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RESUMEN

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad
cronica que afecta a un porcentaje
considerable de la poblacion, y la diabetes
tipo Il constituye un gran problema de
salud pdblica en México actualmente. El pie
diabético es una secuela grave de la diabetes
por su prevalencia, la frecuencia con que
se presentan infecciones y por los enormes
costos econdmicos y sociales. En este
estudio se examinaron 382 cepas aisladas
de infecciones a partir de 284 pacientes con
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pie diabético, para determinar su identidad
mediante pruebas bioquimicas y perfil de
farmaco-resistencia. De las 382 cepas, 186
(48.6 %) fueron bacterias Gram positivas,
182 (476 %) bacterias Gram negativas y
14 (3.6%) Candida sp. En 158 de las 284
muestras (55.6 %), se obtuvo solo un tipo de
bacteria; en 113 muestras (39.7 %) se obtuvo
un cultivo mixto, y dentro de estas, siete
tenian crecimiento de bacteria y levadura y 13
muestras resultaron negativas. Los patégenos
mas prevalentes fueron Staphylococcus

aureus 'y Pseudomonas aeruginosa. El
639 % de los aislados de S. aureus resultd
resistente a la meticilina (MRSA), 441 %
resistentes a la vancomicina y un 18.6 %
resistentes al imipenem. P, aeruginosa fue el
Gram negativo aislado con mayor frecuencia,
mostrando multifdrmaco-resistencia. Los
perfiles de farmaco-resistencia mostraron
que la mayoria de S. aureus fue MRSA y en
los aislados de P aeruginosa prevalecieron
las cepas resistentes a todos los antibiéticos
probados.
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ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a chronic disease
that affects a considerable portion of the
population and type 2 diabetes represents
a serious current public health problem
in Mexico. Diabetic foot is a severe
consequence of diabetes for its prevalence,
the frequency of resulting infections, and
the high social and economic costs. In this
study we examined 382 isolated families
of infections in 284 patients to determine
their identity by biochemical tests and their
drug resistance profile. Of the 382 isolates,
186 samples (48.6 %) were positive Gram
bacteria; 182 samples (47.6 %) were negative
Gram bacteria; and 14 (3.6 %) were Candida
sp. In 158 of the 284 samples (55.6 %) only
one type of bacteria was identified; in 113
samples (39.7 %) a mixed culture was found,
with 7 samples containing both bacteria and
yeast and 13 samples resulting negative.
The most prevalent pathogens were
Staphylococcus aureus and Pseudomonas
aeruginosa. In S. aureus isolates, 639 %
was resistant to MRSA; 4.1 % was resistant
to vancomicyn; and 18.6 % was resistant
to imepenem. P aeruginosa was the most
prevalent Gram negative isolated and also
the one with the most drug resistance.
Drug-resistance analysis showed that the
majority of S. gureus were MRSA and in P
aeruginosa, families resistant to all tested
antimicrobials prevailed.

KEYWORDS: diabetic foot, infections,
drug-resistance.

INTRODUCCION
La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad

cronica que afecta a un porcentaje
importante de la poblacién, y la diabetes
tipo Il constituye un gran problema de salud
plblica en México actualmente (Kuri y col.,
2001). La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), calculé que el ndmero de personas
con diabetes en el mundo es de 171 000 000
y pronostica que aumentard a 366 000000
en el afio 2030 (Wild y col,, 2004). En estudios
realizados durante la década pasada se
previd que la prevalencia se encontraba entre
8% y 9 % en la poblacién mexicana (Aquilar-
Salinas y col., 2001; Lerman y Rull, 2001) y se
estima que podria llegar a 12.3 % en el afio
2025. La diabetes es la causa mas frecuente
de cequera, insuficiencia renal terminal,
amputaciones no traumaticas e incapacidad
prematura. En México mds del 80 % de las
amputaciones en miembros inferiores son
por causa de DM (Secretaria de Salud, 2001).

