se 

completó con la incubación a 72 ºC por 10 min. Posteriormente, las amplificaciones de 

DNA (8 µL) se mezclaron con 2 µL de revelador SYBR green, se cargaron en gel de 

agarosa (1.5 %) y se realizó electroforesis horizontal durante 55 minutos a 95 V, 

finalmente, los productos de DNA se visualizaron mediante transiluminación por UV 

donde un amplicón de 433 pb fue considerado como positivo. E. faecalis ATCC 51299 

se utilizó como control positivo para las amplificaciones por PCR. 

 

Detección del gen vanC 

La detección del gen vanC fue realizada en aislados del género Staphylococci y 

Enterococci; para la amplificación se utilizó como molde 2.5 μL de DNA purificado 

dentro de un volumen total de 20 μL a una concentración final de 0.2 μM del iniciador 

forward (5´-GAAAGACAACAGGAAGACCGC-´3) y 0.2 μM del iniciador reverse (5´-

ATCGCATCACAAGCACCAATC-´3), los cuales fueron anteriormente descritos por 

Clark et al., 1993. Las condiciones de reacción de la PCR fueron las siguientes: Tris HCl 

60 mM pH 9.0, MgCl2 2.5 mM, dNTP´s 10 mM y 0.05 unidades de polimerasa Taq 

(GOtaq® Flexi DNA Polimerasa Promega Corp.). Las condiciones de amplificación 

consistieron en un ciclo de desnaturalización inicial de 94 ºC por 5 min. Seguido por 30 

ciclos de amplificación de 30 s a 94 ºC, 45 s a 50 ºC y 45 s a 72 ºC. La reacción se 
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completó con la incubación a 72 ºC por 10 min. Posteriormente, las amplificaciones de 

DNA (8 µL) se mezclaron con 2 µL de revelador SYBR green, se cargaron en gel de 

agarosa (1.5 %) y se realizó electroforesis horizontal durante 55 minutos a 95 V, 

finalmente, los productos de DNA se visualizaron mediante transiluminación por UV 

donde un amplicón de 796 pb fue considerado como positivo. E. faecalis ATCC 51299 

se utilizó como control positivo para las amplificaciones por PCR. 

 

Detección de gen vanH  

La detección del gen vanH fue realizada en aislados del género Staphylococci y 

Enterococci; para la amplificación se utilizó como molde 2.5 μL de DNA purificado 

dentro de un volumen total de 20 μL a una concentración final de 0.2 μM del iniciador 

forward (5´-GTGAGCAGGATGAGGCAGA-´3) y 0.2 μM del iniciador reverse (5´-

GCTGCGACTATAAGCCAACAC-´3), los cuales fueron anteriormente descritos por 

Rezvani et al., 2016. Las condiciones de reacción de la PCR fueron las siguientes: Tris 

HCl 60 mM pH 9.0, MgCl2 2.5 mM, dNTP´s 10 mM y 0.05 unidades de polimerasa Taq 

(GOtaq® Flexi DNA Polimerasa Promega Corp.). Las condiciones de amplificación 

consistieron en un ciclo de desnaturalización inicial de 94 ºC por 5 min. Seguido por 30 

ciclos de amplificación de 60 s a 94 ºC, 60 s a 50 ºC y 60 s a 72 ºC. La reacción se 

completó con la incubación a 72 ºC por 10 min. Posteriormente, las amplificaciones de 

DNA (8 µL) se mezclaron con 2 µL de revelador SYBR green, se cargaron en gel de 

agarosa (1.5 %) y se realizó electroforesis horizontal durante 55 minutos a 95 V, 

finalmente, los productos de DNA se visualizaron mediante transiluminación por UV 

donde un amplicón de 503 pb fue considerado como positivo. E. faecalis ATCC 51299 

se utilizó como control positivo para las amplificaciones por PCR. 

7.3.4 Detección del gen icaA 

La detección del gen icaA fue realizada en aislados del género Staphylococci y 

Enterococci; para la amplificación se utilizó como molde 2.5 μL de DNA purificado 

dentro de un volumen total de 20 μL a una concentración final de 0.2 μM del iniciador 

forward (5´-CCTAACTAACGAAAGGTAG-´3) y 0.2 μM del iniciador reverse (5´-
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AAGATATAGCGATAAGTGC-´3), los cuales fueron anteriormente descritos por 

Vasudevan et al., 2003. Las condiciones de reacción de la PCR fueron las siguientes: 

Tris HCl 60 mM pH 9.0, MgCl2 2.5 mM, dNTP´s 10 mM y 0.05 unidades de polimerasa 

Taq (GOtaq® Flexi DNA Polimerasa Promega Corp.). Las condiciones de 

amplificación consistieron en un ciclo de desnaturalización inicial de 94 ºC por 5 min. 

Seguido por 30 ciclos de amplificación de 60 s a 94 ºC, 60 s a 50 ºC y 90 s a 72 ºC. La 

reacción se completó con la incubación a 72 ºC por 10 min. Posteriormente, las 

amplificaciones de DNA (8 µL) se mezclaron con 2 µL de revelador SYBR green, se 

cargaron en gel de agarosa (1.5 %) y se realizó electroforesis horizontal durante 55 

minutos a 95 V, finalmente, los productos de DNA se visualizaron mediante 

transiluminación por UV donde un amplicón 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 Detección de gen lukSF 

La detección del gen lukSF fue realizada en aislados del género Staphylococci para la 

amplificación se utilizó como molde 2.5 μL de DNA purificado dentro de un volumen 

total de 20 μL a una concentración final de 0.2 μM del iniciador forward (5´- 

ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA-´3) y 0.2 μM del iniciador reverse (5´- 

GCATCAAGTGTATTGGATAGCAAAAGC-´3), los cuales fueron descritos por 

McClure et al., 2006. Las condiciones de reacción de la PCR fueron las siguientes: Tris 

HCl 60 mM pH 9.0, MgCl2 2.5 mM, dNTP´s 10 mM y 0.05 unidades de polimerasa Taq 

(GOtaq® Flexi DNA Polimerasa Promega Corp.). Las condiciones de amplificación 

consistieron en un ciclo de desnaturalización inicial de 94 ºC por 5 min. Seguido por 30 

ciclos de amplificación de 45 s a 94 ºC, 45 s a 55 ºC y 45 s a 72 ºC. La reacción se 

completó con la incubación a 72 ºC por 10 min. Posteriormente, las amplificaciones de 

DNA (8 µL) se mezclaron con 2 µL de revelador SYBR green, se cargaron en gel de 

agarosa (1.5 %) y se realizó electroforesis horizontal durante 55 minutos a 95 V, 

finalmente, los productos de DNA se visualizaron mediante transiluminación por UV 

donde un amplicón de 433 pb fue considerado como positivo.  
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Métodos instrumentales (espectrometría de masas) 

7.4 Análisis por MALDI-TOF 

La identificación bacteriana por espectrometría de masas fue realizada para los aislados 

gram positivos obtenidos de úlceras de pie diabético, en la Escuela Nacional de Ciencias 

Biológicas del IPN en la Ciudad de México, y fue realizada en el equipo Vitek MS 

(BioMérieux, France). Para ello, las cepas a evaluar fueron inoculadas en tubos 

Eppendorf con TSA y enviadas por servicio de mensajería al laboratorio de 

microbiología clínica a cargo de la Dra. María 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 µL de ácido α-ciano hidroxicinámico en la cual se disolvió la muestra a evaluar (una 

colonia pura). A continuación, la tarjeta fue insertada en el equipo Vitek MS, y mediante 

pulsación laser las proteínas fueron expuestas e ionizadas, para posteriormente ser 

detectadas por un electrodo anular (time of flight), para generar un espectro de proteínas 

el cual se comparó con espectros de la base de datos Myla software®, para así poder 

identificar el microorganismo a nivel de género o especie. Dependiendo del porcentaje 

de coincidencia del espectro con el ya reportado, se determinó si la identificación 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 identificación 

bacteriana. 

 

Métodos inmunohistoquímicos 

7.5 Inclusión de muestras en parafina  

La inclusión de tejidos de DFUs en parafina, se realizó en el departamento de 

Morfología de la Escuela Nacional de Ciencias Biológicas del IPN en la Ciudad de 

México bajo la dirección de la Dra. María Teresa Valenzuela Vargas. La serie de pasos 

que se realizaron para la inclusión de biopsias en parafina se describen en la figura 4. 
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Figura 4. Procedimiento para inclusión 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 µm utilizando un 

micrótomo convencional, posteriormente el corte de tejido fue extendido en un baño 

maría y montado en portaobjetos convencionales. Los pasos realizados para teñir la 

arquitectura de los tejidos montados en portaobjetos con hematoxilina-eosina se describe 

en la figura 5. La visualización de las imágenes fue realizada en un microscopio 

convencional (Olympus BX40) observando a 100X estructuras celulares como células 

PMN, formación de vasos sanguíneos o presencia de necrosis celular. 
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Figura 5. Procedimiento para la tinción de tejido por hematoxilina-eosina. Para el 

paso número 5, la hematoxilina fue previamente filtrada para evitar la formación de 

grumos. 

