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Prefacio

Las Ulceras infectadas de pie diabético son consideradas como una de las
complicaciones comunes de hospitalizacion por diabetes mellitus que cobra méas
importancia al sector salud, ya que de no atenderse a tiempo conlleva a la
amputacion, lo que origina, entre otras, la incapacidad en el paciente y problemas
intrafamiliares. El desarrollo de la infeccion en pie diabético se asocia a la
presencia de bacterias Gram positivas, especialmente, Staphylococcus aureus,
gue ha creado resistencia a farmacos originando una mayor morbi-mortalidad en
pacientes con dicho padecimiento; haciendo evidente en el paciente un grado de
invalidez e impactando, inevitablemente, los sistemas de salud, de alli la
necesidad de implementar alternativas terapéuticas redituables de tratamiento
para las Ulceras de pie diabético, que beneficien al paciente, sus familiares y a
todo el contexto de recursos de salud en México.

Una alternativa para tratamiento de pie diabético es el uso de larvas de mosca
como las de Lucilia sericata (Diptera: Calliphoridae) que intervienen en la
desbridacion del tejido necrotico, desinfeccion de la ulcera (inducen la muerte de
bacterias) y favorecen el desarrollo de tejido granular. Por lo anterior el objetivo
general de esta investigacion fue controlar la proliferacion de Staphylococcus
aureus en Ulceras de pie diabético, utilizando larvas de Lucilia sericata.

Se aplico terapia larval a cuatro pacientes mediante la firma de su consentimiento
informado y se valoro la efectividad del mismo, posterior a las 48 o 72 horas de
aplicacion; después de este tiempo se observo la desaparicion del tejido necrotico
en todos los casos y por consiguiente la formacion de tejido de granulacion, asi
como también la disminucién del mal olor y secrecién purulenta.

Por otro lado, se colectaron muestras en Ulceras antes y después de aplicar el
tratamiento larval para el analisis bacteriolégico; se obtuvieron 32 cultivos
bacterianos a los cuales se les realizaron pruebas bioquimicas para su
caracterizacion fisiolégica y a partir de técnicas moleculares (secuenciacién del
gen 16S) se identificaron a las especies involucradas. Tan solo un cultivo de los
aislados, resulté ser Staphylococcus aureus obtenido de la muestra de antes de

aplicar el tratamiento con larvas, las demas especies bacterianas identificadas en



la Ulceras de pie diabético fueron: Staphylococcus sp., S. saprophyticus, S.
haemolyticus, S. epidermidis y Enterococcus faecalis. La terapia larval fue eficaz
ante el desbridamiento de tejido necrético y ante la formacion de tejido de
granulacién. En cuanto al control del crecimiento de Staphylococcus aureus,
probablemente solo fue controlado en un paciente ya que S. aureus no estuvo
presente en las Ulceras de los pacientes estudiados.



Capitulo 1
Disefiar un proceso sistematico para la reproduccion masiva

de larvas estériles de Lucilia sericata, en condiciones de
laboratorio y su aplicaciobn en pacientes vulnerables a

amputacion.



Resumen
Las Ulceras en pie diabético es una de las complicacion de la diabetes mellitus que

impacta negativamente la calidad de vida de los pacientes, asi como también al
sector salud en México debido al elevado costo para su atencion y tratamiento. La
presencia de tejido necrético e infeccion complican el manejo y prondstico de
curacion de la herida. La aplicacion de larvas (terapia larval) en pie diabético se
presenta como una alternativa de tratamiento que evita la cirugia, ya que actta
ante el desbridamiento de la lesién y controla el proceso infeccioso con la
subsecuente aparicion de tejido de granulacién que contribuye a su Optima
evolucién. El objetivo de este estudio fue disefiar un proceso sisteméatico para
reproducir larvas estériles de Lucilia sericata, en condiciones de laboratorio y su
aplicacion en pacientes con Ulceras infectadas en pie diabético. Se reporta
reproduccion masiva de moscas de Lucilia sericata en condiciones de laboratorio,
temperatura de entre 32-35°C, fotoperiodo de 12 horas luz y humedad al 50%. Su
alimentacion estuvo basada en formula lactea infantil, agua e higado en tubos de
PVC para su ovoposicion. Las larvas estériles para aplicacion en heridas se
obtuvieron tras la desinfeccién con hipoclorito de sodio al 0,5%, formalina al 10% y
solucion salina; se comprobd su desinfeccion con cultivos negativos en agar
sangre. Se intervino a cuatro pacientes que cumplieron los criterios de inclusion y
firmaron un consentimiento informado. Se aplicé entre 5-10 larvas por cm? de
herida, esta fue cubierta por un aposito que sirvié para evitar la fuga de las larvas.
Cada 24 horas se reviso la evolucion de la herida y se hizo cambios de gasas y
demas material de curacion; la duracion del tratamiento fluctué entre 48 y 72
horas. Tras la primera aplicacién de larvas, se observo la desbridacion completa
del tejido necroético en todos los pacientes; el mal olor y la secrecion purulenta
también desaparecio, a excepcion de un caso que solo disminuyo; en todos los
pacientes se observo la aparicion de tejido de granulacion. El tratamiento con
larvas de Lucilia sericata fue eficaz para disminuir el tejido necrotico y Gtil para

regenerar a los tejidos.



Abstract
Diabetic foot ulcers in one of the complications of diabetes mellitus that negatively

impacts the quality of life in patients, as well as the health sector in Mexico due to
the high cost for its care and treatment. The presence of necrotic tissue and
infection complicate the management and prognosis of wound healing. The
application of larvae (larval therapy) in diabetic foot is presented as an alternative
treatment which avoids surgery, since it acts upon the debridement of the lesion
and controls the infectious process with the subsequent appearance of granulation
tissue that contributes to its optimal evolution. The objective of this study was to
design a systematic process to reproduce sterile larvae of Lucila Sericata under
laboratory conditions and its application in patients with infected ulcers in diabetic
foot. Massive reproduction of Lucila Sericata flies is reported in laboratory
conditions, temperature between 32-35 C, photoperiod of 12 light hours and 50%
humidity. Their diet was based on infant milk formula, water and liver in PVC tubes
for oviposition. Sterile larvae for wound applications were obtained after
disinfection with 0.5% sodium hypochlorite, 10% formalin and saline solution; their
disinfection was tested with negative cultures on blood Agar. Four patients were
interviewed who met the inclusion criteria and signed an informed consent. It was
applied between 5-10 larvae per cm2 of wound, this was covered by a dressing
which was useful to prevent larvae from leaking. The evolution of the wound was
reviewed every 24 hours and gauze changes and other healing materials were
made; the duration of the treatment fluctuated between 48 and 72 hours. After the
first application of larvae, complete debridement of the necrotic tissue was
observed in all patients; the bad smell and the purulent discharge also
disappeared, except for a case that only decreased; the appearance of granulation
tissue was observed in all patients. The treatment with larvae of Lucila Sericata

was effective to diminish the necrotic tissue and useful to regenerate the tissues.
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Introduccion
Actualmente la diabetes mellitus es la primera causa de muerte en México y

representa una afectacion a mas de 6.4 millones de personas adultas en el pais
(Escobedo et al., 2011; Barquera, 2016). Esta enfermedad cronica degenerativa
de origen multifactorial representa un gran reto para el sistema nacional de salud,
debido a sus altos costos para atencion y tratamiento (Barquera, 2016).

El diagnéstico de la diabetes se determina por niveles sostenidos de glucosa en
sangre mayores a 110 mg/dL, también conocido como hiperglicemia (American
Diabetes Association, 2014); lo que, favorece la aparicién de complicaciones que
pueden devenir en la muerte prematura del individuo. Infarto al corazon,
nefropatia, retinopatia, arteriopatia, neuropatia y pie diabético, son algunas de las
comorbilidades asociadas a la diabetes (Hernandez et al., 2013).

El pie diabético es una de las complicaciones que cobra mas importancia al sector
salud, ya que de no atenderse a tiempo conduce a la amputacion de las
extremidades inferiores, lo que origina, entre otras, la incapacidad en el paciente y
problemas intrafamiliares. El cuadro clinico de este padecimiento comprende la
existencia de arteriopatia, neuropatia e infeccion, que contribuyen a retrasar la
Optima evolucion de la herida (Castillo et al., 2014).

El tratamiento convencional empleado en las uUlceras de pie diabético es el
desbridamiento quirdrgico y la administracion de antibioticos (Beltran et al., 2001),
sin embargo, de acuerdo con las cifras actuales de amputaciones publicado por el
sistema nacional de salud, mas de 75 mil en 2013 (Gutiérrez, 2014), demuestran
gue estos procedimientos son ineficaces para atender esta afeccion; por lo que es
necesario implementar medidas alternativas de tratamiento.

Una alternativa antigua pero poco estudiada en México, es el uso terapéutico de
larvas de mosca como las de Lucilia sericata (Diptera: Calliphoridae) que
interviene en la desbridacion del tejido necrético, desinfeccion de la Ulcera
(inducen la muerte de bacterias) y el desarrollo de tejido granular (Contreras et al.,
2016).

Mediante la aplicacion de larvas de Lucilia sericata para el tratamiento de Ulceras

en pie diabético, es posible contribuir a procedimientos convencionales,
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disminuyendo costos y evitando amputaciones de miembros inferiores afectados.
Con esto también se evitaran dafios psicologicos personales e intrafamiliares y
costos econdémicos sociales. Cabe sefialar que esta terapia no tiene efectos
secundarios, es inocua para la salud y debe ajustarse a los aspectos éticos,
teniendo en mente, en todo momento, el cuidado y la integridad de los pacientes,
la sociedad y el ambiente.

Una de las limitaciones de este procedimiento es la poca evidencia cientifica, sin
embargo, el uso de larvas para sanar heridas necréticas, es una técnica que ya ha
sido utilizada en otras naciones, por lo que es necesario formalizar esta practica

en el sector salud y cientifico en México, mediante evidencias funcionales.

12



Revision bibliogréfica

La diabetes mellitus se considera la epidemia del siglo XXI (Hernandez et al.,
2013), lo cual la convierte en un reto importante para el sector nacional de salud
en México (Barquera, 2016). Esta es una enfermedad crénica degenerativa,
representada por niveles sostenidos de glucosa en sangre por encima de 110
mg/dl (hiperglucemia), generalmente puede originarse a partir de la insuficiente
produccién de insulina por el pancreas o también por la incapacidad del cuerpo
para introducir glucosa a la célula aun en presencia de insulina (American
Diabetes Association, 2014), cabe sefalar que esta es una hormona que
transporta glucosa a la célula.

En su etapa inicial, la enfermedad no presenta sintomatologia, por lo que su
deteccion es tardia. Entre los sintomas caracteristicos de la diabetes estan el
aumento en la excrecion de orina (poliuria), del apetito (polifagia), de la sed
(polidipsia), la pérdida de peso, entre otros (Almaguer et al., 2012; American
Diabetes Association, 2014). El sostener la hiperglucemia, propicia el desarrollo de
complicaciones propias de la diabetes, como: infarto del corazén, retinopatia,
nefropatia, neuropatia, enfermedad vascular periférica, pie diabético y, en
situaciones graves, muerte prematura (Hernandez et al., 2013).

Los datos epidemiolégicos muestran que la diabetes crece continuamente a pesar
de las iniciativas de las autoridades sanitarias de paises de todo el mundo y de
organizaciones, como: la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), Ila
Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) y la Federaciéon Internacional de
Diabetes (FID) (Mora, 2014).

En América Latina, México es el pais en donde la diabetes aumenta (Moreno,
2001), y actualmente este padecimiento es la primer causa de muerte (Secretaria
de Salud, 2016).

La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2012, sefala que en
México, 6.4 millones de personas son diabéticas, un 9.2% de los adultos del total
de la poblacién. La proporcion se presenta en la region norte y centro del pais;
generalmente son personas de entre 50 y mas de 70 afios de edad las afectadas y

de estas la mayoria son mujeres.
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El impacto econdémico al sector salud se evidencia al comparar los costos
estimados para la atencién de la diabetes mellitus y sus complicaciones, y el
monto asignado al Seguro Popular, que fue de 3872 millones de délares y 3790
millones de dodlares, respectivamente (ENSANUT, 2012).

