S

&

ﬁ'C

ARTICULO ORIGINAL

Microbiologia del pie diabético
determinada por estudio de biopsia
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Diabetic foot microbiology
through biopsy cultures

ABSTRACT

Objective. To determine the microbiology of diabetic foot
wounds, through biopsy cultures. Materials and methods.
Patients with diabetic foot and clinical data of infection were re

cruited consecutively. Cultures were processed for aerobic or

ganisms after mortar homogenization. For cases with multiple
isolates, only the two predominant organisms were identified.
The bacterial identification was carried out by biochemical pro

cedures. The sensitivity to antibiotics was made by the disk dif
fusion method. Results. A total of 91 biopsies were studied, 47
from men (52%). There were 102 isolates, 68 being Gram nega

tive bacilli (67%), with predominance of Escherichia coli (21%).
A total of 28 Gram positive cocci were isolated (28%) and 6
yeasts (6%). Of the 68 Gram negative bacilli, 24 were resistant
to ciprofloxacin (35%). A total of 55 Enterobacteriaceae were
isolated, of which 4 (7%) produced extended spectrum beta lac

tamases. There were 8 Staphylococcus aureus isolates, 3 of
which (38%) were resistant to methicillin. Conclusions. In
comparison with reports from industrialized countries, we
found a higher proportion of Gram negative and resistant or

ganisms.
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INTRODUCCION

Existen multiples complicaciones agudas o créni-
cas de la diabetes. Es particularmente comun la
propension a infecciones, ulceraciones y necrosis de
los pies, que integran el “pie diabético”, definido
como cualquier lesién isquémica o infecciosa por
debajo de la rodilla, que afecta a una persona con
diabetes. Incluye entidades diversas como paroni-

RESUMEN

Objetivo. Conocer la microbiologia de lesiones de pie diabéti
co, a través de estudios por cultivo de biopsia. Material y
métodos. Se incluyeron pacientes con pie diabético y datos
clinicos de infeccion, reclutados de manera consecutiva. El
proceso microbiolégico se efectué para aerobios luego de
homogenizar en mortero. En presencia de flora polimicrobia
na, se identificaron los dos gérmenes predominantes. La iden
tificacion bacteriana se efectué por procedimientos
bioquimicos. La sensibilidad a los antibidticos se efectué por
difusion en placa. Resultados. Se incluyeron 91 biopsias, 47
de varones (52%). Hubo 102 aislamientos, 68 fueron bacilos
gramnegativos (67%), con predominio de Escherichia coli (21,
21%). Se aislaron 28 cocos grampositivos (28%) y seis levadu
ras (6%). De los 68 bacilos gramnegativos, 24 fueron resisten
tes a ciprofloxacino (35%). Se aislaron 55 enterobacterias, de
las cuales cuatro (7%) produjeron beta lactamasas de espectro
extendido. Hubo ocho cepas de Staphylococcus aureus, de los
cuales tres (38%) fueron resistentes a meticilina. Conclusio-
nes. Observamos que hay una mayor proporcion de bacilos
gramnegativos y alta tasa de resistencia a antibiéticos en rela
cion con los estudios de paises industrializados.

Palabras clave. Diabetes. Pie diabético. Microbiologia.

quias, celulitis, miositis, abscesos, fascitis necro-
santes, tendonitis y osteomielitis. Estas lesiones
ocurren como consecuencia de una amalgama de
factores de riesgo que incluyen la neuropatia moto-
ra, sensorial o autonémica, la deformidad osteoar-
tropatica y la insuficiencia vascular. Con estas
consideraciones, las tlceras pueden clasificarse
como predominantemente neuropéticas, isquémicas
o infecciosas. !
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Una vez que se pierde la capa protectora de la
piel, los tejidos subyacentes se exponen a coloniza-
cion bacteriana y la herida puede complicarse con in-
feccién por diversos patégenos en los que predominan
los cocos aerobios grampositivos, como estafilococos
y estreptococos beta-hemoliticos en los procesos ini-
ciales; en las tlceras cronicas la microbiota es mas
compleja e incluye enterococos, enterobacterias,
Pseudomonas spp. y anaerobios.3*