 

7.5.3 Inmunohistoquímica específica de mediadores celulares 

Para la técnica de inmunohistoquímica, las biopsias de pie diabético fueron evaluadas en 

el laboratorio de patología experimental del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y 

Nutrición Salvador Zubirán (INCMNSZ) bajo la supervisión de la Dra. Brenda Noemí 

Marquina Castillo. Para ello, posterior a la evaluación de cada uno de los tejidos 

(muestras) por la tinción de hematoxilina-eosina, se seleccionaron las muestras que 

presentaron extenso infiltrado celular para realizar cortes histológicos, y posteriormente 

llevar acabo la tinción por inmunohistoquímica para detectar la presencia de citocinas 

que se enlistan a continuación (cuadro 7): 
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Cuadro 7. Descripción de citocinas y/o mediadores celulares evaluados mediante la 

técnica de inmunohistoquímica 

 

Mediador 

celular 

Anticuerpo utilizado 

(epítopo) 

Muestras evaluadas Dilución  

TNF-α 4E1 20 1:100 

IFN-γ NYRhIFNγ 20 1:250 

TGF-β3 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 

KAI1 G-10 14 1:80 

 

 

• Primeramente, los tejidos fueron retirados del alcohol absoluto y depositadas en un 

histoquinete automático (Spin Tissue Processor Microm STP 120) con el fin de 

deshidratar los tejidos y prepararlos para la inclusión en parafina sintética. 

• Los tejidos fueron incluidos en parafina sintética (Paraplast Leica) y se dejaron 

endurecer toda la noche (12 h). 

• Posterior al paso de inclusión, las muestras fueron desbastadas hasta llegar al tejido 

utilizando un micrótomo semi-automático Leica Biosystems RM2245 para obtener 

cortes histológicos. 

•  Se realizaron cortes histológicos de 3 µm de grosor, para cada una de las muestras 

de pie diabético obtenidas, los cortes se depositaron en un baño maría 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). 

• A continuación, los portaobjetos con la muestra se incubaron en una estufa a 60 °C 

por 20 min para el proceso de desparafinación, cada portaobjetos con muestra fue 

identificado con la clave alfanumérica de la muestra misma. 

•  Los portaobjetos con las muestras se sumergieron en una solución de xilol por 3 

minutos. 
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• Después se sumergieron en una nueva solución 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 realizó la recuperación antigénica colocando los portaobjetos en una jarra Coplin 

con buffer de citratos 1X (pH 4), y se introdujeron a una olla de presión por 12 

minutos a 120 libras de presión. 

• 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 solución 

de metanol-peróxido de hidrogeno (9:1) por 10 min. con el fin de bloquear la 

peroxidasa endógena; transcurrido el tiempo, se lavó el portaobjetos con buffer PBS-

Tween 20. 

• Posteriormente, se recuperaron los portaobjetos y se colocaron en una cámara 

húmeda y se restringió la zona de ensayo con un marcador hidrofóbico (con el fin de 

optimizar insumos). 

• Se adicionaron 200 µL de la solución ImmunoDNA Background Blocker y se dejó 

reaccionar en agitación por 20 minutos. 

• Posteriormente, se lavaron las laminillas con PBS-tween y se adicionó el anticuerpo 

primario (ver cuadro 7) utilizando como solución diluyente ImmunoDNA 

Background Blocker (Bio SB®) y se dejó reaccionar por toda la noche. 

• Al día siguiente se lavaron los portaobjetos con PBS-tween y se adicionó 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 evaluó TNF-α y el control negativo de este se utilizó 

anticuerpo secundario de conejo (una gota de Rabbit polydetector HRP/DAB 

detection system, Bio SB®). 

• Las muestras donde se evaluaron IFN-γ, IL-1, IL-4, e IL-10, TGF-β3, 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 dejó incubar por 20 

minutos y después se adicionó una gota de Goat on rodent HRP-Polymer también 



 

40 
 

con una incubación de 20 minutos) posteriormente los tejidos, se lavaron con PBS-

tween y después se tiñeron con 50 µL de una solución de diaminobencidina 0.1M 

por 10 s o a observación del cambio a color marrón. 

• Posterior a la tinción con diaminobencidina, los portaobjetos se lavaron con PBS-

tween y se realizó una tinción con hematoxilina de Harris. 

• A continuación, 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 sintética y se dejaron secar 

por 24 h.  

• La visualización de estructuras, tipos de células y zonas de marcaje específico fue 

realizada en un microscopio convencional. 

 

7.5.4 Inmunohistoquímica específica de linajes celulares 

Los linajes celulares identificados y los anticuerpos utilizando por inmunohistoquímica 

de tejidos de úlceras de pie diabético se describen a continuación (cuadro 8). 

 

Cuadro 8. Descripción de linajes celulares evaluados mediante la técnica de 

inmunohistoquímica 

 

Linaje celular Anticuerpo utilizado (epítopo) Muestras 

evaluadas 

Dilución  

Linfocitos T CD4+ GK1.5 12 1:250 

Linfocitos T CD8+ 5F10 12 1:250 

Macrófagos 25F9, CD68 6 1:100 

Linfocitos B               CD19 (HIB19), CD20 6 1:100 

Células plasmáticas LIV3G11 11 1:100 
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• Posterior al paso de inclusión, las muestras fueron trabajadas en un micrótomo 

estándar (Leica Biosystems RM2245) para obtener cortes histológicos. 

• Se realizaron cortes histológicos de 2 µm para cada una de las muestras de pie 

diabético obtenidas se depositaron en un baño maría 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 continuación, los portaobjetos con la muestra se incubaron en una estufa a 60 °C 

por 20 min para el proceso de desparafinación, los portaobjetos con las muestras se 

sumergieron en una solución de xilol por 3 minutos. 

• Después se sumergieron en una nueva solución 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 realizó la recuperación antigénica colocando los portaobjetos en una jarra Coplin 

con buffer de citratos 1X (pH 4), todo esto se introdujo una olla de presión por 12 

minutos a 120 libras de presión. 

• 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 solución 

de metanol-peróxido de hidrogeno (9:1) con el fin de bloquear la peroxidasa 

endógena. Finalmente se lavó el portaobjetos con buffer PBS-Tween 20. 

• Posteriormente, se recuperaron los portaobjetos y se colocaron en una cámara 

húmeda y se restringió la zona de ensayo con un marcador hidrofóbico (con el fin de 

optimizar insumos. 

• Se adicionaron 200 µL de la solución ImmunoDNA Background Blocker (Bio SB®) 

y se dejó reaccionar por 20 minutos. 

• Se adicionó el anticuerpo primario (ver cuadro 8) utilizando como solución diluyente 

ImmunoDNA Background Blocker y se dejó reaccionar por toda la noche. 
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• Al día siguiente se lavaron los portaobjetos con agua corriente y sin que se seque la 

superficie se adicionó el anticuerpo secundario. En este caso se utilizaron 

anticuerpos secundarios de ratón y cabra de la siguiente manera. 

• Las muestras donde se evaluó 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 macrófagos, células B, células plasmáticas y los 

controles negativos de estos, se utilizaron anticuerpos secundarios de cabra (una gota 

de Goat probe incubando 20 minutos más una gota de Goat on rodent HRP-Polymer 

también con incubación de 20 minutos). Posteriormente, los tejidos se lavaron con 

PBS-tween y después se tiñeron con 50 µL de una solución de diaminobencidina por 

10 s o hasta la observación del cambio a color marrón. 

• Posterior a la tinción con diaminobencidina, los portaobjetos se lavaron con PBS-

tween y se realizó una tinción con hematoxilina de Harris. 

• A continuación, 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 visualización de estructuras, tipos de células y zonas de marcaje específico fue 

realizada en un microscopio convencional. 
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8. RESULTADOS 

8.2 Pacientes y obtención de biopsias  

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

ingresaron a cirugía en el centro médico Angiología y Cirugía Vascular de Noreste, en 

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

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

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

realizó por raspado o corte con pinzas en el centro de la lesión. 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 especímenes fueron transportados al laboratorio en medio 

Stuart o solución salina estéril. En el cuadro 9 muestra las principales características de 

los pacientes incluidos en este estudio. 

 

Cuadro 9. Datos de los pacientes, resultado microbiológico y características de las 

úlceras 

Parámetro n (%) 
1Número de muestras 332 (100) 

Número de aislados 364 (100) 

Género (Hombre/Mujer) 192 (58) /137 (41.2) 

Edad (Media de años ± DS) (58.9 ±11.5) 

Duración de la diabetes (Media ± DS) (15.8 ±7.6) 
2Crecimiento Monomicrobiano  86 (26) 

 Crecimiento Polimicrobiano 96 (58) 

Sin crecimiento 54 (16) 

Aislados Gram negativos  201(55) 

Aislados Gram positivos           163 (45) 
3Tendón   85 (30.7) 

Tendón-hueso  16 (5.7) 

Tendón-fascia   34 (12.3) 

Hueso   51 (18.4) 

Tejido músculo-esquelético   90 (32.5) 

Tejido (Biopsia)  277 (83) 

Absceso (Aspirado)   38 (12) 

Exudados (Líquido)  17 (5) 
1Datos del paciente 
2 Resultado microbiológico de la herida evaluada  
3Clasificación de la herida en base a la localización 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 

clasificación de Wagner, que indica la homogeneidad de las características clínicas de la 

mayor parte de las muestras. 

 

 

Figura 6. Diagrama representativo de los grados Wagner encontrados en biopsias 

de pie diabético evaluadas (0-5 indica el grado de la lesión en la escala de Wagner). 

 

Consentimiento informado y permiso 

Parte de este trabajo de investigación fue aprobado por una junta de revisión 

institucional (Oficina de Investigación y Estudios de Posgrado del Instituto Politécnico 

Nacional) con el número 20120763 en 2012. Para los ensayos histológicos y de 

inmunohistoquímica 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. María Teresa Valenzuela Vargas del departamento de Morfología de 

la Escuela Nacional de Ciencias Biológicas del IPN en la Ciudad de México. Por 

consiguiente, los ensayos inmunohistoquímicos realizados se muestran como ensayos 

piloto para una siguiente prueba con más 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 Interacción Ambiente-Microorganismo.  