El pie diabético es considerado como una de las complicaciones mas importante
de la diabetes mellitus, tan solo en el 2013 fueron registradas 75 mil amputaciones
en todo el sistema nacional de salud (Gutiérrez, 2014), impactando
econémicamente al sector salud de México (Rivero, 2006) debido a largos
periodos de hospitalizacion, altos costos para su prevencion y tratamiento, que
puede ser de hasta 300 mil pesos ya que no solo requiere cirugia, sino ademas
implica participacion multidisciplinaria de los profesionales en salud (Brena, 2013)
y finalmente los costos sociales, originados por la incapacidad laboral de los
pacientes, entre otras situaciones que afectan la calidad de vida de estos y sus
familiares (Barraza et al., 2015).

La fisiopatologia del pie diabético comprende la existencia de neuropatia, esta
complicacion puede afectar los nervios de todo el cuerpo, presentando sintomas
como dolor, hormigueo o adormecimiento en manos, brazos, piernas y pies
(Beltran et al., 2001).

Otro factor de importancia en la aparicion de Ulceras en pie diabético es la
arteriopatia o también conocida como enfermedad vascular periférica (EVP) la
cual origina complicaciones micro o macrovasculares, causadas por depositos de
grasas que estrechan o bloquean los vasos sanguineos (pequefio o mediano
calibre) que son los encargados de irrigar las piernas y pies (ADA, 2014).

La arterioesclerosis puede permanecer asintomatica o bien producir dafio tisular y
necrosis; hasta llegar a la pérdida del miembro. Por otro lado en el diagndstico del
pie diabético, la arteriopatia se presenta con claudicacion intermitente, pie frio,
dolor en reposo (por bloqueo arterial e isquemia de los nervios y neuritis), pulsos
ausentes, retardo en el vaciamiento venoso al elevar la extremidad, atrofia de
grasa subcutanea, piel adelgazada y seca, pérdida de vellos del pie y pierna, ufias
guebradizas y gangrena-necrosis en botdn, probable oclusion progresiva o aguda

por trombosis (Raz et al. 2004).
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Un factor agravante en las Ulceras de pie diabético es la infeccidn, responsable del
retraso en el proceso de cicatrizacion de heridas que conlleva al incremento de los
costos en servicios y atencion sanitarias (Beltran et al., 2001).

Se define a la infeccibn como la invasién y proliferacion desmesurada de
microorganismos que generan dafio a la persona afectada aun como la respuesta
de las defensas del organismo y generalmente esta relacionada con un proceso
inflamatorio (Hernandez, 2014). Los signos de la infeccién son presencia de tejido
necrético y supuracion, agregandose también al menos dos de los signos
inflamatorios como: eritema, induracion, dolor, sensibilidad y calor (Martinez et al.,
2012). Entre los factores de riesgo para desarrollar infeccion en los pacientes
diabéticos esta el mal control metabdlico, deficiente funcionamiento de los
sistemas nervioso (pérdida de la barrera cutanea), vascular (produce hipoxia
celular) e inmune (defectos en la funcién leucocitaria, quimiotaxis y capacidad
fagocitica) y dafio del tejido (Vargas. 2014). Se estima que un 50% de las ulceras
en pie diabético desarrollaran infeccion, y una de cada cinco derivara en
amputacion del miembro (Lavery et al.,, 2003). Dato importante es que a mayor
edad se incrementa el riesgo de amputacion y en personas de mas de 65 afos el
riesgo es de siete veces mayor que en los de 45 afos (Tapia et al., 2015).

Segun su etiopatogenia las Ulceras del pie diabético pueden clasificarse en:
neuropaticas y neuro-isquémicas. Las primeras generalmente se manifiestan en
un punto de presion o deformidad del pie (primer y quinto metatarsiano, y calcaneo
en su extremo posterior), son de forma redondeadas y presentan callosidad
periulcerosa, su perfusion sanguinea es buena y los pulsos tibiales estan
presentes. En las neuro-isquémicas hay necrosis seca y su localizacion es latero-
digital, no hay pulsos tibiales y existe neuropatia asociada.

Las pruebas diagnosticas que usan para identificar un pie en riesgo son: la
sintomatologia del paciente, exploracion fisica, test del monofilamento de
Semmes-Weinstein, palpacion de pulsos arteriales pedial y tibial posterior y el
indice de tobillo-brazo. Determinar la localizacién y el grado de afeccién de las
Ulceras en el pie diabético contribuye a tener éxito en el Mucoutratamiento y con

ello evitar la amputacién del miembro afectado (Hernandez, 2014).
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Las heridas del pie diabético presentan cuatro fases de curacion, la primera es la
hemostasis, en la cual en un individuo sano se presenta de manera inmediata y
esta dada por las plaquetas que se encargan de la coagulacion y cierre de los
vasos rotos; la segunda etapa es la inflamacién que puede tener un periodo de
duracién entre uno y cuatro dias, en esta etapa intervienen los neutréfilos y los
macréfagos, a través de la fagocitosis; la tercera etapa es la granulacion y
contraccion del tejido, tiene una duracion aproximada de entre 4-21 dias, es tarea
especifica de los macréfagos, linfocitos, angiocitos, neurocitos, fibroblastos y
keratinocitos, que restablecen la continuidad y funcion del tejido; finalmente se
presenta la remodelacién, que se inicia a partir del 21 dia y puede durar hasta 2
afos, los encargados de esta parte final son los fibrocitos (Rios et al., 2013).

En una persona sana, las heridas suelen sanar en un periodo de tres semanas
con una secuencia ordenada, cuando esto sucede, la herida es considerada
aguda; contrariamente una herida que no sigue los patrones normales de
cicatrizacion se considera herida cronica, como lo son las ulceras infectadas en
pie diabético (Beltran et al., 2001).

La importancia del proceso de cicatrizacion en heridas crénicas, es vital en la
secuencia de curacion, y en esta se presentan dos fases, la cicatrizacion vy
epitelizacion. Partiendo de lo que es la cicatrizacion, se define como el desarrollo
del nuevo tejido conectivo y vascular, que a su vez consta de cuatro fases: la
inflamatoria, destructiva, proliferativa y de maduracion.

En la fase inflamatoria ocurre la homeostasia, favoreciéndose la coagulacién, son
fundamentales las plaquetas ya que estimulan factores de crecimiento. En la fase
destructiva se produce una respuesta vascular, aumentando la vasodilatacion y la
permeabilidad que generan una matriz extracelular. Ya en la etapa proliferativa, se
forma nuevo tejido de granulacion a partir de la sintesis de colageno, y por ultimo,
en la fase de maduracién se reorganiza el colageno, dando como resultado el
cierre de la herida. Este tipo de heridas, cominmente se estaciona en la etapa
inflamatoria (Rios et al.,, 2013; Beltran et al., 2001), la cual no es regulada y
produce un exceso de neutréfilos, monocitos y macréfagos asi como grandes

concentraciones de sustancias pro-inflamatorias, como las citosinas, proteasas y
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especies reactivas de oxigeno (ROS siglas en ingles), dando como resultado la
inactivacion de factores de crecimiento y destruccion tisular. La presencia de tejido
necrético y bacterias en la herida induce también a que persista la inflamacion
(Nigam et al., 2006).

El manejo de la Ulcera dependera de la etiologia, las caracteristicas morfologicas y
la forma en que estas se presenten. El tratamiento debe ser integral y enfocarse a
prevenir o retrasar el desarrollo de la enfermedad y con esto, evitar el devenir en
la amputacién de la extremidad afectada (Beltran et al., 2001).

El tratamiento convencional orientado al proceso infeccioso de las ulceraciones,
comprende el uso de antibiéticos y el desbridamiento quirargico profundo del tejido
muerto. Cuando la infeccion es superficial basta con la limpieza local y
desbridacion mecanica; pero si la infeccibn es severa, y presenta abscesos
profundos, gangrena o fascitis necrotizante sera necesario desbridar
quirdrgicamente (Beltran et al., 2001).

Tras lo mencionado anteriormente, surge la necesidad de emplear nuevas
medidas para el tratamiento del pie diabético, ya que las cifras de amputaciones
actuales son alarmantes (mas de 75 mil realizadas en el 2013) y nos reflejan que
el manejo no esta siendo efectivo para controlar esta afeccion.

Existe evidencia cientifica acerca de los beneficios de la terapia larval en
ulceraciones de pie diabético, donde resaltan la capacidad de estos organismos
para contrarrestar la proliferacion de bacterias (Frausto y Trejo, 2009) y es, por
mucho, una opcion redituablemente econdmica ante la estimacion del costo del
tratamiento convencional, que puede ser de hasta $300,000.00 pesos (Castillo,
2013).

La terapia larval ha sido aplicada para tratar lesiones de piel y tejidos blandos. La
especie mayormente utilizada es Lucilia sericata y el procedimiento consiste en
aplicar larvas estériles de la mosca en heridas infectadas o con carga de tejido
necrotico (Telléz et al., 2012). Uno de los beneficios de este tratamiento natural es
gue su reproduccion puede llevarse a cabo en cualquier medio acondicionado, a
un bajo costo y a corto plazo. Los efectos adversos para su aplicacién es que a

menudo incluye malestar leve en la herida y migracion de larvas de la lesion

17



(Sherman et al., 2001). Este tratamiento presenta una tasa de éxito que oscila
alrededor de 68% en lesiones que no responden a tratamientos convencionales
(Rios et al., 2013) y supone una alternativa viable a los procedimientos quirirgicos
en las Ulceras infectadas.

La utilizacion de larvas para el tratamiento de heridas hace referencia en el libro
del Antiguo Testamento de la biblia. Asi mismo se documentaron experiencias de
su aplicacion en culturas Autralianas y Mayas, quienes utilizaban telas que
empapaban de sangre y las exponian al sol con la finalidad de que las moscas
depositaran sus huevos y posteriormente las aplicaban en las heridas (Rios et al.,
2013).

La reaparicion de la terapia larval refiere al afio 1799 tras los suscesos de la
guerra napoleonica, en la cual, el Barén D. J. Larrey observo que soldados con
infestaciones de larvas en sus heridas tenian un mejor prondstico de recuperacion
gue aquellos que no (Gutierrez y Trejo, 2009). La primera experiencia
documentada se le atribuye a William Baer, en 1928 (Figueroa y Uherek, 2006),
quien después de la primera guerra mundial utilizé los beneficios de esta técnica
con gran éxito. La terapia larval fue empleada en mas de 300 hospitales
estadounidenses durante 1930 y 1940 como proceso terapéutico de las heridas
(Rios et al., 2013); sin embargo, a finales de 1940, la técnica pierde su auge por la
aparicion de antibioticos, un ejemplo, la penicilina y avances en las técnicas
quirdrgicas de desbridamiento y asepsia de heridas

La terapia larval es retomada en 1980 por el médico Ronald Sherman en Estados
Unidos y los doctores S. Thomas y J. Church en el Reino Unido, quienes con
ayuda de bioldgos la utilizaron con gran éxito para el tratamiento de heridas de
diferente origen, Ulceras por presion y diabéticas, quemaduras y heridas
necrosadas (Marcondes, 2006; Arrivillaga et al., 2008; Rey et al., 2010; Calderén
et al., 2014; Rodriguez y Gonzalez, 2016); ademas de heridas infectadas por
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli vy
Streptococcus spp (Arrivillaga et al., 2008).

Un acontecimiento importante en el 2004 fue la aprobacién del uso de terapia

larval para el tratamiento de heridas por la FDA (Administracion de Medicamentos
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y Alimentos de Estados Unidos) (Rios et al., 2013). Actualmente es usada en
paises como Estados Unidos, Canada, Reino Unido, Inglaterra, Israel, Australia,
Alemania, Holanda, Suiza, Bélgica, Ucrania, Tailandia, Colombia, Chile, Perq,
Argentina, Venezuela y México (Figueroa y Uherek, 2006; Marcondes, 2006;
Echeverry et al., 2009; Ballester et al., 2016).

Se considera a la terapia larval como una miasis inducida artificialmente y
controlada, de aqui la importancia de utilizar especies necréfagas (Ballester et al.,
2016).