Por no existir un consenso, existen multiples es-
quemas antimicrobianos para manejo del pie diabéti-
co. Comtnmente se utiliza clindamicina asociada a
alguna quinolona o cefalosporina de tercera genera-
ci6n. Cuando se juzga necesaria la via parenteral, se
opta por clindamicina o metronidazol asociados con
alguna cefalosporina de tercera generacién o una
quinolona, asi como esquemas de piperacilina/tazo-
bactam o carbapenémicos.? 10

Dada la compleja fisiopatologia del pie diabético,
su manejo requiere la intervencién de un equipo
multidisciplinario que incluya al menos al cirujano,
el internista, el nutriélogo y el microbiélogo.!! Es
sabido que la tasa de resistencias a antibidticos es
elevada en las infecciones comunitarias en Méxi-
0,213 pero se desconoce la microbiologia y sensibi-
lidad a los antibiéticos en los aislados clinicos del
pie diabético de pacientes de nuestro medio someti-
dos a estudios de cultivo por un estandar reconocido
(biopsia de tejido). Estos conocimientos son impor-
tantes para poder guiar el manejo empirico inicial de
nuestros pacientes, lo que ayudara al manejo inte-
gral y salvamento de las extremidades.

MATERIAL Y METODOS

Estudio descriptivo de pacientes con pie diabético
y datos clinicos de infeccién activa. Los pacientes
fueron atendidos en la Consulta Externa de la clini-
ca de pie diabético “Cabeza de Vaca” de la ciudad de
Leén, Guanajuato. Se obtuvieron cultivos por biop-
sia de todos los pacientes que acudieron con pie dia-
bético y signos de infeccion desde el 22 de mayo del
2007 hasta el 20 de junio del 2008.

La gravedad de las lesiones del pie se estableci6
por la clasificacién de la Universidad de Texas, que
considera como profundidad grado 0 a la ausencia de
lesion ulcerosa, y como grados I, I y III, la dlcera
que afecta piel, tendones y hueso, respectivamente.
De acuerdo con la misma clasificacién, el estado A
corresponde a la ausencia de infeccién o isquemia,
mientras que los estados B, C y D corresponden a la
presencia de infeccién, isquemia o ambas, respecti-
vamente. 416

Proceso de las muestras para cultivo

La toma de la muestra para cultivo se efectud
por biopsia con pinzas. El transporte al laboratorio
se efectud en contenedores estériles con medio de
Amies sin carb6én (Venturi Transystem®; Copan,
Brescia, Italia.) para su proceso antes de 60 minu-
tos. El proceso microbiolégico de los especimenes
se efectud para bacterias aerobias; las biopsias de
tejido se procesaron primero en mortero estéril. Se
hizo coloraciéon de Gram y siembra semicuantitati-
va. En presencia de flora polimicrobiana, se identi-
ficaron los dos gérmenes predominantes; del resto
se efectud s6lo una descripcién de las caracteristi-
cas de las colonias. La identificacién bacteriana se
efectud por los procedimientos bioquimicos conven-
cionales, luego de incubacién por 18 a 24 h a 35 °C.
La sensibilidad a los antibiéticos se efectud por el
método de difusién en placa de agar, de acuerdo
con los procedimientos de control de calidad del
CLSI.17 Cada nuevo lote de agar de Muller-Hinton
se sometid a control de calidad con cepas ATCC Es-
cherichia coli 25922, Staphylococcus aureus 25923
y P. aeruginosa 28753. La resistencia a meticilina
para S. aureus se determiné mediante la prueba de
disco de oxacilina en agar. La determinacién de be-
talactamasas de espectro extendido (BLEE) para
enterobacterias se efectud por la técnica de doble
disco en agar.

