Research Article

201

ARCHIVOS DE MEDICINA 018
www.imedpub.com ISSN 1698-9465 Vol. 14 No. 2:10
doi: 10.3823/1392

Tipos de Bacterias en Cultivos de Emmanuel Medina-Ochoa’,

e 7 L] L] V4 L3 L] i - = 1
Secrecion de Pie Diabético en Pacientes de EldaLorena Garcia-Gonzalez!,
Raul Lopez-Ascencio? and

Manzanillo, Colima, México cjemente Vasquez*

Types of Bacteria in Diabetic Foot , ,

. . . 1 Unidad de Salud Urbana, Secretaria de
Secretion Cultures in Patients from  s:iud, manzanilio, colima, México

. . . 2 Facultad de Medicina, Universidad de
Manzanlllo’ COIIma' MEXlCO Colima, Colima, Colima, México

3 Centro Universitario de Investigaciones

Biomédicas, Universidad de Colim,
Colima, Colima, México

Resumen

Introduccion: Las infecciones del pie diabético son una de las principales causas
de asistencia a la clinica de heridas, asi como de interconsulta a traumatologia
y cirugia general. Los costos por tratamiento, son altos, asi como los costos dia
hombre por las incapacidades que estos representan asi como las repercusiones (= clemvas@ucol.mx
por invalidez. En numerosas ocasiones las bacterias de estas infecciones no son

identificadas rapidamente o adecuadamente o incluso ni siquiera son buscadas,

esto es un riesgo ya que retrasa el manejo oportuno y aumenta el riesgo de

complicaciones a corto y largo plazo. Las infecciones son causadas por diversas

bacterias, también no siempre es un solo patégeno el que se encuentra en la

infeccion, por tal es imprescindible el estudio de las infecciones mediante el

cultivo.

*Correspondencia: Clemente Vasquez

Objetivos: Analizar la microbiologia de las heridas por pie diabético, mediante
cultivo y valorar su resistencia y sensibilidad a diferentes farmacos.

Material y métodos: Se realizé un estudio de tipo descriptivo transversal, en un
periodo de 6 meses, en la Clinica de Heridas de una unidad de salud urbana, en
Manzanillo, Colima, México, incluyendo muestras de 25 pacientes de entre 50 y
70 afios de edad, con diagnéstico de pie Diabético en diferentes fases, todas con
sospecha de infeccidn bacteriana.

Resultados y conclusiones: Se encontraron diferencias en la tipificacion Gram, asi
como en los tipos de bacterias encontrados, las resistencias fueron las esperadas
en algunos tipos de cepas, sin embargo se encontraron grandes resistencias a
farmacos de segunda y tercera linea pero también se pudo observar que aun
existen farmacos de primera linea con los que se pueden contar y farmacos poco
utilizados que aun, no generan resistencia a ningun tipo de bacteria. Sea cual sea
el patdogeno causante de la infeccidn en las heridas por pie diabético, es de vital
importancia realizar protocolos de deteccidon al momento que el paciente asiste a
la consulta, ya que esto marcara la diferencia entre una pronta recuperacion por
intervencion temprana y no una complicacidn o graves secuelas.
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Abstract

Introduction: Diabetic foot infections are one of the main causes of assistance to
the wound clinic, as well as interconsultation to traumatology and general surgery.
The costs for treatment are high, as well as the man-day costs for the disabilities
that these represent as well as the repercussions for handicap. In many cases the
bacteria of these infections are not quickly or adequately identified or even not
even searched, this is a risk since it delays the timely management and increases
the risk of short and long term complications. Infections are caused by various
bacteria, it is also not always a single pathogen that is found in the infection, so it
is essential to study infections through culture.

Objectives: To analyze the microbiology of wounds by diabetic foot, by culture
and assess their resistance and sensitivity to different drugs.

Material and methods: A cross-sectional descriptive study was carried out, in a
period of 6 months, in the Wound Clinic of an urban health unit, in Manzanillo,
Colima, Mexico, including samples of 25 patients between 50 and 70 years of age,
with diagnosis Diabetic standing in different phases, all with suspected bacterial
infection.