El pie diabético como secuela de la
diabetes es un problema de salud publica por
su prevalencia, pues el riesgo de tener una
Ulcera diabética es superior al de sufrir un
infarto al miocardio, y por sus enormes costos
sanitarios y sociales (Ricco y col. 2013; Varaiya
y col., 2009). Aproximadamente el 20 % de
los pacientes diabéticos desarrollan Ulceras
de pie diabético, debido a una neuropatia
periférica. Las Infecciones de Pie Diabético
(IPD) mas severas pueden llegar a producir
ulceraciones, gangrena, articulacion de
Charcot, y son un factor de riesgo importante
para la amputacidn (Korzon y Dziemidok, 2011;
Rooh'y col., 2003; Rao y Lipsky, 2007).

La mayoria de las IPD son
polimicrobianas

La prevalencia de la flora microbiana
presente depende de factores metabdlicos
del paciente, la higiene del pie y el uso
de antibiéticos (Chincholikar y Pal, 2002;

Richard y col, 201). La terapia Optima
para el control de las IPD aln no se ha
establecido, pero autores coinciden que el
aislamiento y la identificacion del agente
microbiano infectante es esencial para una
terapia antibiética apropiada, de acuerdo
a los patrones de sensibilidad, para evitar
complicaciones crénicas (Grayson, 1995;
Bansal y col., 2008; Sagray y col., 2014).

En este estudio se analizd la prevalencia
y susceptibilidad a antibiéticos de bacterias
patdgenas aisladas de muestras de
infecciones del pie diabético en pacientes de
Matamoros, Tamaulipas, México.

MATERIALES Y METODOS

Se incluyeron 284 pacientes ambulatorios,
adultos, varones y mujeres, diabéticos, con
presentacion de heridas en pie clinicamente
infectadas, de moderadas a severas, admitidos
en la Unidad Médica de Especialidades de
la ciudad de Matamoros, Tamaulipas en
México, durante el periodo de 2005 a 2008.
Los pacientes admitidos en el estudio fueron
pacientes con complicacion de dlcera en pie
diabético, que habian recibido tratamiento
médico y antibidtico a partir de instituciones
gubernamentales de salud.

Métodos microbioldgicos

Las muestras para cultivo fueron tomadas
del sitio de la lesion después de una
cuidadosa limpieza superficial inicial, sequida
de desbridamiento quirdrgico y toma de
exudados. La toma de la muestra se realizd
por raspado en el centro de la lesion en plano
profundo con cureta estéril. Una vez tomadas
las muestras fueron enviadas al laboratorio
para el cultivo de bacterias aerobias, en
un lapso de tiempo no mayor a una hora.
Los especimenes fueron transportados
al laboratorio en medio Stuart (Becton

Tomado de: http://www.deofeetfarma.com



Dickinson de México). El cultivo se realizd en
agar Columbia CNA (colistina, dcido nalidixico)
(Becton Dickinson de México) incubandose
durante 24 h a 48 h a 37 °C, en una atmdsfera
de 5% de CO, agar chocolate, agar Mac
Conkey y agar sangre (BD Bioxon, México).
A todos los aislados se les realizd tincion
de Gram v fueron identificados en un panel
de pruebas bioguimicas, usando las tarjetas
GNI'y GPI (“gram negative” y “gram positive
Id", respectivamente), mediante método
automatizado Vitek (Biomeriux, Francia).

Pruebas de susceptibilidad

De cada aislado se realiz una suspension
bacteriana al 0.5 de la escala de Mc Farland,
en solucion salina fisioldgica estéril, para la
elaboracion de la prueba de susceptibilidad
por el método de difusion en disco estandar
en agar Mueller Hinton, de acuerdo a la
National Committe for Clinical Laboratory
Standards. Los antibi6ticos utilizados fueron:
amikacina, amoxacilina/dcido  clavulanico,
ampiciling, dcido nalidixico, ampicilina/
sulbactam, azitromicina, aztreonam, cefaclor,
cefalotina,  cefoperazona,  cefotaxima,
cefoxitina ceftazidima ceftriaxona,
cefuroxima, ciprofloxacina, claritromicina,

Caracteristicas clinicas de los pacientes.
Table 1. Clinical data from patients.