Moscas de la familia Calliphoridae, Muscidae, Oestridae y Sarcophagidae han sido
utilizadas en el desbridamiento de heridas, siendo Lucilia sericata la cominmente
empleada en la clinica (Wolff et al., 2010; Pifia et al., 2016; Ballester et al., 2016).
Recientemente se ha propuesto el uso de Lucilia eximia en diversas lesiones
dérmicas, obteniendo mayor eficacia en comparacion con Lucilia sericata, sin
embargo, supone una nueva alternativa en larvaterapia (Retana et al., 2014;
Calderodn et al., 2014).

Entre las especies perjudiciales para la salud de los humanos y animales
domeésticos se encuentran las especies Musca domestica, Cochliomyia
hominivorax y Dermatobia hominis (Marcondes, 2006; Pifia et al., 2016).

Lucilia sericata, también conocida como Phaenicia sericata, es un diptero de la
familia Calliphoridae y comunmente conocida como mosca verde (por su
coloracion verde metalico en térax y abdomen) o panteonera (Echeverry et al.,
2009; Pinilla et al., 2010). Esta especie es de gran importancia ecolégica pues
participa en la descomposicion de cadaveres y en la medicina forense aporta
informacion del intervalo post-mortem (Echeverry et al., 2009; Acufa et al., 2011,
Galindo, 2013).

Se encuentra con mayor frecuencia en verano (Desposorio et al., 2015), su ciclo
de vida puede ser de tres semanas a dos meses, dependiendo de las condiciones
de temperatura y humedad en el ambiente (Fraustro y Trejo, 2009), en
condiciones de laboratorio este cambia de 29 a 34 dias aproximadamente
(Galindo, 2013). Su desarrollo se presenta en cuatro estadios (figura 1): huevo,

larva (que consta de tres instares), pupa e imago (Gentil y Smirnova, 2009).
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Larva |l
Adult (Imago)

W,

Figura 1. Ciclo biologico de Lucilia sericata (Gentil y Smirnova, 2009).

Los huevos de la especie son de color crema y miden aproximadamente 2mm de
longitud, posterior a las 18 0 24 horas que emergen se inicia el primer instar larval
(Ballester et al., 2016) y continian su desarrollo hasta larva Ill en un lapso no
mayor a seis dias; posteriormente la larva se convierte en pupa desde donde
emerge como imago, todo lo anterior varia segun las condiciones
medioambientales (Sanchez et al., 2004).

Este diptero es de tamafio mediano y su principal caracteristica es la coloracion
verde metalico en su térax y abdomen (Figueroa et al., 2007; Rios et al., 2013).

En su héabitat natural la hembra adulta deposita, aproximadamente entre mil y tres
mil huevos a lo largo de unas cuatro semanas, de los cuales muy pocos
embriones prosperan hasta la adultez, siendo la mayor fecundidad de la hembra
entre la segunda y cuarta semanas de vida (Figueroa et al., 2007). Es interesante
observar que la deposicion de huevos, se lleva a cabo hasta que otras hembras
alcancen el mismo punto de ciclo reproductivo, debido a que al aumentar la
cantidad de larvas, aumenta la posibilidad de supervivencia. La principal funcién
de las larvas es alimentarse mientras que la de la mosca adulta es la propagacion
(Rios et al., 2013).
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Para la utilizacion de estos organismos en procesos terapéuticos, se necesita
desarrollar un método sistematizado de reproduccién en laboratorio (Pifia et al.,
2016); las larvas pueden utilizarse después de las primeras ocho horas de
eclosién o pueden refrigerarse a temperaturas de entre 8 y 10 °C (Desposorio et
al., 2015). Los estudios realizados acerca de la crianza y reproduccion de mosca
Lucilia sericata recalcan la importancia de conocer previamente el ciclo biolégico
de la especie, su alimentacién y necesidades de temperatura y humedad. El
proceso da inicio con la captura del insecto, seguido de su caracterizacion
taxbnomica; una vez identificada la especie se continla con la crianza en
condiciones de laboratorio. Para la produccion de larvas de Lucilia sericata en
condiciones de laboratorio, estas son alimentadas con leche en polvo y azlcar
granulada. Un vaso de agua invertido con papel absorbente provee de agua y
trozos de higado son colocados en tubos de PVC para que ovopositen sus
huevos; posteriormente estos son desinfectados mediante el uso de sustancias
como: hipoclorito de sodio al 5%, formalina al 10% y suero fisiolégico estéril. La
esterilidad de los huevos se comprueba tras su siembra en agar sangre, el cual
debe estar libre de contaminantes después de 24 horas de incubacion a 37°C,
Figueroa et al., 2007.

El proceso terapéutico consiste en aplicar larvas de mosca Lucilia sericata o de
alguna otra especie previamente esterilizadas sobre heridas cronicas, con la
finalidad de restaurar el tejido desvitalizado (Sanchez et al., 2004; Pérez y Afiel,
2009; Blasco et al., 2014, Ballester et al., 2016); generalmente el nUmero de larvas
debe ser entre 5 a 10 por centimetro cuadrado de la herida y su duracion debe
fluctuar entre 48 o 72 horas o dependiendo del crecimiento de las larvas (Romero,
2011; Rios et al., 2013).

El efecto de la larvaterapia es primeramente la remocion de tejido necrético en la
herida, seguido de la muerte bacteriana y finalmente la regeneracion de tejido de
granulacién (Figueroa y Uherek, 2006; Acufia et al., 2011; Romero, 2011;
Calderon et al., 2014).

El desbridamiento o remocion de tejido no viable se realiza por accion mecanica

de las larvas, es decir, se alimentan del tejido necrético (muerto) que se encuentra
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en la superficie de las Ulceras; una vez consumido ese material, estas secretan
enzimas proteoliticas, que incluye: carboxipeptidasas A y B, leucina
aminopeptidasa, colagenasas, quimiotripsina, metaloproteasas y serin proteasas,
las cuales propician la degradacion de la matriz extracelular favoreciendo la
oxigenacion de la herida (Calderén et al., 2014).

Se dice que las secreciones larvales tienen gran efecto bactericida y
bacteriostatico en cepas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina (MRSA) y bacterias anaerobias, con efecto menor ante
las Gram negativas, como: Pseudomonas aureginosa o Proteus spp. (Frausto y
Trejo, 2009; Calderon et al., 2014). La produccion de sustancias antibiéticas como:
acido fenilacético y fenilacetaldehido por Proteus mirabilis (comensal dentro del
intestino de las larvas), contribuyen también a la desinfeccion (Jiménez et al.,
2013; Ballester et al., 2016).

Otra sustancia con propiedades antimicrobianas es la lucifensina, que ademas de
estar presente en las secreciones de larvas, se puede encontrar en las glandulas
salivales, grasa corporal y la hemolinfa de estas. Se ha propuesto que la accién
desinfectante de las larvas se da por procesos como: la ingestion de bacterias
presentes en la herida, la irrigacion de sustancias sobre la afeccién y por lo
consiguiente, estas actian con propiedades bactericidas. Aparentemente las
secreciones antimicrobianas larvales son producidas por el sistema inmune de la
misma, y lo utilizan como mecanismo de defensa en ambientes contaminados
(Rios et al., 2013). Dato importante es que el amoniaco generado tras el
mecanismo de las larvas modifica el pH del medio, evitando la proliferacion
bacteriana; entre otros compuestos alcalinazantes como alantoina, urea y
bicarbonato de amonio (Gentil y Smirnova, 2009; Calderén et al., 2014).

Tras la remocion de tejido muerto y desinfeccion, la herida pasa a una fase
proliferativa en la que se inicia la regeneracion de tejido sano, esto se debe a que
promueve la motilidad de los fibroblastos, acelera la remodelacién de la matriz
extracelular y coordina las respuestas celulares con actividad promotora de

crecimiento (Rios et al., 2013; Calderon et al., 2014).
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Los beneficios de la terapia larval en las heridas son un rapido desbridamiento del
material necrotico, la desaparicion del mal olor posterior a las primeras 24 horas
después de la primera aplicacion (Figueroa y Uherek, 2006), el acelerado
crecimiento de tejido de granulacion y la remocion con facilidad de agentes
patégenos infecciosos; ademas de ser una practica ambulatoria, sin embargo, a
pesar de sus bondades el proceso terapéutico es rechazado por algunos
pacientes debido a prejuicios estéticos.

Las contraindicaciones de uso de la terapia larval son dolor y fiebre (Jiménez et
al., 2013). Por tal motivo es necesario informar claramente a los pacientes acerca
de la técnica, tanto de sus beneficios como de las contraindicaciones de su

aplicacion.

Objetivo
Disefar un proceso sistematico para la reproduccion masiva de larvas estériles de

Lucilia sericata, en condiciones de laboratorio y su aplicacion en pacientes

vulnerables a amputacion
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Material y métodos
Se disefid un proceso sistematizado para criar y reproducir larvas de Lucilia

sericata estériles. Inici6 con el proceso de captura y especiacion de las moscas
de L. sericata, estas fueron capturadas en el ambiente del canal de Cuemanco
(ubicado entre Calzada del Hueso y Periférico), con el uso de trampas
especializadas. Una vez capturadas se transportaron al laboratorio G-008 de la
UAM-X en donde fueron colocadas dentro de una jaula.

Caracterizacion y ciclo biolégico de Lucilia sericata

La caracterizacion de Lucilia sericata se realizé en ocho moscas adultas, para lo
cual fueron utilizadas claves de Zapata y Rodriguez (2014) y Figueroa et al.
(2007). Para ello se utiliz6 un microscopio 6ptico, cera y alfileres entomolégicos.
La determinacion del tiempo de duracion de los estadios, del ciclo de desarrollo y
las medidas morfométricas del huevo, larva, pupa e imago de Lucilia sericata, fue
tras la utilizacion de tres ejemplares por cada instar; para este fin se efectuo el
monitoreo diario entre las 10:00 y 11:00 horas del dia.

Crianza de moscas Lucilia sericata

Para la crianza de moscas de L. sericata se utilizd la técnica propuesta por
Figueroa et al. (2007), que considera condiciones 6ptimas de temperatura (25-30
°C), luz (fotoperiodo 12 horas) y humedad. La preparacion de jaulas, consistio en
un rectangulo de policarbonato el cual conté con un pequerio orificio cubierto con
malla para evitar la fuga, y dimensiones de 90.5 cm x 42.5 cm x 27 cm. Esta fue
equipada con un termémetro de mercurio y una lampara externa de 100 watts.
Para alimentar a las moscas se utilizé6 azucar y formula lactea infantil (10-20g en
total), que se colocd en un recipiente plano.

El abastecimiento de agua se logré con un mini-tanque con liberacién lenta de
liquido sobre un papel filtro. Para la ovoposicion se colocaron trozos de higado
dentro de un tubo de PVC oscuro (10 cm de largo por dos cm de radio). El
reemplazo de alimento, agua e higado fue cada dia, de igual manera la limpieza
de la jaula. Para la limpieza de esta, fue necesaria una franela de algoddn

impregnada con hipoclorito de sodio al 10%. Los huevos depositados en el
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contenedor de ovoposicion fueron removidos y utilizados para la reproduccién de
moscas 0 bien para iniciar el tratamiento larval.

Reproduccion de moscas Lucilia sericata

Para la reproduccion de moscas, los huevos fueron incubados en un contenedor
de vidrio con capacidad de tres kg conteniendo aserrin estéril, un pedazo de
esponja humedecida e higado fresco. En un lapso no mayor a siete dias los
huevos, después de este tiempo pasan al estadio de pupa y posteriormente a
imago.

Esterilizacion de huevos de mosca Lucilia sericata

Para obtener larvas estériles utilizadas en la terapia larval, los huevos se
sometieron a tres sustancias: hipoclorito de sodio al 0.5%, formalina al 10% vy
suero fisiol6gico. Cada sustancia se aplico durante tres minutos de manera aislada
bajo condiciones asépticas. Una vez que los huevos fueron esterilizados se
secaron con gasas estériles y posteriormente fueron sembrados en agar gelosa
sangre al 5% mediante técnicas y consideraciones microbiolégicas. Después de
transcurrir 24 horas los huevos pasaron a estadio larval uno y estuvieron listos
para ser utilizados en procesos terapéuticos.