Results and conclusions: Differences were found in the Gram typing, as well as in
the types of bacteria found, the resistances were the expected in some types of
strains, however great resistances were found to second and third line drugs but
it could also be observed that there are still drugs first line with those that can
be counted and drugs little used that still do not generate resistance to any type
of bacteria. Whatever the causative agent of infection in diabetic foot wounds,
it is of vital importance to carry out detection protocols at the time the patient
attends the consultation, since this will mark the difference between a prompt
recovery by early intervention and not a complication or serious sequelae.

Keywords: Diabetic foot; Bacteria; Mexico; Sensibility; Resistance
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Introduccion

La Organizacién Mundial de la Salud define al pie diabético como
la infeccidn, ulceracion y destruccion de tejidos profundos de la
extremidad inferior, asociada con alteraciones neuroldgicas y
diversos grados de enfermedad vascular periférica. Otros autores
lo definen como un sindrome clinico y complicacion crénica grave
de la diabetes mellitus, de etiologia multifactorial, ocasionada
y exacerbada por neuropatia sensitivo-motora, angiopatia,
edema y afectacion de la inmunidad, las cuales condicionan la
infeccion, ulceracién y gangrena de la extremidades inferiores,
cuyo principal desenlace es la hospitalizacion o cirugia mutilante
capaz de incapacitar parcial o definitivamente al paciente. En
la actualidad su frecuencia de aparicién es elevada y presenta
altas tasas de recidiva, ademds se estima que el 25% de los
diabéticos desarrollan una lesién en el pie a lo largo de su vida
[1,2], y también es la complicacién que mayores causas de
discapacidad ocasiona ya que origina el 85% de las amputaciones
no traumaticas [3]. El cuadro de infeccion de un pie diabético va
desde la sola celulitis localizada o extendida, hasta la fascitis y
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necrosis, cayendo en su Ultima instancia en la osteomielitis. La
presencia de inflamacion local, supuracidn o crepitacidn indica
infeccion, pero su ausencia no la descarta y puede observarse
osteomielitis bajo una ulcera no inflamatoria. En ausencia de
ulceras, el 60% de las infecciones comienza en los espacios
interdigitales, seguido de la regidén periungueal en 30% vy el
restante 10% en otras zonas. La infeccidn se extiende a planos
profundos con celulitis, fasceitis y/u osteomielitis [4]. Los agentes
participantes en la infeccion del pie diabético varian segun se
trate de una infeccidn superficial o profunda. Las infecciones
superficiales agudas (ulcera no complicada, celulitis) adquiridas
en la comunidad y sin tratamiento antibacteriano previo son, en
su mayoria, mono microbianas [4]. Las infecciones profundas y/o
cronicas son poli microbianas en mas de 50% de los casos, con
participacion promedio de 2 a 3 agentes. En ellas siempre debe
intentarse un diagndstico bacterioldgico preciso, mediante la
obtencidén y procesamiento adecuados de muestras para cultivo.
Aunque el cultivo podria ser innecesario para una persona con
datos de infeccion leve [3]. La necesidad de realizar un estudio
profundo de estos pacientes es de vital importancia ademas,
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existen evidencias, de que de los estudios a tiempo, depende
en un gran porcentaje, la mejoria del paciente o la amputacion,
incluso cambios radicales, si el manejo se da en conjunto de un
control metabdlico [5]. De tal manera que, Espinoza-Taveray col.
(2014) detectan en Tamaulipas, México, mas de 1134 cultivos
positivos de bacterias patdgenas en pies diabéticos infectados
[6]. Sin embargo, los estudios en nuestro pais son pocos, y es
precisamente la falta de estudios locales sobre la morbilidad de
los diferentes patdgenos detectados en los pies diabéticos lo que
resalta el interés de realizar el presente, teniendo como objetivos
determinar los tipos de bacterias patdgenas en las secreciones,
enlistar las bacterias mas frecuentes y determinar el farmaco
con mayor sensibilidad y resistencia, en los cultivos realizados de
pacientes diabéticos en Manzanillo, Colima, México.

