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ABSTRACT

Diabetic foot infection (DFI) is a worldwide health problem. In Mexico, 128000
amputation resulting from diabetic foot were reported in 2016, generating high
economic costs. Part of this problem is because the correct identification of
bacteria in DFI can take several days, and some pathogen agents are not readily
detected. Additionally, routine cultures are focused on aerobic bacteria, leaving
aside anaerobes detection, and because of that, anaerobes contribution of DFI
infection is still controversial. Molecular methods allow indirect detection of
anaerobic bacteria, so it is possible to estimate its prevalence. The aim of this
works was to detect the presence of Bacteroides fragilis in biopsies of diabetic foot
infection by PCR. 11.6% of the samples were positive for B. fragilis DNA, which
indicated that a relevant prevalence of this bacterium is present in DFI. B. fragilis
may play a role on the development of such infection and represent a health risk
for the patients.
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RESUMEN

Las infecciones de pie diabético (IPD) son un problema de salud mundial. En
México, 128 mil amputaciones se llevaron a cabo por pie diabético en el 2016,
generando altos costos econdmicos. Esto debido en parte a que la identificacion
de las bacterias en las IPD es un proceso que puede llevar varios dias por
métodos microbiolégicos, ademas, podrian generar un sesgo ya que los agentes
patébgenos podrian no ser identificados en su totalidad. Adicionalmente, los
cultivos se enfocan generalmente al estudio de bacterias aerobias, dejando de
lado el grupo de anaerobios, por lo cual su papel en estas infecciones es
controversial. Los métodos moleculares permiten la deteccion indirecta de las
bacterias anaerobias, de modo que es posible estimar su prevalencia. El objetivo
de este trabajo fue detectar la presencia de Bacteroides fragilis en biopsias de
infecciones de pie diabético mediante PCR. El 11.6% de las muestras resultaron
positivas lo que indica que existe una prevalencia relevante de esta bacteria en
dichas infecciones, de modo que podria tomar parte en el desarrollo de dichas
infecciones y representar un riesgo para los pacientes.

Palabras clave: Infecciones, pie diabético, bacteria, Bacteroides fragilis,
anaerobios, prevalencia

1. INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es un problema en salud con gran impacto en todo el
mundo y trae consigo graves complicaciones. La mas comudn, generalmente mas
temprana en aparecer es el pie diabético que aproximadamente en el 15% al 25%
de los pacientes con DM provoca la aparicion de Ulceras en el pie (Bayareh-
Mancilla et al., 2017). Esta complicacién es ocasionada por un mal control de la
glicemia, y se caracteriza por la confluencia de la neuropatia diabética periférica
asociada a alteraciones mecanicas del pie y una mayor susceptibilidad al
desarrollo de infecciones que pueden llevar a la amputacién de las extremidades.
Las Uulceras tienen etiologia multifactorial, variando la lesion vascular o la
neurologica en cada caso, aunque una lesibn mixta es frecuente, donde
intervienen factores predisponentes como mal control metabdlico y la edad,
factores precipitantes como traumatismos o calzado inadecuados y factores
agravantes como infeccién e isquemia (Schreiber, 2015). La infeccién del pie
diabético (IPD), es definida como infeccion de los tejidos blandos o del hueso por
debajo de los maléolos, se pueden clasificar como como leves, moderadas o
graves (Lipsky et al., 2004).

La prevalencia de patégenos en infecciones de pie diabético presenta variabilidad