Previo a la aplicacion de larvas estériles en las Ulceras infectadas se obtuvo la
firma del consentimiento informado de cada paciente (anexo 2A), asi como la
recoleccion de informacion para la historia clinica (anexo 2B), la cual, comprendio
una descripcion de la enfermedad del paciente, valoracion del estado nutricional,
de las alteraciones neurologicas y vasculares, y de infeccion. Esto se hizo con la
finalidad de determinar el grado de afeccion en el pie y su riesgo de amputacion.
Aplicacion de larvas estériles de mosca Lucilia sericata

Para la aplicacion de la terapia larval se verificd que la caja de agar sangre que
contenia las larvas estériles en estadio uno estuviera completamente sellada.
Posteriormente se colocd un apdsito-jaula de acuerdo con la técnica de Figueroa
et al. (2007), la cual es mas frecuentemente utilizada por su simplicidad,
disponibilidad y bajo costo en las guias de practica clinica.

El nimero de larvas utilizadas fue se acuerdo con el tamafio y profundidad de la

herida en cada paciente, esto es, de cinco a 10 larvas estériles por cm?. Seguido,

25



el apdsito se sell6 con dobles gasas estériles y se vendo ligeramente para evitar
que las larvas murieran por falta de oxigeno o se fugaran de la herida.

La evolucion de la Ulcera y el crecimiento de las larvas se revisaron cada 24 horas
(formato de registro anexo 2C).

El tratamiento se retir6 cuando las larvas alcanzaron el estadio tres o cuando el
paciente refiriera dolor exhaustivo.

Para completar el tratamiento, la Ulcera se limpié mediante arrastre mecanico y se
vendod para evitar contaminacion.

Las larvas utilizadas fueron incineradas junto con el material de curacién que se

empleo.
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Resultados
Se capturaron entre 19 y 20 moscas en el canal de Cuemanco. Posteriormente y

de acuerdo con las claves dicotémicas para la identificacion de Lucilia sericata, se
obtuvieron los principales criterios para la determinacion de la mosca adulta,

figurasdelalala7:

Figura 2. Protorax con setas acrosticales presuturales y metatorax con la
presencia de tres setas acrosticales.

Figura 3. Mesopleura con ampolla ovoide y caliptras claras.
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Figura 4. Alas color humo.

Figura 5. Vena radial R dorsalmente desnuda.

Figura 6. Area parafacial desnuda y palpos maxilares (naranja o amarillo).
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Figura 7. Ala con curvatura angulosa de la vena M.

En cuanto al desarrollo del ciclo biologico, se definieron los cuatro estadios de
Lucilia sericata (figura 1). El tiempo total de desarrollo fue de 312 horas; el periodo
de incubacion fue de 24 horas, el del estadio larval fue de 144 horas (larva 1y
larva 2 de 24 horas cada estadio, larva 3 de 96) y la pupa tard6 144 horas hasta
convertirse en imago. El crecimiento en longitud de cada instar fue de, huevo 1.2
mm, las larvas en instars 1 de 2 mm con 9 segmentos, las larvas 2 de 6 mm con
12 segmentos y las larvas 3 de 9 mm con 12 segmentos; la pupa obtuvo un

promedio de 7mm.

L2
L1 _ >

L3

Ilnago

Figura 8. Ciclo biologico de Lucilia sericata (fuente personal).
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La descripcion de los datos obtenidos en la historia clinica de cada paciente se
muestra a continuacion (tabla 1):

Paciente 1. género femenino de 50 afios de edad, diagnosticada con
diabetes tipo dos de 10 afios de evolucion, presenta Ulcera en pie con
longitud de cinco cm de largo y dos cm de ancho, aproximadamente hace
un afio de aparicion. Su herida se clasifica como Ulcera profunda grado dos
de acuerdo a la clasificacion de Meggit-Wagner y la paciente refiere no
haber tenido hospitalizacion previa a su participaciéon en el protocolo de
investigacion. Tras la valoracion neuropatica y vascular de la paciente,
ambos sistemas no se ven alterados, no lleva un control metabdlico y
maneja un valor de glucosa en sangre mayor a 230 mg/dL.

Paciente 2: género masculino de 70 afios de edad, diagnosticado con
diabetes tipo dos de cinco afos de evolucidn, presenta Ulcera en pie con
longitud total de la circunferencia del tobillo de aproximadamente 18 cm de
largo, tiempo de aparicion de hace 9 afios. Su herida se clasifica como
lcera profunda grado dos de acuerdo a la clasificacion de Meggit-Wagner y
el paciente refiere no haber tenido hospitalizacion previa a su participacion
en el protocolo de investigacion. Tras la valoracion neuropatica, el paciente
presenta alteracion de sensibilidad profunda y un ligero grado de isquemia.
No lleva un control metabdlico, realiza ejercicio y maneja un valor de
glucosa en sangre mayor a 170 mg/dL.

Paciente 3: género masculino de 51 afios de edad, diagnosticado con
diabetes tipo dos de cinco afios de evolucién, presenta Ulcera en pie con
longitud total de la circunferencia del tobillo de aproximadamente 15 cm de
largo, tiempo de aparicion de 11 afios. Su herida se clasifica como Ulcera
profunda grado dos de acuerdo a la clasificacion de Meggit-Wagner y el
paciente refiere no haber tenido hospitalizacién previa a su participacion en
el protocolo de investigacibn. No se ve alterado neuropaticamente y
presenta un ligero grado de isquemia. No lleva un control metabdlico y sus

valores de glucosa en sangre en ayuno son mayor a 150 mg/dL.
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Paciente 4: género masculino de 60 afios de edad, diagnosticado con
diabetes tipo dos de 16 afios de evolucidén, presenta Ulcera en pie con
longitud total de 12 cm de largo y 20 cm de ancho. Presenta ligera
alteracion neuropética y vascular, no lleva un control metabdlico y sus

valores de glucosa en sangre son mayor a 170 mg/dL.
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Tabla 1. Datos recabados en la historia clinica de cada paciente.

Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4
Edad (afios) 50 70 51 60
Género Femenino Masculino Masculino Masculino
Tipo de diabetes
y tiempo de T2-10 afos T2- 5 afos T2-5 afos T2-16 afios
evolucion
Ti - " o ~
lempo de 1 afio 9 anos 11 afios 1 afio

aparicion de Ulcera

Clasificacion de
Ulcera (Meggit-

Wagner)
Circunferencia del | Circunferencia del | Circunferencia del
~ 5cm de largo . . :
Tamafio de tobillo, aprox. 18 | tobillo, aprox. 15 | pie aprox. 17 cm
. y 2 cmde
Ulcera cmdelargoy 45 | cmde largoy 29 | de largoy 20 cm
ancho
cm de ancho cm de ancho de ancho
Hospltal.lzamon No No No No
previa
Sensibilidad
o + + + +
superficial
Sensibilidad
+ - + -
profunda
Isquemia - + + +
Con,tr.ol No No No No
metabdlico
Realizacion de No si No No
ejercicio
Nivel de glucosa |-, 4y >170mg/dL >150mg/dL >170mg/dL

en sangre (ayuno)
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Las larvas se retiraron después de 48 a 72 horas. En este tiempo las heridas
quedaron desbridadas, sin o con disminucion del mal olor y secrecion purulenta.

En todos los casos se observé la aparicion de tejido de granulacion (figura 9).

T VI T,

P1

P2

P3

P4

Figura 9. Evolucion de las heridas tras aplicar terapia larval.

P1: paciente 1; P2: paciente 2; P3: paciente 3; P4: paciente 4.
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Los resultados de la aplicacion de larvas en los pacientes fueron los siguientes
(tabla 2):

= Paciente 1: la herida presenté una reduccion de 1.5 cm de largo y 0.7 cm
de ancho, el tejido necrético desapareciéo completamente, de igual manera
el mal olor, la secrecién purulenta y la inflamacion. Se observé de manera
subsecuente la formacién de tejido de granulacion. La paciente refirié
sensacién de cosquilleo durante el tratamiento larval.

= Paciente 2: el tejido necrético de la lesidon se elimind, la secrecion paso de
purulenta a sanguinolenta, el mal olor disminuyé y la inflamacion
desaparecid. Se observé de manera subsecuente la formacion de tejido de
granulacion. La sensacion del tratamiento por parte del paciente es
cosquilleo y dolor leve.

= Paciente 3: desaparecio la secrecion, el mal olor y la inflamacion. Se
observo el crecimiento de tejido de granulacion en la Ulcera y la sensacion
del tratamiento fue de dolor fuerte.

= Paciente 4: gran parte del tejido necrdtico fue removido. La secrecion, el
mal olor y la inflamacion disminuy¢ ligeramente. El paciente refirio dolor
fuerte y se observo en los bordes de la herida la presencia de tejido de
granulacion.

En todos los casos que presentaron dolor durante el procedimiento se suministro

analgeésico.
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Tabla 2. Caracteristicas de las heridas de cada paciente antes y después de

aplicar terapia larval.

Paciente Paciente Paciente
Paciente 1
2 3 4
5cm de
largo Circunferencia Circunferencia Circunferencia
Antes del tobillo, aprox. | del tobillo, aprox. | del pie, aprox. 12
>om de 18 cm de largo 15 cm de largo cm de largo
Tamaﬁo de ancho
Ulcera
3.5cm de
largo
Después Sin reduccién Sin reduccién Sin reduccion
1.3cm de
ancho
0, 0, 0, 0,
Tejido Antes 75% 100% 50% 100%
necrotico M hHaspues 0% 0% 0% 50%
No. de larvas 100 250 200 300
aplicadas
Duracion de 72 48 72 72
tratamiento
Antes Purulenta Purulenta Sanguinolenta Purulenta
Secrecion
Después No Sanguinolenta No Sanguinolenta
Antes Presente Presente Ausente Presente
Mal olor
Después Ausente Disminuyé Ausente Disminuy6
Antes Si Si Si Si
Inflamacién
Después No No No Disminuy6
Formacién de
tejido Si Si Si Si
granular
Cosquilleo Cosquilleo
Sensacion Cosquilleo Dolor fuerte
Dolor Dolor fuerte
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Discusion

Lucilia sericata presenta una coloracion verde metélico en térax y abdomen lo que
concuerda con las caracteristicas previamente descritas por Figueroa et al. (2007),
este rasgo hace facilmente reconocible a la especie.

Tiene tres setas acrosticales postsuturales en el protérax y setas acrosticales
presuturales en el metatorax; presenta mesopleura con ampolla ovoide y caliptras
claras, sus alas son ahumadas, tienen una curvatura angulosa en la vena M y la
vena radial R se observa dorsalmente desnuda. Sus palpos maxilares son de color
amarillo a naranja y su area parafacial se encuentra desnuda, tal como lo describe
Zapata y Rodriguez (2014).

El tiempo total en que Lucilia sericata desarrolld6 su ciclo biologico fue de 312
horas en condiciones de laboratorio (fotoperiodo de 12 horas luz, humedad y
temperatura de 32°C), resultados que se asemejan a los obtenidos por Figueroa et
al (2007), quienes estudiaron el desarrollo de los estadios de la misma especie y
obtuvieron una duracion de 279 horas a una temperatura de 25°C; de acuerdo con
lo mencionado por Zapata y Rodriguez (2014), la especie completa su desarrollo
entre 96-312 horas a una temperatura que oscile de 35 a 38°C.

La duraciéon en horas de los estadios de huevo, larva 1 y larva 2 fue de 24 para
cada uno, de igual manera lo fue con los resultados de Pinilla et al. (2010)
controlados a una temperatura de 24 a 27°C. El estadio de larva 3 dur6 96 horas,
lo cual no difiere con 87 horas obtenidas en un estudio realizado por Zapata y
Rodriguez (2014) a entre 17 y 19°C; en ese mismo estudio sefalaron la duracion
de 357 horas para el estadio de pupa, que contrasta con nuestro resultado de 144
horas; sin embargo se asemeja con los resultados de Figueroa et al., (2007) que
fue de 126 y el de Pinilla et al., (2010) de 192 horas.

Se obtuvo una longitud media de 1.2 mm para el instars de huevo, de 2 mm para
el de larva 1, 6 mm para larva 2, 9 mm para larva 3 y para pupa e imago fue de 7
mm cada uno, a diferencia de los datos obtenidos por Zapata y Rodriguez (2014),
gue fueron: 1.35, 2.38, 6.5, 9.8, 7.63 y 7.8, respectivamente. Resultd6 de suma

importancia la medicion de longitud de cada estadio de Lucilia sericata, ya que
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nos permite estimar el tamafio en que las larvas deben retirarse del proceso
terapéutico; es decir, cuando estas se encuentran en el estadio de larva 3.