Material y Metodos

Se realizd un estudio descriptivo transversal en el periodo
que comprende de septiembre del 2016 a marzo del 2017.
Participaron pacientes con DM2 que cursaron con pie diabético,
tratados en la clinica de heridas del Centro de Salud Urbano
de la Secretaria de Salud en Manzanillo, Colima, México. El
tamafio muestral fue por conveniencia, de acuerdo al nimero de
pacientes que acudieron en el periodo mencionado. Los criterios
de inclusion fueron, pacientes con DM2 con pie diabético como
lesion de base y que tuvieron cultivo de secrecidn. Los criterios
de exclusién fueron pacientes con lesiones mixtas (ulceras por
presién, ulcera varicosa mas pie diabético) y pacientes que no
tuvieron cultivo de secrecion.

Recoleccion de muestras microbiologicas: Para el proceso
de toma de muestra en el Centro de Salud Urbano se utilizé la
siguiente técnica: Técnica Levine; consiste en rotar la torunda
de algoddn a través de un drea de 1 cm? de la Ulcera durante
5 segundos , ejerciendo la presion suficiente para extraer fluido
(exudado) del lecho de lesiéon, o de los tejidos peri lesionales.
Para la toma de la muestra se utilizd un tubo de plastico estéril
trasparente con tapdn de rosca y un hisopo de punta de algoddn
con mango de madera o plastico. Medio de trasporte Stuart.
Las muestras de lesiones llegaban con hisopo impregnado en
medio de transporte Stuart con tapdn de rosca, anexado con
extendidos para tincion de Gram y BAAR. Para el proceso de
la muestra, se realizé en el Laboratorio Estatal de la Secretaria
de Salud, del Estado de Colima, México, utilizando las técnicas
estandarizadas por el Laboratorio Estatal de Salud Publica de
Colima Departamento de Control Microbioldgico Laboratorio de
Microbiologia Medica. Las muestras fueron identificadas con los
datos del paciente y el cadigo asignado. Se registraba la muestra
recibida por el Area de Recepcién de Muestras, en la bitadcora FO-
06-18-2401, anotando el numero consecutivo correspondiente y
los datos del paciente registrados en la solicitud. Antes de iniciar
el proceso, se tomaron las medidas de bioseguridad necesarias
tales como el uso de guantes de latex, cubre-bocas, lentes de
seguridad y bata de manga larga. Se limpid y desinfectd el area
de trabajo con solucidon germicida siguiendo las instrucciones
del fabricante. Se sacaron los medios de cultivo a utilizar: Agar
Gelosa Chocolate (AGCh), Agar Salado Manitol (ASM), Agar
McConkey (Mc) y/o Agar Eosina-Azul de Metileno (EMB), Agar
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Sangre al 5% (AS); Agar Mycocel y/u hongos patdgenos se
atemperd en la incubadora de 36 + 1°C o cerca del mechero
[7-13]. Se prepard el material a usar: pinzas, asas de nicromo,
mechero, pipetas Pasteur estériles, los medios rotulados con
la clave correspondiente, dos portaobjetos una para Gram y
otra para BAAR y la muestra. En el caso de cultivo de liquido, se
centrifugd la muestra a 2500 rpm por 10 minutos; transcurrido
el tiempo, se desechd el sobrenadante con una Pipeta Pasteur
estéril en un frasco de desecho con solucidn germicida. Se
conservo el sedimento. Las muestras para cultivo de lesiones se
tomaron con pinzas Kelly, el hisopo se inoculd directamente en
los medios de cultivo. Posteriormente el hisopo se depositd en
caldo de enriquecimiento BHI. Los tubos con caldo BHI inoculados
se incubaron a 36 * 1°C por 24 horas y en caso de no haber
desarrollo en las placas inoculadas, se realizé una siembra en AS,
a partir del caldo BHI después del periodo de incubacion. Una vez
inoculados lo medios, se estiraron por agotamiento los medios de
AGCh, AS, ASM, EMB y el Agar Mycocel y/u Hongos Patdgenos.
Se colocd un disco de Bacitracina de 10 U en la placa con AGCh
entre la descarga y la primera estria. Se incubé en condiciones de
microaerofilia las placas de AGCh y el AS a 36 + 1°C por 24 horas.
Se incubd el ASM a 36 + 1°C por 48 horas. Se incubo el EMB a 36
+ 1°C por 24 horas. Se aseguraron con una cinta los extremos
de la placa de Agar Mycocel y/u Hongos Patdgenos y se incubo
a temperatura ambiente de 3-5 dias, revisando desarrollo todos
los dias. Se procedié la identificacién bacteriana y hongos. Se
reportd en la bitacora FO-06-18-2401 de Bacteriologia Médica.
Después del reporte en la bitdcora correspondiente, se realizo el
reporte en el sistema electrénico con los datos solicitados por el
programay se enlazé la informacidn a la red de laboratorios para
su validacion. Posteriormente las muestras remitidas a la red de
laboratorios, se realizd la validacion en el sistema electrdnico,
para su posterior impresién en las Unidades correspondientes
(Laboratorio Estatal de Salud Publica de Colima).