regional, y en diversos aspectos como la carga microbiana, la diversidad, y
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asociacion sinérgica entre especies microbianas (Noor et al., 2015). Varios
estudios se han realizado para estudiar la etiologia de heridas infectadas en pie
que generalmente se pueden incluir aerobios gram negativos, aerobios gram
positivos y anaerobios (Wall et al.,, 2002). Los microorganismos encontrados
varian desde hongos del género Candida y bacterias como Staphylococcus sp,
Streptococcus sp, Enterobacteriaceae y Pseudomonas sp; como microorganismo
individual prevalece S. aureus, y como grupo bacteriano prevalecen las
enterbacterias (Gardner et al., 2013; Turhan et al., 2013). Asi mismo hay pocos
estudios donde se estudia la presencia de bacterias anaerobias en diferentes tipos
de infecciones y abscesos profundos observando mayor prevalencia de los
géneros Bacteroides sp, Prevotella sp, Fusobacterium sp, Porphyromonas sp,
Clostridium sp (Tran et al., 2013), por otro lado, en estudios mas especificos
donde se tuvo como objetivo caracterizar el microbioma de Ulceras de pie
diabético utilizando la secuenciacion del 16s, se logré la identificacion de una
gama mas amplia de especies bacterianas que pueden ser importantes en el
desarrollo de la cronicidad en estas heridas entre ellas, bacterias del grupo de
anaerobios, por lo que su prevalencia y papel en el desarrollo y evolucion de las
infecciones sigue siendo controversial (Gardner et al, 2013; Lorenzo et al., 2012).

A la fecha las herramientas de biologia molecular proporcionan medios poderosos
para identificar las comunidades de microorganismos en la herida cronica de pie
diabético, (Dowd et al., 2008). Entre las herramientas moleculares disponibles
estan la amplificacion de acidos nucleicos por PCR y sus diferentes variantes que,
asociada a la secuenciacién del gen 16S ARNr presente en todas las bacterias,
han apoyado a comprender la microbiologia de las heridas (Price et al., 2009).
Dado que las bacterias anaerobias requieren precauciones especiales desde el
momento de la toma de muestra y a lo largo de todo su procesamiento,
aprovechamos las ventajas de las técnicas moleculares para detectar DNA
correspondiente de una de las bacterias anaerobias detectada con mayor
frecuencia, Bacteroides fragilis, por lo que el objetivo del trabajo fue detectar su
prevalencia mediante PCR en muestras de biopsias derivadas de infecciones de
pie diabético, del noreste de Tamaulipas.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Muestras bioldgicas

Se utilizaron 112 biopsias de lesiones de pie diabético. Las biopsias fueron
obtenidas con la colaboracion con la clinica de Angiologia y Cirugia Vascular del
Noreste mediante debridacion quirdrgica. Las muestras que se incluyeron
provenian de pacientes mayores de 18 afios, con signos de infeccién aguda y sin
haber recibido tratamiento previo a la toma de muestra que se utilizaria para el
seguimiento estandar de su infeccién y que aceptaran formar parte del estudio a
traves de la firma de consentimiento informado.
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2.2 Extraccién de DNA gendmico

Se colocaron 100 mg de tejido de cada muestra, se afladieron 25 ul de proteinasa
K y se incub6 a 55°C por 16 horas con agitacion. Después se estandarizé la
extraccion utilizando CTAB (bromuro de hexadeciltrimetil amonio), en combinacion
con el estuche comercial Wizard ® Genomic DNA Purification kit (Promega). En
breve se agregaron 200 pl de solucion lisis enzimatica al tejido tratado con
proteinasa K, se incub6 30 min a 37°C, luego se afiadieron 300 uL de TE 1X 'y 30
ML de SDS al 10%, se incubo a 55°C durante 60 min, y luego se agregaron 100 yL
de NaCl 5 M mas 80 pL de solucion CTAB y se incub6é a 65°C por 10 min.
Después de este paso se empled el estuche comercial Wizard ® Genomic DNA
Purification (Promega), de acuerdo a las instrucciones del fabricante,
resuspendiendo al final el DNA en buffer TE 1X pH 8 y almacenando en
refrigeracion hasta su uso.

2.3 Electroforesis en gel de agarosa

Para comprobar la extraccion e integridad del DNA, se realiz6 una electroforesis
en gel de agarosa al 1%, con TBE 1X. La electroforesis se realiz6 con un voltaje
de 85 voltios por 60 minutos. La visualizacion de los &cidos nucleicos en gel se
realiz6 en un equipo transiluminador UV con el gabinete y la cAmara del sistema
KODAK Gel Logic 100, el cudl utiliza el software KODAK Molecular Imaging v 4.0
(KODAK, USA) para la documentacién de los productos.