Nimero de

pacientes (%)
Edad:
Rango: 37 afios a 92 afios
Media de afios: 64.1 afios
Sexo:
Femenino 19 (42)
Masculino 165 (58)
Tipo de Diabetes:
Tipo Il 284 (100)
Tipo de lesion:
Ulceras 222 (18.1)
Heridas 24 (8.4)
Ulceras varicosas 16 (5.6)
Necrobiosis 7(2.4)
Isquemia 4(1)
Ulcera neuropatica 3(1)
Otros / no especificado 8(2.8)
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clindamicina, cloranfenicol, dicloxacilina,
doxiciling,  eritromicina, ~ gentamicina,
imipenem,  kanamicina,  levofloxacina,
lemofloxacina, ~ minocilina,  netilmicina,
nitrofurantoina, norfloxacina,  penicilina,
ofloxacina, tetraciclina, ticarciclina/acido
clavuldnico, trimetropin/sulfametoxazol,

tobramicina y vancomicina, marca Biorad Life
Sciences SA y Becton Dickinson BBL sensi-
disc, con las concentraciones y condiciones
recomendadas por el manual (NCCLS, 2002).

RESULTADOS
Se estudid un total de 284 pacientes con
infeccion de pie diabético, de los cuales
165 (58 %), eran hombres y 119 (42 %), eran
mujeres, con un rango de edad entre los 37 y
los 92 afios de edad. De estos 284 pacientes
se aislaron 382 cepas de agentes patdgenos.
Los pacientes presentaron diferentes tipos
de lesiones como se muestra en la Tabla 1.
La clasificacion de Wagner y el tipo de flora
presente en las lesiones se muestran en la
Tabla 2.

De 1136 cultivos (cuatro por cada muestra)
se obtuvieron 382 cepas, de las cuales, 186
(48.6 %), fueron bacterias Gram positivas,
182 (47.6 %) bacterias Gram negativas y 14
(3.6 %) Candida sp. En 158 muestras (55.6 %),
se obtuvo sélo un tipo de bacteria, en 113
muestras (39.7%), se obtuvo un cultivo mixto,
y dentro de estas, siete tenian una levadura
(Candida sp.), y 13 muestras (4.5 %) fueron
negativas para cultivo. La frecuencia de los
organismos se muestra en la Tabla 3.

En las Tablas 4 y 5 se muestran los
porcentajes respectivos para resistencia
y sensibilidad para Gram positivos y Gram

Clasificacion Grado Wagner y cultivos.
Table 2. Wagner Grades and cultures.

negativos. En las bacterias Gram positivas, el
100 % de los aislados de S.aureus (n = 86),
fueron resistentes a la dicloxacilina, sequida
por la penicilina con 98.8 %, mientras el
744 % mostraron tener una sensibilidad
a la amoxicilina/dcido clavulanico y la
nitrofurantoina, 100 % de los aislados
de Enterobacter faecalis (n=47) fueron
resistentes a la dicloxaciling, seguido
por 93.6% resistentes a la amikacina y
ceftazidima, y 829 % fueron sensibles
a la ampicilina/sulbactam y 787% a la
amoxicilina/acido clavuldnico (Tabla 4). Por
otro lado, en las bacterias Gram negativas, el
100 % de los aislados de P aeruginosa (n = 84)
fue resistente a dcido nalidixico, cefaclor y
tetraciclina, y el 90.4 % y 98.8 % resistente a
kanamicinay a laampicilina respectivamente;
los organismos aislados fueron sensibles a la
tobramicina y ticarciclina/acido clavulanico
en un 321 % y 28.5% respectivamente, y el
100 % de las cepas de Escherichia coli(n = 29)
fue resistente a amplicilina, doxiciclina y
tetraciclina, y el 965% a dcido nalidixico,
mientras que el 72.4 % mostraron sensibilidad
al imipenem y 68.9 % a la gentamicina.