Anidlisis estadistico: Se utilizaron los paquetes basicos de Excel y
SPSS para el analisis estadistico. Se empled estadistica descriptiva
(frecuencias, porcentajes, media, desviacion estandar y valores
minimo y maximo).

Resultados

El nimero de pacientes estudiados durante el tiempo del
estudio fue de 25. El total de bacterias Gram positivas fue de 21
(55%), Gram negativas 14 (37%) y otras 3 (8%) que fue Candida
zaylanoides y ssp, un hongo Sacharomicetes, siendo un total de
38 oportunistas tipificados. En cuanto al sexo, se encontraron
17 masculinos (68%) y 8 femeninos (32%). La media de la edad
fue 53.28 afios y la desviacion estandar fue 7.41 afos. Teniendo
valor minimo 42 afios y valor maximo 72 afios. Cabe mencionar
gue ninguno de los pacientes presentaba patologias cardiacas,
renales u oftdlmicas asociadas a la diabetes.

El tipo de muestra recogida durante el estudio fue exudado
en el 100%. En dichas muestras se encontrd tanto infecciones
mono microbianas en 13 pacientes (52%) como poli microbianas
en 12 pacientes (48%). Se observd una diferencia en las mono
infecciones sobre las poli infecciones, cabe mencionar que solo
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un paciente presento 3 diferentes cepas como poli infeccién,
el resto fueron solo 2 tipos por paciente, siendo las siguientes
Candida ssp/Escherichia coli/Staphylococcus aureus.

En cuanto a la bacteriologia de las lesiones del pie diabético, la
especie mas frecuente, fue Staphylococcus aureus con presencia
en 6 cultivos representando el 15.79%, seguido de Staphylococcus
epidermidis en 3 cultivos representando el 7.89%, Candida
zeylanoides y Acinetobacter baumannii complex hemolyticus
biotipo 02063720 ambas en dos cultivos representando el 5.26%,
el resto de las bacterias solo se presentd en un cultivo (Escherichia
coli biotipo 77115002, Streptococcus bovis, Staphylococcus
cohnii, Staphylococcus warneri biotipo 322122, Kliebsiella
pneumonae, Staphylococcus aureus meticilin resistente, Proteus
mirabilis, Escherichia coli eslb, Staphylococcus auricularis,
Staphylococcus hemoliticus, Pseudomona fluorescens putida
biotipo 02041722, Klebsiella pneumonae eslb, Staphylococcus
hemoliticus biotipo 322346, Acinetobacter baumannii complex
hemoliticus biotipo 62660, Staphylococcus hemolitucus biotipo
202146, Streptococcus agalactiae (grupo B) biotipo 617101447,
Enterobacter cloacae, Staphylococcus aureus biotipo 217176,
Proteus mirabilis eslb, Klebsiella oxytoca biotipo 77754376,
Staphylococcus aureus 217177, Candida ssp, Escherichia coli),
representando en conjunto el 65.8%. Aunque los tipos de
bacterias mencionadas fueron las que con mas frecuencia se
presentaron en los cultivos, se puede observar que la especie
Staphylococcus, fue la predominante presentdndose en el 24%
de los cultivos realizados, sin embargo se encontraron diferentes
cepas tipificadas de esta misma especie.