2.4 Lisis celular

Se realiz6 la lisis celular de biopsias de pie diabético para la identificacion de
bacterias, se obtuvo un corte de 100 mg de tejido macerado en 500 pl de Agua mili
Q y se incubo6 15 minutos a 95°C, posteriormente se guardaron a -20°C hasta su
procesamiento.

2.5 Amplificacién de laregion 16S ARN ribosomal

Para la amplificacién de la regién 16S de ARNTr se realizé una reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) utilizando el termociclador Labnet®. Se utilizé el estuche
de reaccion Go Tag® Flexi DNA polymerase, los cebadores universales utilizados
fueron 41F (5°-gct cag att gaa cgc tgg cg-3") y 1389R (5'-acg ggc ggt gtg tac aag-
3") de acuerdo con el protocolo de Fisher et al. (2007) para obtener un amplicén
con un tamafio de 1492 pb. Esto para utilizarlo como control para la presencia de
microorganismos bacterianos dentro de las lesiones.

2.6 PCR de punto final especifica para la identificacion de B. fragilis en
Ulceras de pie diabético

Se realizo PCR de punto final para las 112 biopsias de pie diabético para la
deteccidn de B. fragilis con los iniciadores F- 5'cgg atg cca ttg ata aag tag g-3'y r-
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5'ctg gaa gca agc aca tta gc-3' reportados por Papaparaskevas et al. (2013) que
amplifican una porcion del gen LEU con un tamafio de 448 pb. Todas las PCR
fueron realizadas en el termociclador Labnet®. Se utilizé el estuche comercial de
reaccion Go Tag® Flexi DNA polymerase (5U/uL), con una concentracion de
MgCl2 de 25 mM y 10 yM de iniciadores. La reaccion de PCR de llevo a cabo a
una temperatura de desnaturalizacion de 95°c por 5 minutos, seguido de 95°c un
minuto, temperatura de alineamiento 55°c por un minuto y 72° por un minuto
durante 35 ciclos, y una temperatura de extensién de 72°c por diez minutos. Todas
las reacciones de PCR se realizaron a un volumen final de 15 ul.

2.7 Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de la regién
16S ARN ribosomal

La amplificacion se visualizé en un gel de agarosa al 1.5% en TBE 1X, donde se
colocaran 7 L del producto de PCR y 2 uL de SYBER Green, utilizandose 1 y de
marcador de 1 kb. Se realiz6 la electroforesis a 85 voltios por 45 minutos. LA
visualizacion del gel se llevé a cabo como se indica en 2.3.

3. RESULTADOS
3.1 Deteccion del genel6S ARN ribosomal en las muestras

De las 112 muestras procesadas 61 (54.4%) resultaron positivas para el gen 16s
RNAr y 51 (45.5%) negativas. Por otro lado, en los lisados 18 muestras (16%)
resultaron positivas para el 16s RNAr y 63 (56.2) negativas. Lo que nos indicd que
el analisis era mas adecuado en el DNA extraido de las muestras, y no en las
muestras tratadas por lisis térmica. (Figs. 1y 2)

*A - 81 82 83 84 85 86 87 83 89 90 91 92 03 94 95 96 97
SEREs S Es s RS

Fig. 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de PCR del gen
16s de ARNTr a partir de extraccion de DNA. Carril MPM: Marcador 1 kb. Carril +A,
control positivo (DNA Azospirillum sp). Carril -, control negativo. Carril 4-20
Diferentes muestras de biopsias.
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Fig. 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de PCR del gen
16s de ARNr a partir de lisados. Carril MPM: Marcador 1 kb. Carril +, control
positivo, carril -, control negativo. Carriles 01-15 Diferentes muestras de biopsias.

3.2 Deteccion de B. fragilis mediante PCR

Por otro lado, en la PCR especifica para la deteccion de B. fragilis se utilizo el
DNA extraido de las 112 muestras donde 13 dieron positivas (Fig. 3) mientras que
en las muestras procesadas por lisis térmica no se obtuvo amplificacion para el
gen LEU de B. fragilis, reiterandonos que la lisis térmica no fue un método efectivo
para la liberacién de acidos nucleicos a partir de tejido.