Analisis y calculo de 1a muestra minima

Consideramos que una muestra consecutiva es
razonablemente equivalente a una aleatoria pues las
tomas se distribuyeron a lo largo de varios meses y
no se excluyeron pacientes. Para estimar gérmenes
que ocurran en proporciones de hasta 5%, con error
absoluto de + 5%, la muestra minima calculada fue
de 85 pacientes. Los gérmenes aislados se informan
en medidas descriptivas de frecuencia con su inter-
valo de confianza del 95% (IC95%).18 Para analizar
la significancia de diferencias entre medianas para
variables continuas se utiliz6 la prueba de Kruskal-
Wallis con un a bilateral de 0.05.

Aspectos éticos

El presente estudio se encuentra libre de proble-
mas éticos y fue aprobado por el Comité de Investi-
gaciéon de la Facultad de Medicina de la Universidad
de Guanajuato. Se efectud la descripcién de cultivos
que se solicitan de manera rutinaria por los médicos
tratantes, de modo que se dispensoé la necesidad de
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obtener el consentimiento informado por escrito,
aunque se dio informaciéon verbal del proceso y ca-
racteristicas del estudio a todos los pacientes.

RESULTADOS

Se analizaron 91 biopsias de 91 pacientes. Del to-
tal, 47 especimenes fueron de varones (52%) y 44 de
mujeres (48%); la edad promedio de los pacientes fue
de 64.2 anos. Con respecto de la gravedad de las le-
siones de acuerdo con la clasificacién de la Universi-
dad de Texas, predominaron los pacientes con
lesiones severas, dado que 20 tuvieron lesiones de
pie diabético en Grado I (22%), 25 en Grado II (27%)
y 46 en Grado III (51%).

Se obtuvieron 102 aislados clinicos de las 91 biop-
sias, pues en 56 de ellas hubo desarrollo monomicro-
biano (62%; 1C95%, 52 a 72%), mientras que en 23
fue polimicrobiano (25%; 1C95%, 16 a 34%); en 10
no hubo desarrollo (11%; 1C95%, 5 a 17%) y en 2
hubo datos sugestivos de presencia exclusiva de
anaerobios estrictos por la tincién de Gram (2%;
1C95%, 0 a 5%). En el cuadro 1 se enlistan los mi-
croorganismos aislados y su frecuencia.

No se encontré una diferencia significativa en las
proporciones de los tipos de microorganismos aisla-
dos al compararlos con el género de los pacientes

Cuadro 1. Microorganismos aislados en 91 biopsias de tejido de pie diabético.

(x> 2.448,p 0.28). Al comparar las medianas de
las edades de los pacientes con respecto al tipo de mi-
croorganismo aislado tampoco se tuvo diferencia
significativa, (H 3.28,p 0.35). No se encontré
diferencia significativa al comparar las medianas
de las edades de los pacientes con respecto al grado de
lesion (H 1.9,p 0.385). Por otro lado, se encon-
tré diferencia significativa al comparar los aisla-
mientos con los grados de profundidad de la
clasificacién de la Universidad de Texas (y2
21.257, p < 0.001), toda vez que se obtuvo una ma-
yor proporcién de bacilos gramnegativos (41/68,
60%) en lesiones grado III. EI1 100% de las levaduras
aisladas (6/6) se obtuvieron de lesiones grado IIl y
la mayor proporciéon de cocos grampostivos (23/28,
82%) se aisl6 de lesiones grado I y II.

Del total de aislados clinicos, 68 fueron bacilos
gramnegativos (67%; 1C95%, 58 a 76%), 28 co-
cos grampositivos (27%; 1C95%, 19 a 36%) y 6 leva-
duras (6%; 1C95%,1 a 10%). De los 68 bacilos
gramnegativos, 1 Acinetobacter spp. y 1 Pseudomo-
nas spp. fueron resistentes a imipenem (3%; 1C95%,
0 a 7%). Se obtuvieron 24 bacilos gramnegativos re-
sistentes a ciprofloxacino (35%; 1C95%, 24 a 47%).