8.3 Métodos microbiológicos  

Obtención de aislados bacterianos a partir de biopsias  

Con base en la identificación bioquímica y después de un curado/confirmación mediante 

una metodología alterna (espectrometría de masas, MALDI-TOF) se determinaron las 

siguientes especies bacterianas obtenidas de pacientes con úlceras de pie diabético 

(cuadro 10). 

 

Cuadro 10. Descripción del total de bacterias aisladas a partir de úlceras de pie 

diabético de diciembre de 2011 a diciembre del 2016 

 

 

 

 

 

 

 

Microorganismos Aislados n = 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 antibióticos en cepas obtenidas de úlceras de pie diabético 

Los perfiles de resistencia a antibióticos para las cepas gram positivas se muestran en el 

cuadro 11; las cifras representan los porcentajes de resistencia y sensibilidad a cada 

antibiótico, el faltante para llegar a 100% correspondió 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 fenotípica (figura 7), los antibióticos más 

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 

antibiótico más eficaz con el 57% de las cepas sensibles. Levofloxacino fue el 

antibiótico más 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 más frecuentemente aislados, y la familia de los aminoglucósidos fueron los 

antibióticos más eficaces, para estos microorganismos. Así como en nuestro estudio, 

Citrón et al; 2007 reportaron que el grupo de Enterobacterias fueron en gran medida 

susceptibles a imipenem y aminoglucósidos. La amikacina resultó ser el antibiótico más 

efectivo contra las bacterias gram negativas (R = 12, S = 80), seguido de netilmicina (R 

22, S = 51) y levofloxacino (R = 34, S = 54), respectivamente. Nuestros resultados 

indican que los aminoglucósidos como amikacina son eficaces en infecciones moderadas 

de pie diabético. Sin embargo, la presencia de cepas con resistencia de amikacina podría 

suponer la aparición o el movimiento de las cepas que podrían requerir esquemas de 

terapia antimicrobiana vigorosos en comparación con cepas sensibles a este antibiótico.
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Perfiles de resistencia a antibióticos:  

 

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

Aislados R/S (%) GM CTX CF AM STX LEV FEP PE E DC TET CXM V 

 

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% representó 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 antibióticos de aislados gram negativos obtenidos por cultivo de úlceras del pie diabético. 

 

 

 

 

 

El porcentaje faltante para llegar a 100% representó 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, 

nitrofurantoína., STX, trimetoprim/sulfametoxazol

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 
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Figura 7. Representación de antibiogramas realizados a aislados obtenidos por 

cultivo de úlceras de pie diabético. La presencia de halos sin crecimiento (previa 

medición y comparación del diámetro del halo) indica la susceptibilidad a él antibiótico, 

los crecimientos bacterianos alrededor de los discos de inhibición indican resistencia al 

antibiótico. 

 

En cuanto al origen de estas biopsias evaluadas, las que mostraron una mayor diversidad 

fueron las muestras obtenidas de músculo y tendón, en el que sólo menos de 10% de las 

muestras fueron tomadas por hisopo (cuadro 13). 

 

Cuadro 13. Origen específico 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 1.5 2 4 10.5 2.5 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: Tendón, 2: Tendón-hueso, 3: Tendón-fascia, 4: Hueso, 5: Músculo, 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 mayoría de los géneros de bacterias predominantes no asociadas 

estadísticamente con un tipo particular de tejido (cuadro 14). Sin embargo, si se 

encontraron diferencias significativas cuando el género Enterobacter se evaluó frente a 

biopsias de músculo (p = 0.011). 

Cuadro 14. Asociación estadística 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 = 36  n = 21 

 valor p valor p valor p valor p 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: Tendón, 2: Tendón-hueso, 3: Tendón-fascia, 4: Hueso, 5: Músculo, 6: Aspirados, 7: Exudados, *Valor 

estadísticamente significativo. 

 

Sugerimos que, si bien S. aureus es predominante en las DFIs, las bacterias gram 

negativas como las Enterobacterias podrían desempeñar un papel importante en la 

colonización de ciertos tejidos (anexo 3); Sin embargo, se necesitan estudios más 

profundos en este sentido. 

 

Perfiles de producción de biofilm 

La caracterización de bacterias productoras de biofilm se realizó en placas de 96 pocillos 

donde se evaluaron por triplicado 163 cepas gram positivas. De acuerdo a los criterios de 

categorización de bacterias productoras de biofilm se determinaron los siguientes 

valores que se muestran en las figuras 8-13. 
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Figura 8. Producción 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 producción de biofilm. 

 

 

Figura 9. Diagrama de cajas que representa el promedio de producción de biofilm 

en S. aureus. (Media = 69) en S. aureus (n = 91), así como rangos cuartiles, máximos 

(183) y mínimos (41). Para fines de representación, los valores de OD obtenidos fueron 

expresados en números naturales. 

 

 

Figura 10. Producción 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 producción de biofilm. 
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Figura 11. Diagrama de cajas que representa el promedio de producción de biofilm 

para CoNS. (m = 69) en Staphylococcus spp. (n = 35), así como rangos cuartiles, 

máximos (200) y mínimos (41). Para fines de representación, los valores de OD 

obtenidos fueron expresados en números naturales. 

 

 

Figura 12. Producción 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 producción de biofilm. 
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Figura 13. Diagrama de cajas que representa el promedio de producción de biofilm 

en Enterococcus spp. (m = 91) en Enterococcus spp. (n = 32), así como rangos 

cuartiles, máximos (368) y mínimos (24). Para fines de representación, los valores de 

OD obtenidos fueron expresados en números naturales. 

 

Por medio del ensayo de rojo Congo para la producción de biofilm, el 19% (17 cepas) de 

los S. aureus presentaron la formación de “slime”, además otros 6 aislado de 

Staphylococcus spp. y 2 de Enterococcus spp. también fueron considerados positivos 

para la formación de biofilm (cuadro 15). En la figura 14 se muestran las características 

representativas de las cepas evaluadas. 

Cuadro 15. Representación de la producción de “slime” en aislados gram positivos 

obtenidos de úlceras de pie diabético 
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Figura 14. Representación de la producción de “slime” en aislados gram positivos 

obtenidos de úlceras de pie diabético. Las muestras A1, B1, A2 y A3 fueron positivas 

para formación de slime. Las muestras A4, B2, B3, B4 y B5 fueron negativas para la 

producción de “slime” por el método de rojo Congo. 

 

La capacidad de producción de biofilm entre cepas gram positivas se describe como un 

factor patógeno importante para invadir la superficie del tejido. En nuestro estudio, el 

19% y el 15.3% de las cepas de gram positivas totales presentaron formación 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 búsqueda 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. Evaluación 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 antibióticos; y 

c) con resistencia inducida a la clindamicina. Se observa la aparición de halo en forma 

de “D” para el antibiótico clindamicina.  

 

Detección de cepas de Staphylococci meticilina resistente 

A partir de 91 aislados de S. aureus, utilizando la prueba de difusión 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. 

Detección de cepas de Staphylococcus aureus con resistencia borde a la oxacilina 

Se realizó la prueba de detección de cepas BORSA en aislados de S. aureus negativos a 

la amplificación del gen mecA. De los 91 S. aureus obtenidos de DFUs, 6 cepas (7.3%) 

presentaron características de posibles fenotipos BORSA, la figura 16 muestra el patrón 

de inhibición representativo de estas cepas. 
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Figura 16. Representación para posible fenotipo BORSA. A) muestra la imagen de 

un aislado de S. aureus que fue positivo a la inhibición de betalactamasas por acción del 

ácido clavulánico (halo AMC-OXA mayor que los demás). B) muestra un fenotipo 

negativo de BORSA ya que no se encuentran diferencias en la inhibición con los discos 

de OXA, FOX y OXA-AMC. C) Prueba de betalactamasa positiva (color rojo) para el 

aislado 35M-16. 

 

Evaluación 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 característico de aislados con resistencia a la 

vancomicina a 6 µg/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). 
 

Concentración 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 concentración de 16 µg/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 antibióticos obtenidos para especies de cocos 

gram positivos por medio de la técnica de MIC utilizando vancomicina a diferentes 

concentraciones 

 

Aislados Vancomicina MIC, µg/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 

Extracción de DNA genómico de cepas gram positivas obtenidas por cultivo de 

úlceras de pie diabético 

Se obtuvo el DNA genómico 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 alícuota se estandarizó a 50-100 ng/mL para fines 

de procedimiento de PCR. 

 

Figura 18. Extracción de DNA genómico de cepas gram positivas obtenidas de 

úlceras de pie diabético. En los carriles del 1 al 17m-15 se observa la extracción de 

DNA de cepas procedentes de cultivo de DFUs. No se incluyó un marcador de peso 

molecular ya que solo se requería comprobar tamaño del material de interés. 
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Detección del gen mecA 

Un total de 91 cepas de S. aureus y 35 cepas de Staphylococcus spp. fueron evaluadas 

para la identificación del gen mecA, 24 (26%) y 7 (20%) de los aislados respectivamente 

resultaron ser positivos al presentar un amplicón de 162 pb. La figura 19 muestra la 

representación de la amplificación en agarosa al 1.5%. 

  

Figura 19. Visualización para la amplificación del gen mecA (162pb), a partir de 

aislados obtenidos por cultivo de úlceras 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 amplificación (S. aureus ATCC 43300); Carril 10: control negativo 

de amplificación (agua); Carril 11: Marcador 100 pb Promega. Agarosa 1.5%, 95 V por 

55 min. Tinción con 2 µL de SYBR Green. 