DISCUSION

Las IPD son un problema médico y social, y son
una causa de hospitalizacién y amputacion
en el mundo que ha incrementado su
gravedad (Citron y col, 2007; Gadepalli y
col., 2006). Se estima que 25 % de pacientes
con diabetes padecerdn ulceracién en pies
(Khanolkar y col, 2008). Los resultados
muestran concordancia con reportes previos
que sefialan a las bacterias aerobias Gram
positivas como predominantes en IPD (Lipsky

Grado Niimero de Cultivo
Wagner pacientes Monomicrobiano Polimicrobiano Negativo
I 9 68 21 7
Il 58 22 30 6
I 124 65 59 0
v 6 3 3 0
Total 284 158 13 13
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Frecuencia de aislamiento de los agentes patdgenos.
Table 3. Isolating frequency of the patogen agents.

Sensibilidad / resistencia a los antibioticos para las bacterias Gram positivas mds prevalentes.
Table 4. Susceptibility / resistance to antibiotics of most prevalent Gram Positive bacteria.

Nimero de
Bacteria Aislados
(%)
Bacterias Gram Positivas 186 (48.6)
- Sz‘afohy/ococcus aureus 86 (46.2)
erococcus faecalis 47(25.2)
- Sz‘afohy/ococcus epidermidis 22 (11.8)

it rotcoccuss y Z) 88

- Estreptococcus pyogenes grupo .
- Estreptococcus sp 14(69)
- Staphylococcus sp 420
Bacterias Gram Negativas 182 (47.6)
- Pseudomonas aeruginosa 84 (46.1)
- Escherichia coli 29 (15.9)

- Proteus mirabilis 1(6)

- Proteus vulgaris 10 (5.4)

- Enterobacter cloacae 9(49)

- Klebsiella pneumonae 8(4.3)
-Otras bacterias Gram negativas 31(1)
Hongos 14 (3.6)
- Candida sp 14 (3.6)

y col., 2004; Abdulrazak y col., 2005; Esposito
y col,, 2008; Richard y col., 201). En este
estudio, los microorganismos aislados con
mayor frecuencia fueron bacterias aerobias
Gram positivas (48.6 %), valor ligeramente
superior a la frecuencia de aislamiento de las
Gram negativas (47.6 %).

S. aureus fue el patégeno aislado con
mayor frecuencia (462 %) en los Gram
positivos y P aeruginosa (461 %) el mas
frecuente en los Gram negativos. Estudios
previos muestran que S.dureus es el
patdgeno mas frecuentemente encontrado
en IPD, como agente infeccioso dnico, 0
formando parte de infeccion mixta (Gardner
y Frantz, 2008; Martinez-Gémez y col., 2009),
pudiéndose recuperar entre 23 % y 76 %
de las Ulceras de pie diabético (Gadepalli y
col., 2006), en infecciones leves o severas
(Omar y col., 2008). Otros estudios también
concuerdan en sefialar que P aeruginosa es
el patdgeno Gram negativo aislado con mayor
frecuencia en lesiones de IPD, en ocasiones
incluso mas que S. aureus (Shankar y col,,
2005; Citron y col., 2007).