Fig. 3. Electroforesis del producto de PCR del gen LEU de B. fragilis a partir de
extraccion de DNA. Carril MPM, marcador 100 pb; Carril +05, control +; carril -N,
control Negativo; Carril 4-13 Diferentes muestras de biopsias.

4. DISCUSIONES

Dentro de la microbiologia de las infecciones de pie diabético, el papel de las
bacterias anaerobias ha sido controversial, debido a que, por su dificultad técnica
para cultivo, no se detectan en forma rutinaria, y los reportes que existen tienen
como objetivo desde el principio el cultivo de anaerobios, lo cual no permite
generalizar su papel y prevalencia en las infecciones de Ulceras de pie diabético.
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Debido a esto, decidimos una aproximacion indirecta, al buscar material genético
relacionado a los anaerobios en biopsias de infecciones de pie diabético, para
tener una primera estimacién de su prevalencia en nuestra region (noreste de
Tamaulipas). Tomando como base los reportes de prevalencia internacionales,
decidimos comenzar con la deteccion de B. fragilis.

A partir de las 112 muestras de biopsias para detectar la presencia del gen LEU
de B. fragilis, 13 (11.6%) resultaron positivas, mientras que 99 fueron negativas
(88.3%). Hasta donde pudimos investigar, no tenemos conocimiento de estudios
reportados para anaerobios en infecciones de pie diabético en México. Ng et al.
(2008) realizaron cultivos de anaerobios de muestras tomadas a partir de 30
muestras de infecciones de pie diabético (en Singapur) y reportaron presencia de
bacterias anaerobias estrictas como Peptostreptococcus spp. (46%) y B. fragilis
(19%) que representa un porcentaje similar a nuestros hallazgos. Por otro lado,
Claros et al. (2013) realizaron un estudio multicéntrico en los Estados unidos,
donde estudiaron las diferencias en la diversidad microbiana de anaerobios en
infecciones intraabdominales complicadas versus infecciones del pie diabético,
observaron una gran diferencia en la prevalencia de las bacterias anaerobias
detectadas, siendo el grupo de Bacteroides prevalente en un 10% en las muestras
a partir de infecciones de pie diabético. Shenoy et al. (2017) de la India, reportaron
un estudio retrospectivo de la frecuencia del aislamiento de diferentes bacterias
anaerodbicas durante el periodo 2011 y 2015, donde incluyeron muestras clinicas,
ellos aislaron anaerobios patdgenos a partir de 278 (12,4%) de 2227 muestras
procesadas. Los anaerObicos predominantes fueron F. magna, seguido de B.
fragilis.

A pesar de las bacterias anaerobias se detectan en entre un 12-40% de muestras
analizadas especificamente para su deteccion, aun no se ha generalizado su
determinacion de manera rutinaria, en nuestro estudio, basado solo en la
deteccion de DNA, 11.6% de las muestras de biopsia resultaron positivas para B.
fragilis, indicando que en dichos pacientes al momento de su estudio para
controlar la infeccién de pie diabético tenian bacterias anaerobias presentes, cabe
destacar que este estudio es retrospectivo, de modo que en su momento, las
muestras de los pacientes solo se analizaron mediante cultivos bacterioldégicos
comunes y en base a eso se tomaron las decisiones de su tratamiento. Debido al
bajo nimero de estudios dedicados a la deteccion de anaerobios en infecciones
de pie diabético, tampoco hay un consenso sobre su papel en la evolucién de las
infecciones, ya que es importante distinguir si se encentran como colonizadores o
como agentes activos en la progresion de la infeccion.
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Respecto a nuestros resultados, en muestras recién obtenidas y con las
precauciones adecuadas para proteger anaerobios, la prevalencia de B. fraglis
podria ser aun mayor, y esto representar un riesgo en los pacientes, ya que B.
fragilis tiene factores de patogenicidad y puede presentar resistencia a
antimicrobianos que podrian conferirle capacidad patogénica sobre las Ulceras de
pie diabético.
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