 

Detección del gen vanA 

Un total de 91 cepas de S. aureus y 32 cepas de Enterococcus spp. fueron evaluadas para 

la detección 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 

encontró amplificación para el gen vanA. Pero es importante mencionar que dos aislados 

de genero Staphylococci presentaron amplicón de 1,000 pb ambos con subproductos 

inespecíficos 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 verificación y fueron negativos para la amplificación con el segundo set de 

iniciadores (figura 21). 
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Figura 20. Visualización para la prueba de detección del gen vanA (1,030 pb) a 

partir de DNA de aislados gram positivos obtenidos por cultivo de úlceras de pie 

diabético. Muestras: (40-17) 7 µL de producto de PCR + 2 µL de SYBR Green. 

Marcador: 1 µL de Marcador 100 pb ladder plus promega + 2 µL de SYBR Green. 

Agarosa 1.5%, 90 volts por 60 min. 

 

 

Figura 21. Visualización para la prueba de detección del gen vanA (732 pb) a partir 

de DNA de aislados gram positivos obtenidos por cultivo de úlceras de pie 

diabético. Muestras: (15M-29) 7 µL de producto de PCR + 2 µL de SYBR Green. 

Marcador: 1 µL de Marcador 100 pb ladder promega + 2 µL de SYBR Green. Agarosa 

1.5%, 90 volts por 60 min. 

 

Detección 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 detección del gen vanB utilizando 

iniciadores previamente reportados por Clark et al., 1993. Seis cepas de Enterococcus 

spp. fueron positivas para la amplificación del gen vanB; para el género Staphylococci el 

gen vanB estuvo presente en 10 aislados. la figura 22 muestra el patrón representativo 

encontrado en la amplificación de este gen. 
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Figura 22. Visualización para la prueba de detección del gen vanB (433 pb) a partir 

de DNA de aislados gram positivos obtenidos por cultivo de úlceras de pie 

diabético. Muestras: (116M-99M-16) 7 µL de producto de PCR + 2 µL de SYBR 

Green. Agua: control negativo de amplificación. M: Marcador de 100 pb ladder promega 

1 µL + 2 µL de SYBR Green. Agarosa 1.5%, 90 volts X 60 min.  

 

Detección 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 detección 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 amplificación del gen vanC. La 

figura 23 muestra el patrón representativo encontrado en la amplificación del gen vanC. 

 

Figura 23. Visualización para la prueba de detección del gen vanC (796 pb) a partir 

de DNA de aislados gram positivos obtenidos por cultivo de úlceras de pie 

diabético. Muestras: (40-25M) 7 µL de producto de PCR + 2 µL de SYBR Green. 

Marcador: 1 µL de Marcador 100 pb plus Ladder Promega + 2 µL de SYBR Green. 

Agarosa 1.5%, 90 volts X 60 min.  
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Detección 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 detección 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 

amplificación de 503 pb (figura 24). 

 

 

Figura 24. Visualización para la prueba de detección del gen vanH (503 pb) a partir 

de DNA de aislados gram positivos obtenidos por cultivo de úlceras de pie 

diabético. Muestras: (20-38) 7 µL de producto de PCR + 2 µL de SYBR Green. 

Marcador: 1 µL de Marcador 100 pb Ladder Promega + 2 µL de SYBR Green. Agarosa 

1.5%, 90 volts X 60 min.  

 

Detección del gen icaA 

Un total de 163 cepas de aislados gram positivos fueron evaluados para identificar la 

presencia de genes relacionados con la producción de biofilm; 91 cepas de S. aureus, 35 

de Staphylococcus spp. y 32 cepas de Enterococcus spp., después del análisis se 

determinó que 33 cepas de S. aureus fueron positivas para la amplificación 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 amplificación del gen, la 

figura 25, muestra el patrón representativo de amplificación del gen icaA. 
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Figura 25. Visualización para la prueba de detección del gen icaA (1,315 pb) a 

partir de DNA de aislados gram positivos obtenidos por cultivo de úlceras de pie 

diabético. Muestras: (25923-29) 7 µL de producto de PCR + 2 µL de SYBR Green. 

Agua: control negativo de amplificación. Marcador: 1 µL de Marcador 100 pb Ladder 

Promega + 2 µL de SYBR Green. Agarosa 1.5%, 90 volts X 60 min.  

 

Detección de gen lukSF 

La detección 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. Visualización para la prueba de detección del gen lukSF (433 pb) a 

partir de DNA de aislados gram positivos obtenidos por cultivo de úlceras de pie 

diabético. Muestras: (1-28) 7 µL de producto de PCR + 2 µL de SYBR Green. 

Marcador: 1 µL de Marcador 100 pb Ladder Promega + 2 µL de SYBR Green. Agarosa 

1.5%, 90 volts X 60 min.  
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8.5 Métodos instrumentales (espectrometría de masas) 

Análisis por MALDI-TOF 

Las 163 cepas gram positivas fueron evaluadas por medio de espectrometría de masas 

(Vitek MS), el resultado dado por esta técnica instrumental fue tomado como legítimo, 

aun cuando por medio de la prueba bioquímica difería. En general 8 de cada 10 cepas 

evaluadas por los dos métodos concordaron entre sí (cuadro 17). En el anexo 4 se 

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

Cuadro 17. Representación de las cepas obtenidas por métodos convencionales y 

por espectrometría de masas 
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8.6 Métodos inmunohistoquímicos 

Inclusión de muestras en parafina  

De las 277 muestras de tejido, 159 tejidos fueron inviables para los métodos histológicos 

debido a que en el transcurso en que fueron preservadas (2012-2015) aún no se tenía 

definido el estudio por inmunohistoquímica, y los tejidos solo fueron guardados a -80°C. 

Así, solo 119 muestras fueron viables para la tinción de hematoxilina-eosina; y de estas 

solo 28 presentaron extenso infiltrado inflamatorio, cantidad y tamaño viable para la 

detección de células y citocinas por la prueba de inmunohistoquímica. Las principales 

características se indican a continuación en el cuadro 18. 

Cuadro 18. Clasificación de las muestras de tejido de pie diabético por su 

viabilidad para la técnica de inmunohistoquímica 

 

Grado 

Wagner  

Muestras Viables para 

inmunohistoquímica 

No viables para 

inmunohistoquímica 

1 5 0 5 

2 52 11 41 

3 47 8 35 

4 11 7 4 

5 4 2 2 

 

Tinción de Hematoxilina-eosina  

Como parte de un análisis previo al ensayo inmunohistoquímico, se observó el grado de 

destrucción tisular por medio de una tinción de hematoxilina-eosina. En concordancia 

con los grados Wagner y la evolución natural de la enfermedad, las muestras con poco 

tiempo de evolución presentaron escasos signos de daño o reclutamiento de 

componentes de sistema inmune. Sin embargo, las muestras de los grados con mayor 

progresión de la enfermedad (grados Wagner 3, 4 y 5) presentaron amplia destrucción 

celular, necrosis, reclutamiento de células de sistema inmune, localización de alta carga 

bacteriana, (cocos gram positivos) y procesos de fibrosis agudos. A continuación, se 

muestran los procesos característicos observados en tejidos de DFUs (figuras 27 y 28), 

adicionalmente se muestra la fotografía de material donado y utilizado como tejido de 

comparación (figura 29).  
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Figura 27. Tinción de hematoxilina-eosina para tejidos con procesos agudos y 

crónicos de DFUs. A) muestra escasas células inflamatorias en tejido subcutáneo y 

adiposo a 10X. B) muestra amplio infiltrado celular, de proceso agudo activo. C) 

muestra un estado crónico de la herida con necrosis en partes periféricas, presencia de 

infiltrado celular abundante y desarrollo de fibrosis. D) muestra el estado crónico de una 

herida caracterizado por necrosis con amplia destrucción tisular y extenso infiltrado 

inflamatorio. 

 

 

 

Figura 28. Tinción 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 neutrófilos. 

C) muestra tejido de DFU con presencia de neutrófilos. 
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Figura 29. Microfotografía de piel de sujeto sano a 10X (A) y 20X (B). En la cual se 

puede observar la ausencia de signos patológicos de enfermedad, nulo infiltrado celular 

y capas de la piel bien delimitadas. 
 

Se realizaron cortes histológicos de 5 µm de grosor para las 119 muestras de tejido de 

pie diabético utilizando un micrótomo convencional. Sin embargo, solo 28 muestras 

resultaron ser viables para la técnica de inmunohistoquímica debido a su extenso 

infiltrado celular. El resto de las muestras no aptas para inmunohistoquímica se 

describen a continuación (figura 30). 

1. Muestras no aptas debido a la presencia de autolisis (45) 

2. Muestras con escaso o nulo infiltrado celular (18) 

3. Muestra con abundante presencia de colágeno y fibroblastos (15) 

4. Otros factores (13) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

67 
 

 

Figura 30. Tipo de tejidos que resultaron inviables para la técnica de 

inmunohistoquímica. A) tejido con amplias zonas de colágeno 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 crónica en proceso de 

cicatrización. 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 áreas con paniculitis. 

 

Inmunohistoquímica específica de mediadores celulares 

Se realizó la inmunohistoquímica (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 características de las muestras evaluadas. 