Las IPD son de naturaleza polimicrobiana,
sin embargo, en pacientes que han recibido
tratamiento antibictico, la naturaleza de los

Antibisti S. aureus E. faecalis | S. epidermidis | Enterococcus sp.
NUDIOTICOS | 5 (%) R(%) | S(%) R(%) |S(%) R(%)| S(%) R (%)
Amikacina 47.6 348 42 93.6 68.1 22.7 28.5 571
Amoxacilina/

Gt @ EnliETe 74.4 18.6 18.7 17 81.8 13.6 100 0
Ampicilina 34 96.5 574 404 9 90.9 571 28.5
Ampicilina/

il 47.6 348 82.9 14.8 12.7 212 100 0
Cefaclor 232 | 614 | 63 | 812 | 318 | 681 | 428 | 428
Cefoxitina* 36 63.9 6.3 91.4 59 22.7 571 14.2
Ceftazidima 23.2 50 42 93.6 | 409 | 36.3 285 571
Cefuroxima 23.2 50 6.3 914 | 363 | 40.9 571 14.2
Cloranfenicol 65.1 30.2 404 531 | 127 | 212 85.7 14.2
Dicloxacilina 0 100 0 100 0 95.4 0 100
Doxicilina 59.3 313 17 829 | 63.6 | 2717 285 7.4
Imipenem 63.9 18.6 72.3 212 68.1 1811 83.7 16.2
Nitrofurantoina 74.4 19.7 65.9 25.5 71.2 13.6 85.7 14.2
Norfloxacina 18.6 80.2 212 61.7 31.8 54.5 48.8 571
Penicilina 116 98.8 446 55.3 0 100 57.1 428
Ticarciclina/acido

A e 61.6 139 63 85 90.9 45 85.7 0
Trimetropin/

sulfametoxazol 441 54.6 10.6 89.3 | 227 71.2 215 72.4
Vancomicina 48.8 44] 234 44.6 | 63.6 | 318 28.5 .4
*Indicador de MRSA

El porcentaje faltante para alcanzar 100 % representa a los aislados con resistencia intermedia.

aislados es generalmente monomicrobiana,
debido a la presion selectiva ejercida por el
tratamiento a favor de los microorganismos
resistentes (Bansal y col, 2008). Ademds,
se ha visto también que la naturaleza
polimicrobiana es mas comdn en lesiones
de pie severas o cronicas (Rao y Lipsky,
2007). En este estudio se observd una mayor
prevalencia de infecciones monomicrobianas
(158 aislados) y 113 aislados de naturaleza
polimicrobiana, siendo estas frecuencias
mas altas a las encontradas por Raja (2007).
El 45 % de los pacientes fueron clasificados
en grados Ill y IV de Wagner, sin embargo,
aun en estos pacientes predomind el
aislamiento de un solo microorganismo por

cultivo, indicando que la complejidad de la
infeccién no es dependiente del nimero de
microorganismos presentes, sino mas bien
del grado de dafio que puede causar un solo
microorganismo bien establecido o que ha
sido seleccionado artificialmente debido a
tratamientos no exitosos.

La emergencia y dispersion de patégenos
resistentes a antimicrobianos representan un
grave problema de salud piblica (Hartemann-
Heurtier y col., 2004; Bonomo y Szabo, 2006).
S. aureus es un patdgeno que presenta
una elevada prevalencia de multifarmaco
resistente (MDR) en Ulceras de pie diabético
(Tentolouris y col., 2006). Gadepalli y col.
(2006), reportan una prevalencia de MDR
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Sensibilidad / Resistencia a los antibidticos para las bacterias Gram Negativas mds prevalentes.
Table 5. Susceptibility and resistance to antibiotics of most prevalent Gram Negative bacteria.