Todos los datos obtenidos acerca del desarrollo del ciclo bioldgico de Lucilia
sericata y sus mediciones, difieren entre los estudios, ya que existen variaciones
en la temperatura, condiciones ambientales y la alimentacion de los individuos.

El tratamiento con larvas resultd exitoso, principalmente por el desbridamiento de
tejido necrético en todos los casos y la subsecuente apariciéon de tejido de
granulacion; ademas de la disminucién de la secrecion y mal olor; estos resultados
concuerdan con otros autores, por ejemplo, Sherman en 2001 valoré 145 Ulceras
de las cuales un 50% lograron desbridar completamente e iniciar de manera
continua la formacién de tejido granular. Un caso similar en 2005 de Tanyuksel,
aplico tratamiento larval a 11 pacientes, diez de ellos presentaron limpia su herida
con aparicion de tejido de granulacion y desaparicion del mal olor. En 2006
Figueroa y Uherek, estudiaron cinco lesiones ulcerosas, todas quedaron libres de
tejido necrotico, desaparecio el mal olor, el exudado y se observé la presencia de
tejido de granulacion. Gonzalez et al., 2010, describié dos casos de heridas de
diferentes etiologias que fueron tratadas con terapia larval y obtuvo la
desbridacion total del tejido desvitalizado y la disminucion del exudado, con un
incremento en el dolor de los pacientes. Martinez et al., 2016, mostré6 una mejoria
en un paciente tres a cuatro dias después de la utilizacion de larvas, se aprecio
gue la herida quedo libre de tejido esfacelado y disminuyé el exudado. Perucho et
al., 2016, reporta el estudio de un caso y a las dos semanas posterior a aplicar las
larvas observa la disminucion del exudado, del tejido esfacelado y del olor, con
aparicion de tejido de granulacion. Otro estudio reciente en México por Contreras
et al., 2016, reafirma los datos mencionados anteriormente; en su estudio la carga
de tejido necrotico y las secreciones se redujeron en los ocho pacientes y aumento
posteriormente la formacion del tejido de granulacion.

Los resultados obtenidos tras la aplicacidén de larvas contribuye a la recoleccién de
evidencia clinica a cerca de su uso, lo cual facilitard su aceptacion y por lo
consiguiente su implementacion como alternativa para tratar Ulceras diabéticas

necrosadas.
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Conclusiones
El tratamiento con larvas de Lucilia sericata fue eficaz para el desbridamiento de

tejido necrético y atil en la formacidn de tejido de granulacion en todas las Ulceras
diabéticas; ademas de contribuir ante la desaparicion de secrecién purulenta y mal

olor.
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Anexo 1A. Consentimiento informado.
Consentimiento informado para participar en el proyecto de investigacion:
Aplicacion de larvas de mosca Lucilia sericata, como control biol6gico de
Staphylococcus aureus en Ulceras de pie diabético que se realiza en la
Universidad Auténoma Metropolitana — Unidad Xochimilco

Fecha: No. de expediente:
Sefior (a):

Nuamero telefénico: No. celular:
Direccion:

Clave de INE: Edad:

Informo que en pleno uso de mis facultades mentales he sido debidamen
informado sobre los beneficios de la terapia larval con mosca Lucilia sericata pa

te
ra

el tratamiento de ulceras infectadas en pie diabético, por lo cual autorizo que se

me realicen:

a) Preguntas sobre mis datos personales, enfermedad que padezco y mis

habitos de alimentacion
b) Una exploracion fisica y visual detallada de mis pies

c) La colecta de muestras, en su caso, para analisis microbiologico de Ulceras

infectadas en pie diabético

d) Aplicacion de tratamiento con larvas de mosca Lucilia sericata en Ulceras

infectadas de pie diabético
Declaro que:
a) Comprendo en su totalidad el proposito del estudio
b) Me han aclarado las dudas sobre mi participacion como paciente para
tratamiento experimental
c) Estoy satisfecho (a) con la informacién que me fue proporcionada

el

d) Que mi participacion en esta fase experimental es VOLUNTARIA y que no

recibiré compensacion econémica por el tratamiento que me aplicaran
e) Me comprometo a seguir las indicaciones de alimentacién y cuidados de

la

herida antes, durante (48 a 72 horas) y después de la terapia larval

(posterior a 72 horas)

Eximo de toda responsabilidad sobre mi salud a quienes aplican el tratamiento con

larvas.

Nombre y firma del paciente
Responsable del proyecto

Dra. Maria del Carmen Vera Rosales
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Anexo 1B. Historia clinica.

Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA

METROPOLITANA
Unidad Xochimilco

HISTORIA CLINICA

MAESTRIA EN ECOLOGIA APLICADA
PROYECTO “APLICACION DE LARVAS DE MOSCA Lucilia sericata COMO CONTROL BIOLOGICO DE
Staphylococcus aureus EN ULCERAS DE PIE DIABETICO”
USO DE INVESTIGACION E INFOMACION CONFIDENCIAL

Datos personales

Fecha: No. de expediente:
Nombre:

Edad: Masculino D Femenino D
Ocupacion:

Direccion:

No. telefénico:

No.celular

Antecedentes patoldgicos heredo-familiares

Primarios

Secundarios

Padre

Madre

Abuelos

Abuelas

Paterno

Materno

Paterna

Materna

Sobrepeso

Obesidad

Diabetes T1

Diabetes T2

Hipertension
arterial

Enfermedad
cardiaca

Cancer

Alteraciones
neuroldgicas
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II. Antecedentes patologicos

-Se le ha diagnosticado alguno de los siguientes padecimientos:

Tiempo de evolucion

Afos Meses

Sobrepeso

Obesidad

Diabetes T1

Diabetes T2

Hipertension arterial
Enfermedad cardiaca

Cancer

Alteraciones
neuroldgicas

Otro:
Tratamiento para control de su padecimiento:

Tratamiento antibidtico (si esta empleando y especificar el tiempo):

V. Antecedentes no patoldgicos

-¢,Consume alcohol? Frecuencia
-¢,Fuma? Frecuencia
-¢ Practica algun deporte? Frecuencia

V. Valoracion de presencia de infeccion en Ulcera de pie diabético

Indicadores clinicos
Si No

Tejido necrotico
Secreciones
Eritema
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[ Inflamacion

VL. Determinar grado de afeccidn del pie diabético

Clasificacion de Meggit-Wagner

Grado Lesion Caracteristicas
Callos gruesos, cabezas de
0 Ninguna, pie en riesgo metatarsianos prominentes, dedos

en garra y deformidades 6seas

Ulceras superficiales

Destruccion del espesor total de la
piel

I Ulceras profundas

Penetra la piel grasa y ligamentos
sin afectar hueso, se encuentra

infectada
m Ulceras profundas mas abscesos Extensa y profunda, con secrecion
(osteomielitis) y mal olor

Necrosis de una parte del pie

\ Gangrena limitada (dedos, talén o planta)
Vv Gangrena extensa Afectacion en tqdo_ el pie y efectos
sistémicos
Grado:
Tiempo aproximado de aparicion de Ulcera:
¢ Conoce acerca de los cuidados en pie?
VII.  Valoracion de sensibilidad del pie diabético
Indicadores clinicos Exploracion fisica
Si No Si No
Hormigueos Deformidades 6seas
Adormecimiento
Dolor _ Atrofia muscular
Calor en piernas Hiperqueratosis
Cambios troficos en las uias
Rigidez

Sensibilidad del pie utilizando Monofilamento de Semmes-Weinstein

Pie izquierdo
Puntos plantares de cada pie - +

Pie derecho
- +

Primer dedo (falange distal)

Primer metatarsiano

Tercer metatarsiano

Quinto metatarsiano
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VIII.

Valoracion de lairrigacion sanguinea en el pie diabético

Indicadores clinicos

Si No

Calambres

Necrosis

Telangiectasis

Piel pélida

Piel delgada

Piel seca

Piel cuarteada

Edema

Pérdida de vellos en pies

Pérdida de vellos en piernas

Isquemia

Palpacion de pulsos distales del paciente

Pie izquierdo Pie derecho
Ausente Disminuido Normal Ausente Disminuido Normal
Pulso distal
pedial
Pulso tibial
posterior
indice Tobillo-Brazo (utilizando un Doppler o un esfigmomanémetro)
Presion arterial del tobillo mm/Hg
Presion arterial del brazo mm/Hg

Valor:
Clasificacién de indice Tobillo-Brazo
Estado Valor
Calcificacién arterial (alto riesgo vascular) >1.4
Normal 1.4-0.9
Enfermedad arterial obstructiva leve 0.9-0.7
Enfermedad arterial obstructiva moderada 0.7-0.5
Enfermedad arterial obstructiva grave <0.5

Clasificacion:
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IX. Pronéstico de la herida (Glcera en pie diabético)

Clasificacién de San Elian

Puntuacién

Factores
anatoémicos
topograficos

Localizacion o zona de la
herida inicial

1.- Falangica o digital con o sin extension
al resto del pie

2.-Metatarsal con o sin extension al resto
del pie

3.- Tarsal en talén y medio pie, con o sin
extension a todo el pie

Aspecto topografico

1.- Dorsal o plantar
2.- Lateral
3.- Mas de dos aspectos

No. De zonas afectadas

1.-Una
2.- Dos
3.-Todo el pie (heridas mdltiples)

Factores
agravantes

Isquemia (indice tobillo-
brazo)

0.- No isquemia: 0.91-1.21
1.- Leve: 0.7-0.9

2.- Moderada: 0.51-0.69
3.- Grave o critica: <0.5

Infeccion

0.- No infeccién

1.- Leve: Eritema <2cm, induracién, calor,
dolor y secrecion purulenta.

2.- Moderada: Eritema >2cm. Afectacion
de musculo, tendén, hueso o articulacion.
3.- Grave: Respuesta inflamatoria
sistémica.

Edema

0.- No edema

1.- Perilesional

2.- Solo el pie y/o la extremidad afectada
3.- Bilateral secundario a enfermedad
sistémica

Neuropatia

0.- No neuropatia

1.- Disminucion de la sensibilidad
protectora y vibratoria.

2.- Ausencia de la sensibilidad protectora
o vibratoria.

3.- Neuro-osteoartropatia diabética
(artropatia de Charcot)

Factores de
afeccion tisular de
la herida

Profundidad

1.- Superficial (s6lo piel)

2.- Ulcera profunda (toda la dermis)
3.- Todas las capas (Incluye hueso y
articulacion)

Area en cm?

1.- Pequefa <10 cm?
2.- Mediana de 10-40 cm?
3.- Grande> de 40 cm?