 

Cuadro 19. Relación de número de biopsias para IHC en comparación con el grado 

Wagner que presentaron 

 

Grados Wagner Número de biopsias 

1 0 

2 11 

3 8 

4 7 

5 2 
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Para los mediadores inmunológicos, se realizaron cortes histológicos de 2 µm de grosor 

y fueron montados en portaobjetos cargados (Kling-On HIER), posterior a las pruebas 

con los anticuerpos antes mencionados y revisando las áreas que presentaron patología 

en tejido subcutáneo (infiltrado celular, necrosis, formación de vasos sanguíneos, etc.) se 

encontró que las muestras con mayor grado de inflamación presentaron baja expresión 

de IL-4 y p53 en comparación 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 expresión, 

con un marcaje difuso de células (figura 33A-33C), el resto de las muestras presentaron 

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

 

 

Figura 31. Inmunohistoquímica para IL-4. A) tejido de amígdala de humano, donde 

se puede observar la expresión de esta citocina en condiciones normales (tejido linfático 

y control externo). B) tejido de piel de sujeto sano, donde se observa una expresión baja 

de IL-4, y C) tejido de biopsia de pie diabético, donde se puede observar escasa tinción 

de células. 
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Figura 32. Inmunohistoquímica para la proteína 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 proteína. C y 

D) muestran una ausencia de marcaje para p53 en muestras de DFUs. 

 

 

Figura 33. Marcaje por inmunohistoquímica con anticuerpos anti-IL1, en tejidos 

de biopsias de pie diabético, 40X. Imágenes A-C muestran expresión difusa de células, 

además de un marcaje inespecífico de fondo en los bordes del tejido. D-F muestra la 

expresión 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 expresión de proteínas como el FGF-5, (figura 34), factor H 

(figura 35) y TGF-β3 (figura 36), que se muestran a continuación. 

 

Figura 34. Inmunohistoquímica para FGF-5. A) tejido de amígdala de humano, 

donde se puede observar nula expresión de esta citocina en condiciones normales debido 

a que este agente (FGF-5) es específico de fibroblastos del tejido conectivo. (Tejido 

linfático 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 expresión 

FGF-5 en células de tejido subcutáneo. 
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Figura 35. Inmunohistoquímica para factor H. A) IHC para tejido de amígdala, 

donde se puede observar marcaje moderado para esta proteína. B) tejido de sujeto sano, 

se puede observar un marcaje leve en tejido subcutáneo. C y D) muestran diferentes 

tejidos de pie diabético con leve expresión en tejido subcutáneo del factor H. 

 

 

Figura 36. Inmunohistoquímica para TGF-β3. A) muestra la expresión basal para 

TGF-β3 en tejido de amígdala de humano. B) muestra la expresión de TGF-β3 en un 

tejido de piel de sujeto sano, donde se puede observar la producción de este factor de 

crecimiento por células del sistema inmune en tejido subcutáneo. C y D) muestran una 

escasa de expresión de TGF-β3 en tejido de pie diabético. 



 

72 
 

Los tejidos de pie diabético evaluados mostraron alta expresión para IL-10 (figura 37), 

KAI1 (figura 38), MMP-2 (figura 39), IFN-γ (figura 40), y TNF-α (figura 41); en 

comparación con el tejido control de piel sana; la proteína caspasa-3 presentó una 

expresión difusa en los dos tipos de tejidos evaluados (figura 42), (sano vs diabético). 

 

 

Figura 37. Inmunohistoquímica para interleucina 10. A) muestra expresión 

abundante de IL-10 en células del sistema inmune, sin marcaje inespecífico. B-D) 

muestra abundante expresión de IL-10 en tejido subcutáneo de DFU; los tejidos de estas 

imágenes mostraron marcaje inespecífico de fondo, pero diferenciable. 

 

 

Figura 38. Inmunohistoquímica para la proteína KAI1. A) tejido de placenta de 

humano, donde se puede observar la expresión de esta citocina en condiciones normales 

(tejido linfático y control externo). B) tejido de piel de sujeto sano, donde se observa una 

expresión baja de macrófagos en tejido conectivo, y C) tejido de biopsia de pie 

diabético, donde se puede observar abundante expresión de macrófagos en tejido 

subcutáneo. 
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Figura 39. Inmunohistoquímica para MMP-2. A) muestra la expresión normal de la 

proteína en tejido de amígdala. B y C) muestran la expresión en la membrana basal de 

MMP-2 en tejido de piel sano a diferentes aumentos. D) muestra un tejido de pie 

diabético sin expresión de MMP-2. E y F) muestran un tejido de pie diabético a 

diferentes aumentos con expresión en tejido subcutáneo de MMP-2. 

 

Para el marcaje de TNF-α y IFN-γ se observó alta afinidad para la mayoría de las 

muestras que poseían infiltrado celular, también se observó el marcaje de fondo, pero en 

esta ocasión no hubo problema al diferenciarlo de la expresión por células. 

   

Figura 40. Marcaje por inmunohistoquímica con anticuerpos anti IFN-γ, 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-γ. Se observa además la presencia de 

linfocitos, así como estructuras pertenecientes a células plasmocitoides las cuales tienen 

la capacidad de producir diferentes tipos de interferón. 



 

74 
 

 

 

Figura 41. Marcaje por inmunohistoquímica con anticuerpos anti TNF-α. A) Tejido 

de amígdala. 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-α. En rojo la 

formación de nuevos vasos sanguíneos lo que indicaría que existe una actividad 

inmunitaria latente. 

 

 

Figura 42. Inmunohistoquímica para caspasa-3. A) muestra tejido de amígdala con 

expresión normal para caspasa-3. B) muestra la expresión leve en área subcutánea de 

caspasa-3 en tejido de piel sano. C) muestra la expresión difusa de caspasa-3 en tejido 

de DFU. 
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Inmunohistoquímica específica de linajes celulares 

 

Para los linajes celulares evaluados, se realizaron cortes histológicos de 2 µm de grosor 

y fueron montados en portaobjetos cargados (Kling-On HIER), posterior a las pruebas 

con los anticuerpos antes mencionados y revisando las áreas que presentaron patología 

en tejido subcutáneo (infiltrado celular, necrosis, formación de vasos sanguíneos, etc.) se 

encontró que las muestras con mayor grado de inflamación presentaron amplia expresión 

de macrófagos (figura 43) y células plasmáticas (figura 44). En cuanto a los linfocitos T, 

el linaje celular CD4+ (figura 45), presentó mayor expresión que la contraparte de 

linfocitos T CD8+ (figura 46). Finalmente, no se observó expresión para células B en 

ninguno de los tejidos evaluados (figura 47). 

Figura 43. Inmunohistoquímica para macrófagos. A) tejido de amígdala de humano, 

donde se puede observar la expresión de esta citocina en condiciones normales (tejido 

linfático y control externo). B) tejido de piel de sujeto sano, donde se observa una 

expresión baja de macrófagos en tejido conectivo, y C) tejido de biopsia de pie 

diabético, donde se puede observar abundante expresión de macrófagos. 
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Figura 44. Inmunohistoquímica para marcaje de células plasmáticas. A) tejido de 

amígdala con expresión basal de células plasmáticas. B) tejido de piel sano con nulo 

marcaje para células plasmáticas en tejido subcutáneo. C y D) muestran la expresión 

encontrada en diferentes tejidos de pie diabético evaluados. 

 

 

Figura 45. Inmunohistoquímica para linfocitos T CD4+. A) muestra la expresión 

basal de linfocitos T CD4+ en tejido de piel sana. B-D) muestra la una expresión leve-

moderada para T CD4+ en diferentes tejidos de DFU en comparación con la respuesta 

encontrada en tejido sano. 
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Figura 46. Inmunohistoquímica para linfocitos T CD8+. A) muestra la expresión 

basal encontrada para linfocitos T CD8+ en tejido sano. B-D) muestra una nula y difusa 

expresión del linaje CD8+ en muestras de tejido de DFUs. 

 

 

Figura 47. Inmunohistoquímica para linfocitos B. A) muestra la expresión de células 

B encontrada en tejido de piel sana. B y C) muestran una nula expresión de células B en 

tejido procedente de DFUs. 

 

Las muestras de grados Wagner 2 y 3 (n = 19) presentaron moderada y definida 

expresión de agentes anti-inflamatorios como la IL-1 e IL-10. Sin embargo, las muestras 

de mayor evolución en la escala Wagner fueron identificadas por amplia expresión de 

proteínas como TNF-α e IFN-γ pero tambien por marcaje de fondo debido a la presencia 

de fibrosis y necrosis. Debido al bajo número de muestras evaluadas, no se encontró 

relación alguna para la asociación entre microorganismos específicos y la expresión de 
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mediadores específicos, sin embargo, se observó 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 (tinción) para las diferentes interleucinas 

evaluadas. IL-10, junto con IL-1 mostraron señales de marcaje intenso cuando fueron 

evaluadas en músculo y tendón. El TGF-β3 una citocina implicada en el desarrollo de 

fibrosis y reclutamiento celular fue encontrado como mayor expresión en muestras de 

tendón y fascia. El IFN-γ una citocina producida por linfocitos y células “natural killer” 

también se encontró con amplio marcaje, a pesar de que dos muestras resultaron 

negativas para dicha interleucina. La extensa señal de marcaje de linfocitos CD4+ estuvo 

con mayor presencia en muestras de músculo y tendón. 

Cuadro 20. Resultado del marcaje con anticuerpos utilizados para técnica de 

inmunohistoquímica en relación al tejido utilizado  

Proteína Músculo Absceso 

profundo 

Tendón-fascia Hueso 

IL-1 +,+,++,++,-,+,-,- ++,-,- -,+,++ -,+,- 

IL-4 -,-,+,+,+,+,+,+,+ + +,+ na 

IL-10 ++,++,-,+ ++,++ -,+,++ -,+,- 

TGF-β3 +,+,+ + +,+ na 

Factor H -,+ na -,+,+,+ na 

IFN-γ +,+,+,+++,+,+ ++,++ -,+,++ +,+,- 

TNF-α +,+,+++ + -,+,++ +,+,- 

p53 -,+,- -,-,+ -,-,- na 

Caspasa-3 ++,+,-,- +,+ na na 

MMP-2 +++,++,++ ++,++ +,-,- na 

FGF-5 -,-,-,-,-,+,-,- -,-,-,- -,-,- na 

KAI1 ++,++,++,++,+ +++,++,++,+ ++,++,- na 

Macrófagos ++,++,+ +,+ + na 

Plasmáticas +++,++,++,++,++ ++,++,++,++ ++ na 

Células B -,-,-,-,-,- na na na 

CD4+ ++,++,-,+,++ +,++,- +++,+,+ - 

CD8+ +,+,-,+,+ ++,++,- +++,+,+ - 

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

evaluado. 
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En base en el registro médico de los pacientes, y a las órdenes enviadas para el 

procesamiento de la muestra, se pudo obtener el resultado final de la lesión de los 

pacientes incluidos en este estudio (cuadro 21). 