Antibioticos P. aeruginosa E. coli P. mirabilis P. vulgaris

S (%) R (%) S (%) R(%) S(%) R (%) S (%) R (%)
Acido nalidixico 0 100 0 96.5 18.1 72.7 60 30
Amikacina 261 69 448 48.2 54.5 36.3 70 20
Amoxicilina/dcido clavuldnico 71 92.8 31 65.5 63.6 212 30 70
Ampicilina 11 98.8 0 100 18.1 72.7 0 90
Aztreonam 213 53.5 379 411.3 63.6 18.1 80 0
Cefaclor 0 100 20.6 65.5 56.3 545 0 70
Cefalotina 0 100 137 68.9 18.1 72.1 70
Cloranfenicol 35 95.2 55.1 413 212 54.5 60 40
Doxicilina 2.3 96.4 0 100 9 90.9 20 70
Kanamicina 71 90.4 7 67 18 12 40 30
Gentamicina 25 73.8 68.9 31 36.3 54.5 60 30
Imipenem 35 21.4 72.4 241 63.6 363 60 40
Minocilina 35 94 34 89.6 0 100 0 90
Netilmicina 16.6 80.9 60 364 12.7 212 60 40
Nitrofurantoina 2.3 97.6 62 344 0 100 20 80
Norfloxacina 21.3 70.2 137 82.7 454 454 60 40
Tetraciclina 0 100 0 100 9 90.9 10 80
Ticarciclina/acido clavulanico 28.5 58.3 215 344 45.4 212 80 10
Tobramicina 321 61.8 137 75.8 36.3 63.6 80 20
Trimetoprim/sulfametoxazol 11 98.8 6.8 93.1 303 69.6 40 60

El porcentaje faltante para alcanzar 100 % representa a los aislados con resistencia intermedia.

del 72 % de los aislados totales, y entre esos
S.aureus (MRSA), con una prevalencia del
56 %.

Un alto porcentaje de los pacientes en
este estudio present¢ infecciones por MDR
(66.7 %). Estudios previos reportan que
los MDRs son muy comunes en pacientes
hospitalizados con Ulceras en pie diabético
debido a contaminacion cruzada. Pero hay
pocos estudios de farmaco-resistencia
en pacientes con IPD ambulatorios. En
este estudio todos los pacientes fueron
ambulatorios. A pesar de que el ingreso a
hospitalizacion es el principal factor de riesgo
para la adquisicion de MDRs (Ramakant y col.,
201; Islam y col,, 2013).

Con base en la resistencia detectada a
cefoxitina, se encontrd un total de 639%

de S. aureus resistente a la meticilina (MRSA,
por sus siglas en inglés), que por definicion
se considera MDR; un 441% resistentes a
la vancomicina y un 18.6 % resistentes al
imipenem. Estos altos rangos de aislamiento
de MDRs pueden deberse a una seleccién de
microorganismos resistentes, debido al uso
de una terapéutica previa no efectiva, con
antibiéticos de amplio espectro (Tascini y
col., 201).

El papel de Pseudomonas sp. multi
farmaco-resistentes en IPD es controversial,
ya que algunos autores la mencionan como
microorganismo colonizador, debido a su
presencia en infecciones polimicrobianas y
a la falta de tratamiento especifico, le restan
importancia como verdadero patdgeno, sin
embargo, otros la consideran patogénica en

determinadas condiciones, como en caso
de ser aislada en muestras quirdrgicas, su
presencia en cultivos monobacterianos, y
su aislamiento repetido del sitio de la lesion
(Grayson, 1995; Citron y col., 2007; Khanolkar
y col, 2008). En este estudio, P aeruginosa
fue el sequndo patdgeno aislado con mayor
frecuencia (84 aislados, 46.1 %), mostrando
MDR 34 de aislados, y de estos, 22 resultaron
panresistentes (resistentes a todos los
antobidticos probados).

Los  resultados ~ muestran  una
alta prevalencia de MDRs y cultivos
monomicrobianos. Ademas del aislamiento de
las 22 cepas de P aeruginosa panresistentes,
también 1 Acinefobacter calcoaceticus y
2 E cloacae resultaron panresistentes. Lo
anterior bien puede ser reflejo de una falta de
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programas de control sobre el uso adecuado
de antibiéticos, o la no optimizacién del
tratamiento con base en las caracteristicas
microbioldgicas del agente infectante. Los
resultados urgen un adecuado manejo de
antibiéticos en orden a disminuir la elevada
incidencia de aislados MDR y muestran que
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