Fases de cicatrizacion

1.- Epitelizacion
2.- Granulacion
3.- Inflamacion

Grado Gravedad Puntaje

inicial

Pronéstico

Leve <10

Probable curacion exitosa de la herida

I Moderada

11-20

Riesgo de pérdida del pie; la respuesta dependera de la

terapia utilizada y de la respuesta biolégica del paciente
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X. Valoracién nutricional del paciente con pie diabético

21-30 Condicion con riesgo de pérdida de la extremidad y la vida,
1] Severa independientemente de la terapéutica empleada y la
respuesta del paciente
Grado:

Indicadores antropométricos

Peso actual (kg)

IMC

Circunferencia de Cintura (cm)

Peso habitual (kg)

Circunferencia mufieca (cm)

Circunferencia de Cadera (cm)

Talla (cm) Complexion ICC
Indicadores bioquimicos
Fecha de andlisis clinicos :
Glucosa mg/dL | Colesterol Triglicéridos
Tension arterial mg/Hg | Colesterol HDL Leucocitos
Hemoglobina glucosilada Colesterol LDL Cetonas
Antecedentes dietéticos
¢,Cuantas comidas realiza al dia?
¢SAcostumbra comer a las misma hora? Si No A veces
¢ Se salta comidas? Si No A veces
¢ Come entre comidas? Si No A veces
¢A qué hora le da mas apetito o antojos?
¢, Qué cantidad de liquidos consume en el dia?
¢, Come fuera de casa? Si No A veces
¢,Consume alimentos procesados? Si No A veces
¢ Toma siesta después de comer? Si No A veces

Frecuencia de consumo de alimentos

En la dltima semana, ¢ Cuantas veces comiste los siguientes alimentos

Cereales

Lacteos

= 1 203 4-6 = 1 203 4-6
= =
S vez veces veces 8] vez Vveces veces
1.- Arroz s I s J D | 21--Leche =0 O [a—) [a—)
2.- Bolillo o pan blanco de caja — — — — 22.- Quesos [ —) — — [—)
3.- Cereales industrializados 23.- Yogurt
e N s — — — — — —
4.- Sopa de pasta — — — —/ Leguminosas
5.- Tortillas de maiz ) ) ) ) | 24.- Frijoles o lentejas [—] — ) [
6.-Tortilla de harina — — — — 25.- Habas y garbanzos — — — —
7.- Pan de dulce, pastelitos, Alimentos de origen animal
galletas o Hot cakes | — | —] — —
8.- Atole o avena — [— [— — 26.- Carne de res — — [—] —_
9.- tam:?lles tlacoyos, sopes, [— [— [— [— 27.- Pollo — [— — —
quesadillas
10.-Hamburguesas, hot dog, pizza — — — — 28.- Carne de puerco — — — —
Azucares 29.- Huevo — —_ —_ —
11.- refresco o jugos industrializados [ I )} — — 30.- Chorizo o longaniza,
chicharrén de cerdo | — | — = | —
12.-gelatina o flan 31.-Jamon y salchicha u
CO CO C3 3 | owos embutidos — I =
13.-dulces paletas de caramelo y — — — — 32.- Pescados y mariscos
Helados — — — [—
l14.-azucar y chocolate en polvo (] () () () Verduras
15.-mermelada, cajeta y miel o T — — — 33.- verduras crudas —_ — — —_
Grasas 34.- verduras al vapor — — — [ —
16.-aceite vegetal — — — — 35.- ensalada de verduras — — — —
17.-aguacate [ — — ) | Frutas
18.-crema y mayonesa — — — — 36.- frutas secas — — — —
19.-mantequilla o margarina (o] (o] (o] (o] 37.- jugos de fruta — (o] (o] —
20.-cacahuate, nueces, pistaches, () () () () 38.- fruta fresca, cocteles (] () SD (]

Pepitas u otras




Recordatorio de 24 horas

Desayuno 1ra. Colacion Comida 2da. Colacion Cena
Horario Horario Horario Horario Horario
Lugar Lugar Lugar Lugar Lugar
Alimento Alimento Alimento Alimento Alimento

Alergias alimentarias:

Preferencias en la alimentacion:

51




Anexo 1C. Registro de valoracion clinica tras la aplicacion del tratamiento larval.

Registro del tratamiento con larvas de mosca Lucilia sericata en ulceras
infectadas de pie diabético y colecta de muestra microbiolégica

Nombre del paciente:

Hombre

No. telef

Direccion:

nico.

Mujer

No. de expediente:
No. celular:

Colecta de muestra microbioldégica antes de aplicar el tratamiento con larvas

Hora Fecha Clave de muestra
F1
Aplicacion de tratamiento con larvas de mosca Lucilia sericata (48-72 horas)
Tamafio | Tamario
Fecha Teji(_:io Secrecion | Malolor | aprox. de | aprox. de .H.o.ra de No. de N_o: de
necrotico * *% Ak la Ulcera | la Ulcera | iniciodel | larvas |revisiones
F1 (cm2) (cm) tx aplicadas
24
48
72
Retirar el tratamiento con larvas de mosca Lucilia sericata
. Tamafio
No. final Tejido de Secrecion| Mal olor Tejido | aprox. de
Fecha Hora de larvas gran*Liﬁuon ** okk necrotico | la Uicera
= * (cm2)

Colecta de muestra microbiologica posterior a aplicacion del tratamiento con larvas

Hora Fecha Clave de muestra
F2
Tejido
O, .
* 75% o mas 50% 25% o esfacelado *, **kk Porcentaje
menos (TE) proporcional al tamafio
Purulenta de la Ulcera
. Serosa .
*x (amarillo o Serosanguinolenta (rosa)
(clara)
verdoso)
el Fuerte Poco fuerte Nada
jaleielel 75% o mas 50%0 25% I Nada
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Capitulo 2
Determinar la presencia de Staphylococcus aureus en ulceras de

pie diabético antes y después del tratamiento con larvas de

Lucilia sericata.
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Resumen
Uno de los factores agravantes en las Ulceras de pie diabético es el proceso

infeccioso, que complica la 6ptima evolucion y cierre de la herida, lo que trae como
consecuencia la amputacion de la extremidad inferior o al riesgo de perder la vida.
Entre los microorganismos relacionados con ulceraciones en pie diabético se
mencionan a los cocos Gram positivos, como Staphylococcus aureus que es
considerado el mas frecuente. El presente estudio tuvo por objetivo determinar la
presencia de Staphylococcus aureus en Ulceras de pie diabético antes y después
de aplicar un tratamiento con larvas de Lucilia sericata estériles, y evaluar su
accion, como control bioldgico, de S. aureus. Se realizd la toma de muestra de
exudados en cuatro pacientes (antes y después del tratamiento con larvas de
Lucilia sericata) mediante hisopos estériles. Las muestras fueron inoculadas en
tubo de ensaye conteniendo caldo soya tripticaseina y fueron incubadas durante
24 horas a 37°C; pasado este tiempo, se hicieron resiembras en agar sal y
manitol; los cultivos fueron incubados durante el mismo tiempo y temperatura
antes indicados. Una vez que se observo la presencia de colonias se hicieron
aislamientos de colonias amarillas (caracteristicas de S. aureus) y se aplico la
técnica de siembra y resiembra para obtener cultivos puros lo cual fue verificado
por tincion de Gram. Estos fueron caracterizados mediante pruebas bioquimicas
convencionales. En tres de los pacientes se observo el crecimiento de colonias
amarillas en agar sal manitol previo a aplicar el tratamiento larval y posterior al
procedimiento el crecimiento de colonias fue de color blanco. Se obtuvieron 32
aislados puros provenientes de cuatro pacientes diabéticos con ulcera en pie, de
los cuales dos fueron cocobacilos Gram positivos y el resto estafilococos Gram
positivos. Un 6% de los cultivos resultd positivo a la prueba de coagulasa lo cual
pone en evidencia la probable presencia de S. aureus. La actividad hemolitica
estuvo representada en un 50% de los aislados y mas de un 78% resulto
anaerobio facultativo en fructuosa. Mas del 90% de los cultivos aislados
presentaron caracteristicas morfologicas del género Staphylococcus, y de estos un

6% son probables Staphylococcus aureus.
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Abstract
One of the aggravating factors in diabetic foot ulcers is the infectious process,

which complicates the optimal evolution and closure of the wound, as a worse
consequence leads to the amputation of the lower extremity or the risk of losing
one's life. Among the microorganisms related to this are mentioned the Gram-
positive cocci, such as Staphylococcus aureus which is considered the most
frequent. The objective of the present study was to determine the presence of
Staphylococcus aureus in diabetic foot ulcers before and after treatment with
sterile Lucilia sericata larvae, and to evaluate its action, as a biological control, of
S. aureus. Sampling of exudates was performed in four patients (before and after
treatment with Lucilia sericata larvae) using sterile swabs. Samples were
inoculated in test tube containing trypticasein soy broth and incubated for 24 hours
at 37 ° C; after this time, reseeds were made on salt, agar and mannitol; the
cultures were incubated during the same time and temperature indicated above.
Once the presence of colonies was observed, isolations of yellow colonies
(characteristics of S. aureus) were made and the seeding and reseeding technique
was applied to obtain pure cultures, which was verified by Gram stain. These were
characterized by conventional biochemical tests. In three of the patients the growth
of yellow colonies on mannitol, salt, agar was observed before applying the larval
treatment and after the procedure the growth of colonies was white. We obtained
32 pure isolates from four diabetic patients with foot ulcer, of which two were Gram
positive coccobacilli and the rest Gram positive staphylococci. 6% of the cultures
tested positive for the coagulase test, which makes evident the probable presence
of S. aureus. The hemolytic activity was represented in 50% of the isolates and
more than 78% was facultative anaerobic in fructose. More than 90% of the
isolated cultures presented morphological characteristics of the Staphylococcus

genus and of these 6% are likely Staphylococcus aureus.
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Introduccion
La infeccion en pie diabético es el padecimiento méas frecuente de infecciones en

la piel y tejidos blandos, que afectan el manejo y prondéstico de curacion. Se trata
de una complicaciébn que pueden inducir la amputacion de las extremidades
afectadas o inclusive la muerte por sepsis (Beltran et al., 2001; Hernandez, 2014).
En pacientes con pie diabético la neuropatia, la enfermedad vascular periférica
(hipoxia celular), la deficiencia del sistema inmune (defectos de la funcion
leucocitaria, quimiotaxis y capacidad fagocitica) y la pérdida de la barrera cutanea,
se combinan para favorecer la aparicion y progresion del proceso infeccioso
(Hernandez, 2014).

En la infeccion del pie diabético se presentan con mayor frecuencia los cocos
Gram positivos, de ellos Staphylococcus aureus es el mas frecuente, seguido de
Streptococcus spp. y Enterococcus spp., ademas de bacilos Gram negativos y
Enterobacterias (Beltran et al. 2001; Martinez, 2004; Barberan, 2009; Bocanegra
et al., 2013); pueden encontrarse también bacterias multirresistentes que incluye a
S. aureus resistente a la meticilina (MRSA), estafilococos coagulasa negativa
(SCN) y enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE) (Barberan, 2009; Echeverria et al., 2017).

Staphylococcus aureus es un patégeno de gran importancia médica por su alta
morbi-mortalidad a nivel comunitario e intrahospitalario por ser un patdgeno
potencial y causante de mdultiples enfermedades (Camarena y Sanchez, 2001;
Bustos et al., 2006; Camussone y Calvinho, 2013; Zendejas-Manzo et al. 2014;
Cervantes-Garcia et al. 2014). Sin embargo, no es el Unico del género
Staphylococcus que juega un papel importante en la etiologia de infecciones; los
estafilococos coagulasa negativa (SCN) estan involucrados también en patologia
infecciosa, de ellos Staphylococcus epidermidis, S. haemolyticus y S.
saprophyticus son los mas significativos (Herrera et al., 2001; Cuevas et al., 2008;
Farifia et al., 2013).

La patogenicidad de los estafilococos se debe, entre otros factores a su capacidad
para adherirse y formar biopeliculas, lo cual los protege de la accion de los
antimicrobianos y los mecanismos de defensa de los hospederos. Ademas, S.

aureus producen enzimas extracelulares que contribuyen a degradar los tejidos
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invadidos y permite que persista la infeccion (Farifia et al., 2013; Pinheiro et al.,
2016).

El conocimiento de la patogenia de este tipo de infecciones fomenta el desarrollo
de medidas preventivas y terapéuticas eficaces, que contribuyen a la cura de las
lesiones y a evitar amputaciones. Considerando lo anterior, el objetivo de este
trabajo de investigacion fue determinar la presencia de Staphylococcus aureus en
Ulceras de pie diabético antes y después del tratamiento con larvas de Lucilia

sericata.

57



Revision bibliogréfica

Las infecciones en la piel y tejidos blandos son las infecciones mas frecuentes en
los humanos y generalmente comprenden una respuesta inflamatoria o sistémica,
de cuadro clinico variable (Arteaga y Arteaga, 2006). Pueden ser primarias al
manifestarse en piel sana o con lesiones pequefas, 0 secundarias cuando
suceden en una piel alterada o con heridas (Sosa y Sosa, 2013). Los tejidos
blandos son los tejidos, 6érganos y espacios ubicados entre la piel y los huesos.
Estan formados por tres capas: epidermis, dermis y tejido celular subcutaneo
(Saavedra et al., 2011).

La microbiota de la piel estd conformada por microorganismos que la colonizan
establemente en la superficie, ya sean bacterias, hongos o parasitos; esta relacion
entre la piel y los microorganismos es beneficiosa para ambos, sin embargo,
puede llegar a ser perjudicial tras romper el equilibrio entre huésped y la
microbiota (Suarez, 2013).