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

Resultados % 

Cicatrización 35 

Úlcera recurrete 28 

Amputación 37 

 

De los pacientes incluidos en este estudio, se obtuvieron 44 registros de amputación 

(37%); a continuación se resume la localización de los procedimientos específicos que 

fueron realizados, donde la mayoría de las acciones fueron consideradas amputaciones 

menores (cuadro 22). 

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

diabético 

Tipo de amputación Número de casos 

Infracondileo 2 

Falange con cicatrización 15 

Falange con recurrencia 7 

Transtarsiana-metatarsial 18 

supracondilea 2 
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9. DISCUSIÓN 

Resistencia fenotípica de aislados obtenidos de úlceras 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 aisló S. aureus con mayor frecuencia. Aunque, Al Benwan 

et al., 2012 y Citrón 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 mostró patrones casi idénticos en levofloxacino para 

estas bacterias, pero informaron que otros antibióticos fueron más eficientes. Un estudio 

reportado por Molina et al., 2016 también informó que las fluoroquinolonas fueron uno 

de los antibióticos más efectivos contra los microorganismos gram positivos. 

La comprensión de las interacciones patógeno-humano ha permitido extender las 

terapias antimicrobianas, la identificación y características fenotípicas 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 más frecuentemente aislado, por lo tanto, nuestros datos están 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 Japón informó 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 mayoría de 

las muestras de tejido eran de pacientes que acudieron al médico por primera vez para 

tratar la úlcera, y la segunda es que la prevalencia depende del área geográfica y los años 

de muestreo. La identificación de las cepas de MRSA predice la circulación de aislados 
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que requerirán esquemas de tratamiento con antibióticos extensos y bien coordinados, 

además, 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 asoció (p < 0.05) con el fracaso de 

la curación 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 (curación), 23% de los pacientes presentaron úlceras recurrentes y un 25% 

tuvieron amputación 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 patógenos verdaderos (Aragón et al., 2010), en este 

trabajo de investigación, el 23% de las cepas fueron MRCoNS, un estudio realizado en 

la India encontró 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 podrían ser asociados a 

esquemas de tratamiento con antibióticos más estrictos. Sin embargo, aún se deben 

realizar nuevas investigaciones centradas en las características patógenas específicas de 

CoNS. 

 

La producción de biofilm en cepas gram positivas obtenidas por cultivo de úlceras 

de pie diabético 

Un estudio realizado en India, informó tasas altas de formación de biofilm (38.8%) en S. 

aureus, pero no informó una comparación de métodos (Banu et al., 2015). Por otro lado, 

Pugazhendhi et al., 2018, también en la India, encontró discrepancia entre los métodos 

para evaluar la formación 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 formación 

de biofilm en S. aureus que también se evaluaron mediante un ensayo de microtitulación 

(Shettigar et al., 2016; Belbase et al., 2017). Un estudio actual realizado en Turquía 

informó la asociación entre la resistencia a múltiples fármacos y la formación 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 úlcera fueron factores que influyeron en la 

cicatrización en el estadio de la úlcera; en nuestro estudio, con base en el registro 

médico, los S, aureus productores de biofilm no se asociaron (p > 0.05) a úlceras 

recurrentes ni a la pérdida de la extremidad. Nosotros esperábamos encontrar valores 

estadísticamente significativos por el hecho de que la producción de biofilm es un factor 

importante en el desarrollo de la infección; sugerimos que otros factores como el estado 

inmunológico o los niveles de glucosa en la sangre podrían ser determinantes en el 

proceso de formación de biofilm. 

Debido a que la formación de biofilm es el factor de virulencia más importante de los 

CoNS, que facilita su adherencia y colonización en materiales artificiales, se esperaba 

encontrar altos niveles de este genotipo/fenotipo. Sin embargo, solo el 9% de los CoNS 

fueron positivos para la formación de biofilm mediante el ensayo MtP. Los escasos 

informes sobre la aparición 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 producción 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 producción 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, reportó correlación entre la 

infección poli-microbiana y la presencia de Enterococcus spp. en DFUs. En nuestro 

caso, no encontramos asociación entre formación de biofilm y aparición de úlceras 

recurrentes. También observamos una baja concordancia entre el ensayo MtP y los genes 

ica, lo que demuestra que en nuestro caso la formación de biofilm posiblemente fue 

mediada por otros genes aparte de los ica. 

El operón ica es responsable de la producción de biofilm mediada por la adhesina 

intercelular de polisacáridos (PIA) y polímeros de N-acetil-glucosamina (PNAG), 
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también se ha informado que la presencia y coexpresión de los genes ica A/D que 

conducen a niveles altos de producción de biofilm (Gerke et al., 1998). En este estudio, 

el 28.8% de las cepas evaluadas, fueron positivas para la amplificación 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 operón ica no es el único responsable de la 

formación de biofilm, sino que la presencia de genes como sarZ, spx y otros genes 

también son asociados con la producción 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 proteína Panton Valentine-Leucocidin (PVL) codificada por el gen lukSF, se asocia a 

osteomielitis con múltiples complicaciones, incluidos los abscesos múltiples (Sheikh et 

al., 2015). En este estudio evaluamos la prevalencia del gen lukSF 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 detectó el gen pvl, el 

resultado final fue una amputación menor (dedo del pie), sin embargo, debido al bajo 

número de positivos en las muestras, no podemos asegurar que la expresión 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 encontró 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, informó de 14% de cepas positivas 

para el gen pvl de un estudio multicéntrico en DFUs. Adicionalmente, Shettigar et al., 

2016, en la India, encontró hasta 57% de cepas de S. aureus positivos para pvl obtenidas 

de DFUs, según nuestros resultados, las cepas pvl-positivas se limitaron principalmente 

a las cepas de MSSA; en nuestro caso, todas las cepas procedían de cultivos de biopsia, 

por lo tanto, es importante establecer las características genómicas para conocer el riesgo 
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a fracaso en la cicatrización asociado a la infección por cepas Staphylococci pvl 

positivas. 

El estado de la herida y otros factores como la neuropatía se describen como un 

predictores de amputación importante en pacientes con DFUs (Kim et al., 2018); en 

nuestro caso, la mayoría de las muestras de biopsia se clasificaron como Wagner II-B y 

II-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 reportó también proporciones similares 

(63.5%, n = 217), (Leite et al., 2018). Aunque la amputación distal a la articulación del 

tobillo se ha considerado como resultado de una mejor atención y supervisión del 

paciente (Vamos et al., 2010); también, otros estudios sugieren a las lesiones menores 

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

La presencia de MRSA se asoció estadísticamente con la resistencia a la vancomicina (p 

< 0.05), además de que el 18% de los MSSA también obtuvo niveles de resistencia a la 

vancomicina más allá de los 16 µg/mL. De hecho, nuestra prevalencia de datos de 

vancomicina está 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 

asociación entre la presencia de resistencia a la vancomicina y la recurrencia de la úlcera 

o las amputaciones. Un reporte de van Asten et al. 2017, no encontró ninguna asociación 

entre la remisión de la osteomielitis del pie diabético y la presencia de MRSA o VRE. 

Inesperadamente, nuestros datos genotípicos mostraron que ninguna cepa fue positiva 

para la amplificación 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 intrínseca no mediada por conjugación. 

La otra posibilidad recae en el hecho de que el crecimiento de nuestros aislados 

bacterianos se llevó a cabo en medios enriquecidos, sin el estímulo de la vancomicina lo 
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que propició una nula inducción del gen, resultado que fuera complejo ser detectado por 

PCR. Adicionalmente, la guía de enfoque de médico para pacientes con DFUs graves 

con el uso de vancomicina es escasa en nuestra región, las cuales se prescriben 

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

En este contexto, la prescripción de macrólidos y lincosamidas es extensa para 

complicaciones de DFUs. Por lo tanto, los niveles altos de resistencia inducible a la 

clindamicina podrían indicar un fracaso en las terapias iniciales. En este trabajo, y en 

comparación con informes anteriores (Demetriou et al., 2017; Haldar et al., 2017) 

encontramos una baja prevalencia de resistencia inducible a la clindamicina con 7%. 

Aunque más de un tercio de nuestras cepas gram positivas mostraron resistencia natural 

a la clindamicina, estas no se asociaron a úlceras recurrentes y amputaciones (p > 0.05). 

Estos hallazgos apoyan la idea de que la resistencia a los antibióticos por sí solo no es un 

factor para llevar a cabo amputaciones por infecciones del pie diabético. De hecho, 

realizar un desbridamiento apropiado y alcanzar una revascularización adecuada son 

objetivos que se deben cumplir para lograr remisión por DFUs. 

Si bien no encontramos asociación entre la resistencia a antibióticos y el resultado final 

del paciente, nuestros patrones de resistencia a antibióticos podrían ser útiles 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 clínico (Villaseñor-Sierra et al., 2012; Castro-Alarcón et al., 2011) con las 

cuales se podrían hacer comparaciones objetivas.  