Se aislaron 55 enterobacterias, de las cuales cua-
tro (7%; 1C95%, 0 a 14%) fueron productoras de
BLEE. Se aislaron 21 cepas de E. coli, de las cuales

Gérmenes aislados Numero Intervalo de confianza del 95%
(%)
Escherichia coli 21 13a29
Enterobacter aerogenes 3 0aé6
E. agglomerans 6 1atl
E. cloacae 1 0a3
Klebsiella oxytoca 3 0aé
K. ozaenae 1 0a3
K. pneumoniae 3 0aé
Proteus mirabilis 8 2ai3
P. penneri 3 0aé
P. vulgaris 6 1ail
Acinetobacter spp 4 0a9
Pseudomonas aeruginosa 9 3ail4
Enterococcus spp 11 5a17
Staphylococcus aureus 8 3ai3
S. coagulasa negativa 4 0a8
Streptococcus Beta-hemolitico, Grupo A 1 0a3
Streptococcus Beta-hemolitico, Grupo B 2 0ab
S. milleri 1 0a3
Streptococcus sp 1 0a8
Candida albicans 4 0a8
C. no albicans 2 0ab
Total 102 -

Macias AE, et al. Microbiologia del pie diabético. Rev Invest Clin 2009; 61 (4): 281-285 283



18 mostraron resistencia a ampicilina (86%), 15 a
ciprofloxacino (71%) y 13 a trimetoprim-sulfame-
toxazol (62%). De 28 cocos grampositivos, 8 fueron
S. aureus; de ellos, 3 (38%; 1C95%), 4 (71%) resulta-
ron resistentes a meticilina.

DISCUSION

El presente trabajo muestra la descripcién micro-
biolégica de 91 biopsias de pacientes de una clinica
mexicana especializada en la atencién del pie diabé-
tico, y representa una de las mayores colecciones de
cultivos por biopsia en pie diabético.l?

Encontramos una proporcién elevada de bacilos
gramnegativos (67%), que difiere de lo informado en
revisiones de microbiologia en pie diabético, donde S.
aureus es el aislamiento prevalente, seguido de
S. epidermidis, Streptococcus spp., P. aeruginosa,
Enterococcus spp. y bacterias coliformes.* Esto puede
representar la mayor cronicidad de nuestros pacien-
tes, toda vez que las lesiones agudas se colonizan e
infectan inicialmente por grampositivos.3® En paises
en desarrollo, los pacientes suelen retardar demasia-
do su atencidén; en nuestro trabajo hubo una alta
proporcién de tlceras en grado III y observamos una
asociacion importante de bacilos gramnegativos y le-
vaduras con este grado de lesién; ademas observa-
mos que la flora de cocos grampositivos se asoci6
principalmente con las lesiones grados I y II, lo que
parece confirmar este concepto. No encontramos
una asociacién entre las edades y los géneros de los
pacientes con algtin tipo de microorganismo o con el
grado de profundidad de la lesién. Nuestros resulta-
dos son consistentes con los publicados en una revi-
si6on clinica y microbioldgica en un hospital de
tercer nivel en la India, donde los bacilos gramnega-
tivos fueron los mas frecuentes, tanto en biopsias
como en hisopados de dlceras de pie diabético. La
proporcién de enterobacterias productoras de BLEE

(7%) fue menor que la reportada en la India, pero la
proporciéon de SARM (38%) fue semejante.2’ La pro-
porcién de enterobacterias aisladas en el presente es-
tudio (56%) es mayor que la observada en un
estudio multicéntrico llevado a cabo en los Estados
Unidos (32%); ademas, la proporcién observada de
E. coli en el presente trabajo, es considerablemente
mayor (21% contra 4%).?!