La microbiota se divide en flora residente y flora transitoria. La primera es
representada por organismos capaces de reproducirse y subsistir en la superficie
cutanea. La segunda la conforman organismos que son depositados en la barrera
cutdnea desde el medio ambiente, pero no pueden adherirse a ella. Los
microorganismos residentes son bacterias que incluye a: Coryneiformes (Ej.
Corynebacterium), estafilococos coagulasa negativa (S. epidermidis, S.
haemolyticus, S. saprophyticus, S. hominis, S. capitis, S. cohnii, S. wameri, S.
xilosus y S. simulans), micrococos, Acinetobacter (A. baumanii), Pseudomonas y
Enterobacterias (E. coli, Proteus, Enterobacter, Klebsiella). Los organismos
transitorios que se asocian al proceso infeccioso estan representados
principalmente por bacterias Gram positivas como, Streptococcus del grupo A 'y
Staphylococcus aureus (Santamaria y Alvarado, 2002).

En la infeccion del pie diabético se presentan con mayor frecuencia
microorganismos del género Staphylococcus spp. (Hernandez et al., 2014),
seguido de los Streptococcus spp. (Segovia et al., 2017); se encuentran también
Enterococcus spp., y bacilos Gram negativos como: Pseudomonas spp VY
Enterobacterias, entre otros microorganismos anaerobios (Beltran et al. 2001;
Martinez, 2004; Barberan, 2009; Bocanegra et al., 2013).
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Las caracteristicas microbioldgicas de las ulceras en pie diabético varian en los
diferentes tipos de infeccion y generalmente los microorganismos presentes
proceden de la microbiota de la piel (Echevarria e Iglesias, 2003). El patdgeno
mas importante en las ulceraciones diabéticas por su patologia infecciosa es
Staphylococcus aureus, ya sea como agente Unico o como parte de una infeccién
mixta (Beltran et al. 2001; Martinez, 2004; Barberan, 2009; Martinez et al., 2009;
Echeverria et al.,, 2017). Ademas de S. aureus, en el pie diabético pueden
encontrarse microorganismos multiresistentes debido a que los pacientes han
recibido terapias que incluye a antibiéticos, han sido intervenidos quirGrgicamente
0 han estado hospitalizados recientemente, tal es el caso de Staphylococcus
aureus que es resistente a la meticilina (MRSA), estafilococos coagulasa negativa
(SCN), enterococos, enterobacterias productoras de betalactamasas de expectro
extendido (BLEE), bacilos Gram negativos o en ocasiones por hongos (Barberan,
2009; Echeverria et al., 2017).

Los Staphylococcus, son causantes de infecciones tanto en la comunidad como
en el ambito hospitalario, principalmente de las frecuentes en la piel y tejidos
blandos y las relacionadas con la utilizacion de dispositivos médicos (catéteres y
protesis) (Cuevas et al., 2008). Estas constituyen uno de los problemas de mayor
preocupacion en salud publica en todo el mundo (Laspina et al., 2008), ya que
poseen gran capacidad de formar biopeliculas (slime) que los protegen de los
antimicrobianos y de los mecanismos de defensas del hospedero (Barberan, 2009;
Lopez et al., 2016); ademas sintetizan enzimas que contribuyen a degradar los
tejidos y ampliar su patogenicidad (Farifia et al., 2013).

Actualmente, han sido descritas alrededor de 32 especies de Staphylococcus, de
las cuales 16 forman parte de la microbiota de la piel y mucosas del humano,
volviéndose patdgenos en pacientes inmunodeprimidos (Cervantes-Garcia et al.
2014).

Los estafilococos son bacterias Gram positivas anaerobias facultativas que
aparecen agrupadas en cadenas cortas, tétradas o en formas irregulares de
racimos de uvas (Camarena y Sanchez, 2001), la mayoria de estos producen

catalasa, y los diferencia de los géneros Streptococcus y Enterococcus, que son
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negativos a esta prueba (Cervantes-Garcia et al. 2014). Los Staphylococcus se
clasifican en dos grupos, el primero que incluye a los coagulasa positiva como lo
es Staphylococcus aureus, y el segundo grupo denominado coagulasa negativo
(SCN) del cual las especies mas importantes son S. epidermidis, S. haemolyticus,
S. saprophyticus, S. hominis, S. capitis y S. warneri (Herrera et al., 2001).
Staphylococcus aureus es un coco Gram positivo, no mévil ni formador de
esporas, agrupado en racimos similares a los de uvas, produce catalasa,
coagulasa, hemdlisis (la mayoria de las cepas) y es anaerobio facultativo. Sus
colonias miden entre 1 a 3 mm y presenta pigmento amarillo (Bustos et al., 2006).
S. aureus es un patégeno de gran importancia médica por su alta morbi-mortalidad
a nivel comunitario e intrahospitalario (Camarena y Sanchez, 2001; Bustos et al.,
2006; Camussone y Calvinho, 2013; Zendejas-Manzo et al. 2014; Cervantes-
Garcia et al. 2014) y es causante de multiples enfermedades en humanos, entre
ellas: infecciones de la piel y tejidos blandos (produce lesiones superficiales y
abscesos), del sistema nervioso central, de las vias respiratorias, del tracto
urinario e infecciones profundas como osteomielitis y endocarditis, que pueden
comprometer la vida; ademas, ocasiona intoxicacion alimentaria y el sindrome del
shock toxico (Bustos et al., 2006; Pérez et al., 2014).

En cuanto a los factores de patogenicidad de Staphylococcus aureus (figura 1y
tabla 1), los cuales aunados a su capacidad adaptativa (presencia de adhesinas)
gue propician la infeccion en el hospedero, se encuentra a la capsula mucoide
polisacarida y los componentes antigenos de la pared celular, la produccion de
enzimas (Ej. catalasa, coagulasa, hialuronidasa, estafiloquinasas, lipasas, beta-
lactamasas y proteasas) y la secrecion de toxinas (hemolisinas, leucotoxinas,
enterotoxinas), que promueven la cronicidad de la infeccion, ya que permiten la
adaptaciéon del microorganismo (Camarena y Sanchez, 2001; Zendejas-Manzo et
al. 2014; Cervantes-Garcia et al. 2014 ).
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Leucodicina
Hialuronidasa Panton-Valentine
(PVL) Biofim

o Enterotoxinas: A, B, G1-3, 0, E, H
- Sindrome del choque toxico-1 (TSST-1)
" Toxinas exfoliativas A, B

Pepfidoglicano o
,Gapsula: serotipos 5y 8
Toxina-a. =
i
Hemolisinas: "
ChY.S

Blastasas (metaloproteasas)

Fosfolipasa G
Adhesinas: MSCCRAMMS factor de agrega-
cion (clumping factor), prateina de union a la
fibronectina, proteina de union al fibrindgeno,
sialoproteinas, proteinas de union a colageno,
polisacaridos de adhesion.

Figura 1. Factores de patogenicidad de Staphylococcus aureus (Cervantes-Garcia
et al., 2014).

La pared celular de la bacteria comprende dos componentes, el acido lipoteicoico
y el peptidoglicano. Este ultimo es un componente basico, ya que le confiere
rigidez y resistencia osmoética a la bacteria, entre otras propiedades como:
actividad endotodxica, produccion de interleucina-1 por monocitos, estimula
guimiotaxis y agregacion de los leucocitos, activa al complemento ademas de
producir anticuerpos opsonizantes.

Los &cidos lipoteicoicos estan involucrados en el proceso inflamatorio y en la
liberacién de citosinas por los macréfagos y demas células que comprenden el
sistema inmune (Cervantes-Garcia et al. 2014).

La capsula mucoide es una capa de polisacaridos que le proporciona adherencia
a las mucosas del hospedero y le provee efecto antifagocitico a Staphylococcus
aureus (Cueto y Pascual, 2009). Otros acidos que juegan un papel importante en
la cdpsula mucoide son los teicoicos que contribuyen en la union de la bacteria
con la mucosa de los hospederos a partir de uniones especificas a la fibronectina.

La proteina A presente también en la pared celular funciona como factor de
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patogenicidad ya que activa al complemento e interfiere en las funciones de las
inmunoglobulinas, por lo que previene la eliminacion del microorganismo,
inhibiendo la opsonizacion y la fagocitosis, ademas de que es fundamental para la
identificacion de Staphylococcus aureus (Seija, 2008).

Entre la produccién de enzimas propias de las bacterias esta la coagulasa con la
capacidad de convertir sin intervencion de factores plasmaticos al fibrin6geno en
fibrina, produciendo la coagulacién del plasma, lo cual origina sepsis y abscesos;
con ello se evita la fagocitosis de las bacterias. La catalasa y la hialuronidasa son
otras enzimas que se manifiestan en el proceso infeccioso, la primera, a partir de
la degradacion de perdxido de hidrégeno, brinda proteccion a las bacterias contra
la fagocitosis, mientras que la segunda se encarga de degradar al acido
hialurénico de la matriz del tejido conectivo, lo cual promueve la diseminacion de
la infeccion.

Entre otras enzimas que produce S. aureus estan: ADNasas, lipasas,
estafiloquinasas, proteasas, penicilinasas y fosfatasas que contribuyen en la
generalizacion de la infeccion y produccion de lesiones (Camarena y Sanchez,
2001).

Staphylococcus aureus produce ademas toxinas involucradas también en el
proceso infeccioso que incluye: las hemolisinas y las leucocidinas, ambas de
accion general, y especializadas como las exfoliatinas o toxinas epidermoliticas, la
toxina del shock téxico y enterotoxinas.

Existen hemolisinas como la alfa, beta, gamma y delta, que tienen capacidad
hemolitica y citolitica, y actian hacia una variedad de células en el hospedero
(leucocitos, neutrofilos, monocitos, eritrocitos, macrofagos, plaquetas y células
endoteliales). La hemolisina alfa o alfa toxina, interviene en la presencia de edema
y dafio al tejido como consecuencia del cambio en la permeabilidad de las
membranas (cambios en el balance i6nico) de células endoteliales, esta toxina se
considera neurotoxica y dermonecrética y es la responsable principal de la
hemodlisis que se forma alrededor de las colonias de S. aureus.

Las leucocidinas causan la degranulacion del citoplasma, hinchamiento celular y

lisis en el huésped, tras la alteracion de la permeabilidad celular. Las toxinas
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exfoliatinas o epidermoliticas, tiene capacidad proteolitica (desencadena la
exfoliacion) y desarrollan el sindrome de la piel escaldada. Existen dos serotipos
de estas toxinas, el A y el B, ambos actian destruyendo los desmosomas del
estrato granuloso de la epidermis, sin producir citdlisis o inflamaciéon (Camarena y
Sanchez, 2001; Zendejas-Manzo et al. 2014).

Los superantigenos son proteinas que inactivan el sistema inmune, comprenden a
la toxina del choque toxico y las enterotoxinas estafilocécicas (15 enterotoxinas
diferentes). Se encargan de inducir la liberacion de citosinas por macréfagos y
linfocitos T y son responsables de intoxicaciones alimentarias, al ser resistentes a
las enzimas digestivas del hospedero, respectivamente (Cervantes-Garcia et al.
2014).
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Tabla 1. Factores de patogenicidad en Staphylococcus aureus (Zendejas-Manzo

et al., 2014; Cervantes-Garcia et al., 2014).

Factor de virulencia

Accién

Manifestaciones
clinicas

Cépsula mucoide

Evita la quimiotaxis y fagocitosis
Es una adhesina

Peptidoglicano

Estabilidad osmética
Actividad endotoxica
Produce anticuerpos opsonizantes

Acido lipoteicoico

Participa en el proceso inflamatorio
Libera citocinas por células del sistema inmune

Acido teicoico

Contribuye en la unidon de la bacteria con la
mucosa del huésped (uniones especificas a la
fibronectina)

Interfiere en las funciones de las

inmunoglobulinas;

Infecciones de piel y
tejidos blandos
Abscesos

Proteina A . . .
Estimula respuesta inflamatoria
Inhiben la opsonizacion y la fagocitosis
Enzimas
Convierte el fibrinbgeno en fibrina
Coagulasa Coagula el plasma
Evita la fagocitosis Destruccion de
Degrada peréxido de hidrogeno »
Catalasa ; o tejidos
Evita la fagocitosis .
Degrada el &cido hialurénico del tejido conectivo Infecciones
Hialuronidasa Disemina la infeccion metastasicas
- - - — — Osteomielitis
DNAsas Diseminan la infeccién en el tejido (Invasion y
Estalﬁ:gai?:asas Producen lesiones penetracion
Protgasas de tejido en el
hospedero)
Colagenasas
Fosfatasas
Penicilinasas Hidroliza la penicilina
Toxinas
Capacidad hemolitica y citolitica
" s Edema
Hemoliticas Neurotoxica :
. Necrosis
Dermonecrotica
Leucocidinas Lisis celular Infeccién de piel
Toxinas exfoliatinas o | Capacidad proteolitica Sindrome de piel
epidermoliticas Lisis celular escaldada
. Inactivan el sistema inmune Sindrome del shock
Toxina del choque ; . o .
b Liberacién de citocinas toxico
téxico o) B} . . -
Extravasacion de las células endoteliales Hipotension
Enterotoxinas Inactivan el sistema inmune Intoxicaciones
estafilocécicas Presenta resistencia a enzimas digestivas alimentarias

64




La infeccion se disemina al atravesar la barrera cutaneo-mucosa, las bacterias
alcanzan rapidamente al tejido celular subcutaneo y forma abscesos, lo cual da
manifiesto a la respuesta inflamatoria del hospedero y a la presencia de
supuracion (Castafion, 2012). Este tipo de infecciones en piel y tejidos blandos
pueden hacerse mas invasivas causando neumonia, osteomielitis, artritis, sepsis o
inclusive la muerte (Seija, 2008).