A pesar de que nuestro estudio céntrico se realizó utilizando varios criterios de 

exclusión; nosotros no evaluamos otros factores naturales como comorbilidades y uso 

previo de antibióticos antes de la enfermedad involucrados en la evolución de las DFIs. 

Además, solo evaluamos las lesiones en un período 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 inmunológico y la respuesta inmunológica presente en los sitios 

de herida de las DFUs 

 

El estudio y caracterización de la expresión de proteínas del sistema inmunológico 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 inmunohistoquímica 

fueron realizados en tejidos de DFUs con el propósito de identificar los componentes 

inmunológicos presentes en los sitios exactos de las lesiones. 

De acuerdo con Gorecka et al., 2019, la cicatrización de heridas es la respuesta 

fisiológica a una interrupción en la arquitectura normal de la piel y requiere la 

coordinación espacial y temporal de múltiples tipos de células y citocinas. Este complejo 

proceso es propenso a la desregulación secundaria a factores locales y sistémicos, como 

la isquemia y la diabetes, que con frecuencia conducen a heridas crónicas como las 

DFUs. Desde un punto de vista bioquímico, la hiperinflamación favorece la degradación 

de la matriz de la herida, amplificando así la invasividad de las células productivas de un 

tejido de granulación preexistente y el déficit de reclutamiento (Acosta et al., 2008). En 

este estudio, se encontró abundante expresión para macrófagos en tejidos de DFUs en 

comparación con tejido de piel sano; adicionalmente, algunas de las citocinas que este 

linaje celular expresa (IL-1, TNF-α), también fueron identificadas por medio de los 

ensayos de IHC. En este trabajo todos los tejidos evaluados para la presencia de 

macrófagos (6 muestras) pertenecieron heridas crónicas, con amplio infiltrado celular 

que además presentaron fibrosis extensa, lo que denota una reacción inflamatoria 

exagerada y prolongada para lograr un control local de la invasión bacteriana y la 

posterior cicatrización de la herida. En cuanto a las citocinas que los macrófagos 

expresan, se ha reportado que, altos niveles de TNF-α en la herida se han asociado como 

un factor predictivo para el fracaso de la cicatrización (Wetzler et al., 2000), además de 

que el TNF-α perpetúa el inicio de las células inflamatorias, desencadena genes pro-

apoptóticos y perjudica la reepitelización (Acosta et al., 2008). Bajo este contexto 

nosotros encontramos un desbalance de las proteínas pro-apoptosis que decidimos 

evaluar; primeramente, para los tejidos pertenecientes a DFUs encontramos alta 

expresión de la proteína p53 en comparación 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 reportó amplia expresión de esta proteína (caspasa-3) en 

epidermis y en tejido conectivo (Çil et al., 2017). Otro estudio reportado por Khanna et 

al., 2014, reportó evidencias que demostraron que las heridas diabéticas que presentaron 

macrófagos disfuncionales resultaron en una mayor carga de células apoptóticas en el 

sitio de la herida, esta carga a su vez, prolonga la fase inflamatoria y complica la 

cicatrización de la herida. Otra proteína que mostró alta expresión en tejido de pie 

diabético fue IFN-γ, la cual es producida por linfocitos T CD4+ y cuya función más 

importante, es la activación de los macrófagos. En nuestro estudio, los niveles altos de 

IFN-γ, TNF-α, así como la amplia presencia de macrófagos identificados, pareciera 

establecer que el tipo de inmunidad en los sitios específicos de lesión es mediado por 

factores de la inmunidad celular establecida por la respuesta TH1. 

Se encontró, una respuesta anti-inflamatoria mediada por la expresión de IL-4. Sin 

embargo, aunque encontramos diferencias en la expresión de esta citocina en tejido de 

DFUs en comparación con tejido de piel sano, esta expresión fue mucho menor que la 

respuesta pro-inflamatoria mediada por IFN-γ, TNF-α y otras moléculas relacionadas. 

La IL-4 tiene como función principal el bloqueo de la síntesis IL-1, IL-6 y TNF-α 

propiciando así la diferenciación de linfocitos T a la respuesta TH2. Aunque IL-4 

también favorece la diferenciación de linfocitos B, la casi nula expresión de células B 

encontrada en nuestros tejidos diabéticos podría explicarse de algún modo por la leve 

expresión de IL-4 encontrada en tejido de DFUs.  

La interleucina 10, una citocina antiinflamatoria que desempeña funciones importantes 

como regulador negativo de las respuestas inmunes a los antígenos microbianos (Rutz 

and Ouyang, 2016), fue evaluada en este estudio encontrando que, de los 12 tejidos 

evaluados, la mayoría presentaron abundante expresión para IL-10. Al ser esta citocina 

un factor de inhibición de linfocitos y macrófagos, nuestra hipótesis era que estaría 

expresada de manera leve o casi ausente en tejidos de DFUs; sin embargo, fue 

ampliamente expresada en tejido subcutáneo que presentó amplio infiltrado celular. Este 

fenómeno puede ser explicado por la naturaleza dual de los macrófagos, los cuales tiene 

la capacidad de establecer mecanismos anti o pro inflamatorios dependiendo de las 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ouyang%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27734410
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múltiples señales y el microentorno del tejido (Murray, 2017). Un estudio reciente en 

heridas diabéticas en ratas reportó que cierto tipo de infección activa un fenotipo mixto 

de macrófagos con polarización excesiva al fenotipo M1; provocando así, una respuesta 

pro inflamatoria nula, con desbalance en la angiogénesis y en la cicatrización (Chen et 

al., 2018). Interesantemente, ninguno de los tejidos positivos para IL-10 presentó 

expresión de células B y, además, se observó que las células provenientes de los vasos 

sanguíneos no expresaron IL-10, por lo que nuevos estudios comparativos pudieran ser 

de utilidad para confirmar nuestros hallazgos. 

Una moderada expresión de la proteína IL-1β fue identificada en un 50% de las muestras 

evaluadas (7), el resto de las muestras fueron negativas a la expresión de esta citocina; la 

cual es activada por macrófagos y tiene capacidad dual, ya que puede presentar 

funciones inmunomoduladoras para beneficio de la defensa del huésped, así como 

desencadenar respuestas inflamatorias agudas (Dinarello et al., 1997). En este estudio se 

observó una modulación proinflamatoria por parte de IL-1β que al igual que el TNF-α 

fue observada en amplia expresión en tejido de DFUs. Un estudio previo en pacientes 

con DFUs reportó que, IL-1β podrían ser responsable de la respuesta inmune deprimida, 

de la cicatrización tardía 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 colágeno (Kyrou 

et al., 2017), fue evaluado en este estudio; encontrando que, no se observó expresión de 

esta proteína en tejido subcutáneo de DFUs. Interesantemente, las células basales 

pigmentadas del control sano presentaron definido e intenso de marcaje, pero no fue 

considerado como positivo a la expresión de FGF-5. Aunque modificamos la 

concentración del anticuerpo y demás condiciones de trabajo, de las 16 muestras 

evaluadas, 12 fueron negativas y 4 presentaron un marcaje de área indefinido como lo 

marca la figura 34.  

Conocer la expresión de FGF podría darnos pistas sobre el estado de cicatrización de las 

heridas, ya que pudiéramos conocer indirectamente la cantidad de fibroblastos y nivel de 

reepitelización 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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resultó incapaz de identificar la expresión de este factor por el hecho de que no fue 

específico para la técnica de IHC. Otra respuesta válida sería que la presencia de este 

factor es nula en tejido de DFU; sin embargo, es necesaria con la confirmación por 

técnicas como Western blot o PCR en tiempo real. Un estudio reciente informó que el 

FGF-21 está involucrado en la regulación del estrés oxidativo y que su papel como 

posible diana farmacológica lo sitúa como candidato para una posible terapia 

antidiabética (Gómez et al., 2017). 

MMP-2, un miembro de la familia de metalopeptidasas de matriz, involucrada en 

múltiples funciones de diferenciación celular fue valorada en este trabajo, donde se 

encontró de leve a moderada expresión al ser contrastado con un tejido control; MMP-9 

un homólogo de MMP-2 se encuentra casi ausente en tejidos normales y es secretada por 

células dendríticas, neutrófilos, macrófagos, mastocitos, fibroblastos y linfocitos 

(Coronato et al., 2012). Basados en nuestros resultados y en el hecho de que las 

metalopeptidasas participan activamente en la degradación de colágeno y son asociadas 

con el progreso de la enfermedad, esta enzima (MMP-2) y otros miembros de MMPs 

podrían tener una utilidad importante en el diagnóstico de DFUs propensas a empeorar.  

En este contexto, un estudio reciente reportó a la MMP-9 como un nuevo blanco 

farmacológico para tratar heridas de DFUs, encontrado que la activación de MMP-9 es 

perjudicial para la curación de heridas diabéticas (Nguyen et al., 2018). Un meta-análisis 

reciente reportó que MMP-2 y MMP-9 se encontraron en más del 50% de los casos de 

DFUs; adicionalmente, los altos niveles de metaloproteinasas se correlacionaron 

significativamente con la cicatrización retrasada de las heridas (Tardáguila et al., 2019). 

En un intento por determinar cuál sería el “status” del sistema del complemento en los 

tejidos de DFUs, decidimos evaluar el factor H, una proteína de regulación que tiene 

como función principal asegurar que el sistema del complemento se dirija 

hacia patógenos u otro material peligroso y no dañe el tejido del huésped (Scholl et al., 

2008). Nosotros evaluamos 6 tejidos de DFUs para factor H, aunque en todas las 

muestras encontramos la expresión de la proteína, también se encontró 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 riñón 

(Bonomo et al., 2014; Jia et al., 2019; Hu et al. 2019). Sin embargo, el abordaje y 

función que esta proteína pudiera presentar en el desarrollo de las DFUs no son claras 

aún.  