Sensibilidad y resistencia a antibioticos

Cada cultivo presenté diferentes bacterias asi como diferentes
farmacos sensibles y resistentes, que se reportan segun su
actividad bactericida ya sea alta, baja o nula.

Tipos de bacterias encontradas en los cultivos y cantidad de
farmacos resistentes por bacteria

En la Tabla 1 se puede observar como el Staphylococcus
hemoliticus sin biotipificar es la bacteria que presenté el mayor
numero de fdrmacos resistentes, encontramos al Staphylococcus
auricularisy Escherichia colieslb en segundo lugar con 14 farmacos
resistentes, asi como el Staphylococcus epidermidis en tercer
lugar, dominando las resistencias la familia de Staphylococcus.
Proteus mirabilis que aunque causante de infeccién y presencia
en el cultivo, todos los farmacos fueron sensibles.

Tipos de bacterias encontradas en los cultivos y cantidad de
farmacos sensibles por bacteria

EnlaTabla 2 se puede observar como Proteus mirabilis, Kliebsiella
pneumonae y Escherichia coli biotipo 77115002 junto con
Staphylococcus aureus, fueron las bacterias con mds farmacos
sensibles. Se observa como el Staphylococcus aureus se presenta
en multiples ocasiones en los cultivos, mas que las dos bacterias
con mayor sensibilidad a farmacos, sin embargo esta mantiene
en los diferentes cultivos en los que dio positividad, la cantidad
de farmacos sensibles.

Las bacterias encontradas en cultivo con resistencia intermedia
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a diversos farmacos fueron Pseudomona fluorescens putida
biotipo 02041722, Staphylococcus aureus meticilin resistente
y Staphylococcus epidermidis con 1; Acinetobacter baumannii
complex hemoliticus, Klebsiella pneumonae eslb y Staphylococcus
hemoliticus biotipo 322346 con 2 y Staphylococcus aureus 3.

Realizando una comparacion entre los farmacos resistentes
y los sensibles obtenidos en este estudio, resalta el hecho de
que se tiene una gran variedad de farmacos que solo presentan
sensibilidad y que no aparentan tener resistencias, asi como otros
que solo se presentaron en pocas ocasiones como resistentes
(Figura 1). Se puede observar como levofloxacino aparece como
sensible en 23 cultivos (5.98%), en segundo lugar el moxifloxacino
sensible en 19 cultivos (5.16%), en tercer lugar daptomicina,
linezolid y vancomicina, los tres 18 cultivos con sensibilidad
cada uno (4.89% cada uno, total 14.67%). Por otro lado, la
ampicilina presentd resistencia en 24 cultivos (13.26%), seguida
por penicilina en 17 cultivos (9.39%) y sorprendentemente por la
ceftriaxona en 15 cultivos (8.29%). Aunque no de las principales,

Tabla 1 Cantidad de farmacos resistentes por bacterias.

Staphylococcus hemoliticus

Staphylococcus auricularis

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus cohnii

Escherichia coli biotipo 77115002

4
Staphylococcus aureus

Staphylococcus warneri biotipo 322122 3
Kliebsiella pneumonae 1

Tabla 2 Cantidad de farmacos sensibles por bacterias.

Proteus mirabilis

Escherichia coli biotipo 77115002

Staphylococcus warneri biotipo 322122

Acinetobacter baumannii complex hemoliticus

Staphylococcus aureus meticilin resistente “

Staphylococcus hemolitucus biotipo 202146

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus auricularis
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pero si de manera considerable se encontré al ciprofluoxacino
con 10 cultivos. Asi también farmacos de poco uso comun, como
aztreonam y torvamicina, ya presentaron resistencia.

Cabe mencionar que por las caracteristicas clinicas que
presentaron los pacientes participantes, todos se encontraban en
estatus de infeccidn, la mayoria de ellos de manera subsecuente,
sin embargo no se registra por no ser objetivo del estudio, otros
tuvieron infeccién de primera vez, pero ya con datos de isquemia
y neuropatia.