Cuando la tasa de resistencia supera el 30% para un
antibiotico, éste resulta una opcién pobre para el ma-
nejo empirico inicial. La proporcién de resistencia a ci-
profloxacino observada para el patégeno mas comtn
(E. coli) fue de 71%, por lo que es una buena opcién
como tratamiento de las tlceras de pie diabético s6lo
después de demostrar su actividad in vitro, debiendo
en su lugar optar por alguna cefalosporina de tercera
generacion para el manejo empirico inicial, aunque la
producciéon de BLEE por las enterobacterias pudiera li-
mitar su utilidad en el futuro. Cabe mencionar que se
obtuvieron 2 cepas de bacilos gramnegativos no fer-
mentadores resistentes a imipenem. Ya se han infor-
mado tasas altas de resistencia en microorganismos
aislados de infecciones comunitarias en México.1213

Como centinela de la resistencia a los antibiéticos,
el cuadro 2 muestra la tasa porcentual de resistencia
en cepas de E. coli aisladas de muestras provenientes
de dlceras de pie diabético en pacientes de hospitales de
paises en desarrollo, incluyendo el presente trabajo.
Se observa que la resistencia a ciprofloxacino es con-
siderable en estos paises; también se observa una re-
sistencia considerable a las cefalosporinas de tercera
generacion y a los aminoglucésidos. Con respecto a
imipenem, no se encontraron cepas resistentes en
ninguno de los trabajos publicados. Cabe mencionar
que nuestro estudio es el tinico que ha valorado la
susceptibilidad a tigeciclina, sin encontrar resisten-
cia a este farmaco.

Debemos reconocer limitaciones de nuestro traba-
jo. En primer lugar, no se hizo analisis de hospitali-

Cuadro 2. Tasa de resistencia a los antibiéticos de Escherichia coli aisladas del cultivo de Ulceras de pie diabético en distintos paises en desarrollo.

Autor (referencia) Pais n

Antibitico(% resistencia)

AN AMC AM

India 2 50 5 ND
India 2 10 73 100
Pakistan 10 ND ND ND
Malasia 14 0 2 *¢]
México 21 5 K<) 8

Gadepalli R, et al. 2006 (20)
Bansal E, et al. 2008 (22)
Khosravi AD, et al. 2007 (23)
Raja NS. 2007 (24)

Presente estudio. 2008

FEP CTX CAZ CTB CRO CIP GM IPM TYG SXT
ND 5% 5 ND ND 5 ND 0 ND ND
ND ND 8 ND ND 6 7 0 ND ND
ND ND 8 ND 8 8 ND ND ND ND
ND ND 4 ND ¥ 29 2 0 ND ND
2 29 2 2 29 N3 0 0 62

ND: no hay datos. n: nimero de cepas probadas. AN: amikacina. AMC: amoxicilina-acido clavulanico. AM: ampicilina. FEP: cefepime. CTX: cefotaxima. CAZ:
eftazidima. CTB: ceftibuteno. CRO: ceftriaxona. CIP: ciprofloxacino. GM: Gentamicina. IPM: Imipenem. TYG: tigeciclina. SXT: trimetoprim-sulfametoxazol.
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zaciones y tratamientos previos ni duracién de los
mismos, por lo que no podemos determinar la aso-
ciacion de las terapias con los perfiles de resistencia
a los antimicrobianos. En segundo lugar, no anali-
zamos el impacto que el resultado del estudio tuvo
en la toma de decisiones de los médicos o en la evo-
lucién de los pacientes. A pesar de estas limitaciones
nuestro estudio arroja datos importantes sobre la
microbiota del pie diabético en nuestro medio, lo que
constituye una aportaciéon importante para el salva-
mento del pie diabético, tarea compleja que requiere
el soporte de mejores evidencias para la toma de de-
cisiones.

En conclusién, presentamos una de las mayores
colecciones de la literatura de cultivos por biopsia
en pie diabético. Observamos que hay una mayor
proporcién de gramnegativos y resistencias a anti-
bidticos en relacién con los estudios de paises indus-
trializados. Puesto que el manejo médico apropiado
de la infeccién es sustancial para el salvamento del
pié diabético, este trabajo aporta informacién impor-
tante para los clinicos.
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