La familia del TGFβ incluye 3 isoformas con diferente funcionalidad, en lo que respecta 

a la actividad del TGF-β3 en los tejidos, este estimula a los fibroblastos y aumenta la 

expresión de colágeno, fibronectina y proteoglicanos. Además, disminuye la actividad 

de las proteasas de la matriz extracelular resultando en una disminución de la 

degradación del colágeno (Bandyopadhyay et al., 2006). En este trabajo se evaluaron 6 

tejidos de DFUs para la expresión de TGF-β3, encontrando en todos estos una muy leve 

expresión de este factor de crecimiento comparado con el tejido control de piel sana. Un 

estudio por Jude et al., en el 2002 reportó que no hubo diferencia significativa en la 

expresión de TGF-β1 en muestras de tejidos de DFUs y controles, pero que el TGF-β3 

jugó un rol importante en el desarrollo de úlceras crónicas. 

Otro estudio en ratones diabéticos reportó que el TGF-β1 revirtió el deterioro de la 

herida, lo que pudiera sugerir que el proceso de curación asociado con la diabetes 

mellitus comparte eventos celulares comunes que responden a las funciones del TGF-β1 

(El Gazaerly et al., 2013). Adicionalmente, un estudio donde se evaluó el papel de TGF-

β3 en heridas de la cavidad oral en ratas reportó que este factor tuvo como función 

principal modular el ambiente inflamatorio, así como de redirigir y mejorar la 

cicatrización de heridas (Chang et al., 2014). Por todo ello, sería probable que TGF-β3 

pudiera estar implicado en el desarrollo de la fibrosis crónica y cicatrización de heridas 

de pie diabético; sin embargo, estudios más específicos son necesarios realizarse para 

comprobar esta hipótesis. 

La proteína KAI1 implicada en múltiples procesos celulares en medula ósea (Larochelle 

et al., 2012), fue encontrada en alta expresión en tejidos de DFUs en comparación con el 

tejido control evaluado. Un estudio por Cho et al. en el 2014 reportó alta expresión de 

KAI1 en tejidos diabéticos; que pudiera ser asociado a condiciones de hipoxia o de 

concentraciones altas de glucosa en tejidos. Aunque el papel de supresión de tumores 

por parte de KAI1 ha sido ampliamente estudiado (Wang et al. 2019; Miller et al., 2018) 

https://es.wikipedia.org/wiki/Fibroblasto
https://es.wikipedia.org/wiki/Col%C3%A1geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Fibronectina
https://es.wikipedia.org/wiki/Proteoglicano
https://es.wikipedia.org/wiki/Proteasa
https://es.wikipedia.org/wiki/Matriz_extracelular
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=El%20Gazaerly%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24421745
https://es.wikipedia.org/wiki/Fibrosis
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poco se conoce acerca del papel de esta proteína 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-1β y 

TNF-α (Qian et al., 2004). Concorde a esto, en nuestros ensayos, en la mayoría de las 

muestras donde hubo alta expresión de TNF-α e IFN-γ también hubo alta expresión de 

KAI1. Evaluar tejidos de DFUs de estados crónicos y compararlos con procesos agudos 

podría establecer pautas para comprender mejor el papel de KAI1 en los procesos de 

cicatrización de DFUs. 
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10. CONCLUSIONES 

 

Staphylococcus aureus fue el patógeno más comúnmente aislado, con altos niveles de 

resistencia a antibióticos β-lactámicos y cefalosporinas. Se encontraron bajos niveles de 

MRSA en comparación con reportes previos, pero el fenotipo estuvo asociado a 

resistencia a la vancomicina y a la amputación de extremidades. 

Los datos de resistencia fenotípica encontrados para MRCoNS demuestran que CoNS no 

es un patógeno 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 encontró baja prevalencia de especies con resistencia inducida, lo que 

indica que los tratamientos de empíricos prescritos a pacientes con pie diabético están 

funcionando o al menos no están generando resistencia cruzada. 

Por histología se definió 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 y linfocitos. Los procesos crónicos fueron definidos 

por extensas áreas de fibrosis, destrucción tisular y necrosis periférica, con lo cual se 

aceptan las hipótesis anteriormente planteadas. Los niveles altos de expresión de IFN-γ, 

TNF-α, Macrófagos y bajos de IL-4, e IL-10 apuntan a un tipo de inmunidad local 

celular TH1. 
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11. RECOMENDACIONES 

 

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

de resistencia a antibióticos y comparar los patrones de susceptibilidad. 

 

2. Evaluar las propiedades de producción de biofilm en las cepas gram negativas 

obtenidas, así como la búsqueda y caracterización de Enterobacterias productoras 

de β-lactamasas de espectro extendido. 

 

3. Para estudios futuros será importante obtener suero de pacientes con DFUs para 

así poder contrastar con mayor precisión los niveles y presencia de mediadores 

celulares implicados en las DFIs. 

 

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

evaluados y comparar las cantidades encontradas con la cuantificación 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 investigación: Análisis del perfil inmunológico de infecciones en pie 

diabético 

 

Paciente: 

_____________________________________________________________________ 

 

Por medio del presente documento, expreso que fui informado y doy mi 

consentimiento para que resultados de los análisis inmunológicos de mis muestras 

biológicas sean incluidos de forma anónima en estudios epidemiológicos e 

inmunopatológicos relacionados a infecciones en pie diabético llevados a cabo por el 

Dr. Virgilio Bocanegra García, investigador adscrito al Centro de Biotecnología 

Genómica del Instituto Politécnico Nacional en colaboración el Dr. Eduardo 

Bladinieres Cámara de Angiología y Cirugía Vascular del Noreste, S. C.  

 

Expreso además que, en estado de participante anónimo, 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 están 

protegidos por la reglamentación vigente de protección 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_______________¿Cuántas? ______________ 

Grado de la lesión________________________________________________________ 

¿Ha recibido tratamiento para la lesión actual? _____________ ¿Cuál? ____________ 

Comorbilidades__________________________________________________________ 
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Anexo 2. Preparación del medio Mueller-Hinton con cationes ajustados 

1. Solución 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 llevó a autoclave. 

2. Solución 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 llevó a autoclave. 

3. Después de atemperar el caldo Mueller-Hinton, se adicionaron a 25 mL de medio: 

21.75 µL de la solución de magnesio (10 mg/mL) y 51.75 µL de la solución de calcio 

(10 mg/mL) se agitó el tubo y se llevó a un pH de 7.2. 

4. Los cationes (solución) de magnesio y calcio, se adicionan al momento de trabajar, 

medios preparados con más de 3 días de anticipación no son recomendables para 

utilizar. 
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Anexo 3. Articulo JCR sobre los aspectos microbiológicos encontrados en DFUs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

97 
 

 

Anexo 4. Representación de los posibles resultados para la MIC de vancomicina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

98 
 

Anexo 5. Espectros de masas obtenidos y representativos para cada uno de los 

géneros de bacterias gram positivas evaluadas en este trabajo de investigación. 

 

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 

VITEK® MS Review VITEK® MS Review Detail 
 

Isolate information 
 
 
 
 

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

 

Number of identifications: 1 List of identifications 

 

 
Position  

 

Analysis 

Date 

 

Organism 

Name 

 
Pathogenicity 

 

Confidence 

Value 

 

Confidence 

Level 

 

Acquisition/Computation 

message(s) 

  

F2 

 

6/13/17 2:23 PM 
Staphylococcus 

aureus 

  

99.9 

 

 
 

Key: Validate selection Add comment 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 de 1 6/13/2017 3:13 PM 
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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 

VITEK® MS Review VITEK® MS Review Detail 
 

Isolate information 
 
 
 
 

Accession ID:     132M16-1 Specimen Type:     - Confidence Level: 

 

Number of identifications: 1 List of identifications 

 

 
Position  

 

Analysis 

Date 

 
Organism Name 

 
Pathogenicity 

 

Confidence 

Value 

 

Confidence 

Level 

 

Acquisition/Computation 

message(s) 

  

G3 

 

6/13/17 1:49 PM 
Staphylococcus 

haemolyticus 

  

99.9 

 

 
 

Key: Validate selection Add comment 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 de 1 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 

VITEK® MS Review VITEK® MS Review Detail 
 

Isolate information 
 
 
 
 

Accession ID:     1M15-1 Specimen Type:     - Confidence Level: 

 

Number of identifications: 1 List of identifications 

 

 
Position  

 

Analysis 

Date 

 

Organism 

Name 

 
Pathogenicity 

 

Confidence 

Value 

 

Confidence 

Level 

 

Acquisition/Computation 

message(s) 

  

F3 

 

6/13/17 1:49 PM 
Enterococcus 

faecalis 

  

99.9 

 

 
 

Key: Validate selection Add comment 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 de 1 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 

VITEK® MS Review VITEK® MS Review Detail 
 

Isolate information 
 
 
 
 

Accession ID:     M551-1 Specimen Type:     - Confidence Level: 

 

Number of identifications: 1 List of identifications 

 

 
Position  

 

Analysis 

Date 

 

Organism 

Name 

 
Pathogenicity 

 

Confidence 

Value 

 

Confidence 

Level 

 

Acquisition/Computation 

message(s) 

  

D4 

 

6/13/17 1:38 PM 
Bacillus cereus 

group 

  

99.9 

 

 
 

Key: Validate selection Add comment 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 de 1 6/13/2017 2:52 PM 
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