Discusion

Durante la realizacién del presente trabajo de investigacion,
se observd que la mayor frecuencia de heridas es causada por
infeccidn en diabéticos como lo fue en el 100% de los pacientes
participantes en este estudio. Se planted el presente estudio
debido a que no hay registros ni estadisticas de las caracteristicas
bacterianas en las infecciones de pies diabéticos de los pacientes,

asi como también la falta de un protocolo interno de accién al
momento de recepcién del paciente.

En diversos estudios realizados en otras regiones del pais o del
mundo en pie diabético, existen diferentes tipos de bacterias
encontradas en los cultivos, pero el Staphylococcus aureus es el
germen mas frecuente [6,14-16]. De forma muy similar a lo que
encontramos en el presente estudio. Otro germen que coincide
con resultados previamente publicados por diversos autores
[14,17-19] es la Pseudomona aeruginosa en nuestro trabajo con
un 24%, comparado con 46.1% de otro estudio realizado en México
y a la familia de las enterobacterias en similares proporciones a
estudios diversos locales e internacionales [14,20-22]. Sin embargo
en un estudio peruano solo fue del 4.7% [23].

En cuanto a la diferenciacion de bacterias Gram negativas y Gram
positivas, en nuestro estudio las Gram positivas mostraron una
superioridad con el 55%, mientras que las Gram negativas solo un
37% y las levaduras 8%. En estudios como el de Espinoza-Tavera
y cols. realizado en la Universidad Autonoma de Tamaulipas en
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el 2014, el 48.6% de las bacterias fueron Gram positivas y 47.7%
fueron Gram negativas y 3.6% levadura diversas, aunque el
porcentaje de levaduras fue similar a nuestro estudio, la diferencia
de resultados en Gram fue muy diferente, siendo en nuestro
estudio polarizado a Gram positivo y en el de Tamaulipas los
porcentajes muy equilibrados. Tomando en cuenta que aunque
las dos estan en regiones costeras, los climas son distintos ya que
en la regidn del pacifico la humedad es mayor, que la regién del
norte de México. Esto podria ser un factor de tal diferencia en los
estudios [14].

La edad de los participantes no fue un factor determinante en
este estudio, ya que aunque el tiempo de captura de los pacientes
fue suficiente, la poblacion de mayores de 50 afios solo nos
permitié obtener 25 muestras para cultivos cuyos pacientes eran
portadores de pie diabético, 20 pacientes fueron de 50 a 59 afios
y solo 5 de 60 y mas. Sin embargo solo 1 de los 5 pacientes de 60y
mas, presento infeccién mixta y los demas mono infeccion, de los
pacientes con 50 y mas 9, presentaron infeccidon por mas de una
bacteria y 11 mono infeccidn, es decir solo 20% de los pacientes
con 60 y mas, con infeccidon mixta y el 45% de los pacientes entre
50 y 59 afios presentd infeccién mixta. En cuanto al género, se
observd solamente 8 mujeres contra 17 hombres.

En la sensibilidad que se observd de los antibidticos, la ampicilina
se presento 24 veces como resistente en los cultivos y solamente
en 2 sensible, seguido por ceftriaxona 15 veces resistente a
bacteria, sin embargo también presento 15 veces sensible a una
bacteria, seguidos por la clindamicina y el ciprofluoxaciono con
10 bacterias resistentes cada uno. Se encontrd que el farmaco
gue presento sensibilidad a mas bacterias fue el levofluoxacino
con 22 bacterias sensibles, seguido de moxifluoxaciona con
20 y daptomicina, linezolid, vancomicina con 18 bacterias,
es importante comentar que existieron farmacos que no
presentaron ni una sola resistencia, daptomicina, linezolid,
vancomicina, imipenem, meropenem, pip/tazo, cefotetan,
oxacilina, otorgando un margen de farmacos para utilizar en
futuras atenciones de infeccién.



Conclusiones

* La infeccién por Staphylococcus aureus fue la que se
presentd con mayor frecuencia.

* La bacteria que presenté mayor nimero de farmacos
resistentes fue el Staphylococcus hemoliticus.
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