Entre los componentes especificos de la bacteria que originan la adherencia a los
tejidos del huésped, para su posterior colonizacién y resistencia a antibiéticos, se
cuenta con proteinas de la superficie conocidas como componentes microbianos
de superficie que se adhieren a moléculas tisulares (MSCRAMM). Estas proteinas
expresan gran patogenicidad, ya que incentivan la diseminacion de S. aureus, a
partir de su capacidad para unirse a otras proteinas como el fibrindgeno, la
fibronectina y el colageno. Una vez colonizada la superficie del tejido, S. aureus
produce una biocapa bacteriana (biopelicula o biofilm) compuesta por polisacarido
de adhesion intracelular (PI1A), que la protege de la actividad del sistema inmune
del hospedero y de los antimicrobianos (Cueto y Pascual, 2009; Castafion, 2012).
Otros factores de virulencia son el depdsito de complejos inmunes y su posterior
liberacion de necrosis tumoral, entre otras sustancias que desencadenan
coagulacion intravascular diseminada (Diaz, 2006).

Conjuntamente todos los factores anteriormente mencionados hacen a
Staphylococcus aureus un patégeno sumamente peligroso para el hospedero.

En diversos estudios coinciden que los estafilococos coagulasa negativos (SCN),
considerados por muchos afios como contaminantes tras aislarse en diversos
cuadros clinicos, juegan un papel importante en la etiologia de infecciones
(Herrera et al., 2001; Cuevas et al., 2008; Farifia et al., 2013) y se les ha asociado
con bacteremias relacionadas a la utilizacion de dispositivos médicos (catéteres,
valvulas, entre otras protésis), abscesos superficiales, infecciones en la piel y
tejidos blandos, oftalmolégicas y urinarias (Pedrari, 2007).

Las especies de Staphylococcus mayormente involucradas en patologias

infecciosas son: S. epidermidis, S. haemolyticus y S. saprophyticus; en menor
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proporcion estan:, S. lugdunensis, S. hominis, S. warneri, S. simulans, S. capitis,
S. auricularis, S. cohnii, entre otros. La virulencia de los SCN refiere
principalmente a la capacidad de algunas cepas de presentar adhesinas y formar
biopeliculas en determinado cuadro clinico (Pinheiro et al., 2016), lo cual les ayuda
a adheririse y protegerse de la accion de los antimicrobianos, asi como de los
mecanismos de defensa del hospedero. Ademds, sintetizan enzimas
extracelulares que incluye a lipasas, DNAasas, termonucleasas, hemolisinas, que
contribuyen a degradar los tejidos y a que persista el proceso infeccioso (Farifia et
al., 2013).

Estudios recientes han demostrado que entre 70 y 80% de los SCN son
resistentes a la meticilina y actualmente surge entre ellos la resistencia a
vancomicina 0 con concentraciones inhibitorias minimas (CIM) de este;
caracteristica muy parecida a la que se presenta con Staphylococcus aureus
(Montufar et al., 2016).

De entre los SCN, Staphylococcus epidermidis predomina y es altamente
resistente a multiples antibiéticos (Pedrari, 2007; Rodriguez et al., 2012; Farifia et
al., 2013; Nakatsuji et al., 2018). Esta especie ha desarrollado resisitencia similar a
S. aureus hacia la meticilina, e incluso ha presentado tasas mas altas de
resistencia que este ultimo (Brefia et al., 2009). Ademas, suele ser resistente a
macrolidos, lincosaminas, aminoglicésidos y fluoroquinolonas (Garcia et al., 2003).
Se conoce poco a cerca de su patogenicidad, sin embargo, su capacidad de
producir biopeliculas (desarrollo masivo de células bacterianas encerradas dentro
de una matriz extracelular amorfa, esta compuesta de DNA, proteinas y
polisacaridos extracelulares) a partir del acido teicoico que se encuentra en la
pared celular de todos los estafilococos, le atribuye gran patogenicidad (Nguyen et
al., 2017).

Staphylococcus haemolyticus es el segundo SCN aislado con mayor frecuencia en
infecciones hospitalarias (Barros et al., 2012), asociadas principalmente con
pacientes inmunodeprimidos y con aquellos que utilizan dispositivos médicos. Este
microorganismo no es muy patdégeno pero su éxito en el hospedero destaca por

su alta resistencia a los antibioticos (Takeuchi et al., 2005), entre ellos las
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penicilinas, cefalosporinas, macrolidos, tetraciclinas, quinilonas, aminoglucésidos,
glucopéptidos y fosfomicinas (Czekaj et al., 2015); Ademas, fue el primero de los
SCN en mostrar resistencia a la vancomicina (Farifia et al., 2013).

Otro SCN de importancia médica es Staphylococcus saprophyticus, causante
frecuente de infecciones en el tracto urinario principalmente en mujeres (Hirsel,
2004), puede también causar este tipo de infecciones en nifios, nifias y hombres
de cualquier edad. Se ha relacionado con endocarditis y bacteremias (Orden et al.,
2008), sin embargo, presenta mayor adherencia a células uroepiteliales.
Generalmente es susceptible a la mayoria de los antibidticos empleados en
infecciones urinarias, a excepcion del acido nalidixico (Raz et al., 2005), y no es
hemolitico (Farifia et al., 2005). Dentro de los factores de patogenicidad presentes
en S. saprophyticus estan las adhesinas que se unen a la fibronectina, entre otras
proteinas como la (hemaglitinina), asociadas a la superficie.

En la tabla 2 se muestran los factores de patogenicidad de estafilococos

coagulasa negativo (SCN).

Tabla 2. Factores de patogenicidad de estafilococos coagulasa negativo (SCN),

significativos en patologia infecciosa (Takeuchi et al., 2005; Seija, 2008).

Estafilococos Factor de »
coagulasa negativa virulencia Accion
(SCN)
Adhesinas PS/A* » .
Otras proteinas Adhesion ba.ct.erlana
: a la superficie de
asomada_s_a la cuerpos extrafios
superficie
S. epidermidis Proteccién ante los
S. saprophyticus antimicrobianos y
Formacion de defensas del
biopeliculas huésped
Diseminacion
bacteriana
S. haemolyticus Multirresistencia a Falta de actividad
S. epidermidis los antibioticos ** antimicrobiana

*(APS) adhesina polisacarida capsular
**Staphylococcus haemolyticus con alta resistencia
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En todos los estafilococos la resistencia a los antimicrobianos fue reportada desde
1960 (Laspina et al., 2008; Miranda, 2011), principalmente ante los betalactamicos
(meticilina, oxacilina, cefalosporinas de primera y hasta cuarta generacion y
carbapenems), su resistencia esta influida por la sobreproduccion de proteina de
unién a penicilina (PBP) que a su vez esta codificada por el gen mecA (Gonzéalez
et al., 2005; Castro et al., 2006), lo que impide que el antibiético pueda adherirse y
bloquear la accion de la enzima transpeptidasa (Bermejo et al. 2012). Existe
también un mecanismo de resistencia que se presenta ante otros grupos de
antibiéticos como las quinolonas (ciprofloxacino, ofloxacino, levofloxacino, acido
nalidixico y moxifloxacino) y las lincosamidas como lincomicina y clindamicina
(Echevarria e Iglesias, 2003).

La resistencia se da por distintos mecanismos que favorecen su subsistencia,
entre ellos: la inactivacion enzimatica de las bacterias (en la cual estas producen
una enzima que se encarga de alterar o destruir la estructura quimica de un
antibidtico determinado, la alteracion de las barreras de permeabilidad (que impide
al antibidtico poder traspasar la membrana o0 genera su expulsion) y la
modificacion o cambio del sitio blanco (los sitios blanco son proteinas o algun otro
componente de la estructura bacteriana a las cuales se une el antibiético para
posteriormente ejercer su accion antimicrobiana, la bacteria altera el sitio blanco y
con esto impide la funcion antibidtica) (Echevarria e Iglesias, 2003).

Actualmente la multirresistencia presente en los estafilococos ha incrementado la
morbi-mortalidad y los costos en la atencion de infecciones originados por el
mismo (Cervantes-Garcia et al. 2014; Silva J, 2006; Echevarria e Iglesias, 2003);
Por lo que es de importancia clinica el determinar precozmente la presencia de los
microorganismos implicados (Hernandez, 2014).

Los métodos tradicionales de identificacion bacteriana se basan en la
caracterizacion fenotipica, a partir de las caracteristicas observables fisicas y
tintoriales (morfologia de las colonias y tincion de Gram) de las bacterias, asi

como sus propiedades bioquimicas y metabdlicas (Harvé, 2015)
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Con la caracterizacion fenotipica es posible determinar a nivel de género y especie
la identidad del o los microorganismos implicados en el proceso infeccioso, sin
embargo, no proporcionan una identificacion certera. EI método consiste en
comparar las caracteristicas fenotipicas de las bacterias a estudiar con aquellas
gue ya se conocen (Cercenado y Canton, 2010; Harvé, 2015).

Para la identificacion fenotipica de las bacterias se realizan pruebas bioguimicas
determinantes (aquellas reacciones que evidenciardn la capacidad de producir
enzimas o catabolizar sustratos), entre las que se encuentran: la prueba de
catalasa, oxidasa, ureasa, coagulasa, DNAsa, hidrolisis de gelatina, lipasa,
decarboxilasas, utilizacion de citratos, indol, 6xido-fermentacion, reduccion de
nitratos y nitritos, rojo de metilo, fermentaciéon de azlcares, entre otras pruebas
determinantes de resistencia a ciertas sustancias (Bou et al., 2011).

Para la identificacion de los estafilococos, generalmente utilizan las siguientes
pruebas: catalasa (permite diferenciar a los estafilococos de los géneros
Streptococcus y Enterococcus), coagulasa (para diferenciar a Staphylococcus
aureus de otras especies de Staphylococcus coagulasa negativos),
desoxirribonucleasa (DNAsa, presente en S. aureus), nucleasa termoestable,
ureasa y susceptibilidad a la Novobiocina (que diferencia a S. saprophyticus de los
SCN) (Hernadez et al., 2005; Seija, 2008; Zendeja et al., 2014). Ademas de la
fermentacion de manitol y glucosa, y la produccion de fosfatasa alcalina
(Cervantes-Garcia et al. 2014). En cuanto a su capacidad para crecer en
presencia o ausencia de aire, el género es aerobio-anaerobio facultativo (Seija,
2008).

Los medios de cultivo selectivos para aislar a Staphylococcus, se utiliza,
principalmente, agar sal y manitol o medio de Chapman, agar estafilococos No.
110 y agar ADNasa (Zendejas-Manzo et al. 2014). Se dice también, que en
medios de cultivos no selectivos como agar sangre, agar chocolate y agar infusion
cerebro-corazén, los estafilococos presenta un buen crecimiento (Cervantes-
Garcia et al. 2014).

69



En la tabla 3 se muestran las caracteristicas microbiolégicas principales de los

Staphylococcus patégenos.

Tabla 3. Caracteristicas microbioldgicas para la identificacién de los

Staphylococcus patégenos (Garcia et al., 2003; Hernandez et al., 2005; Castro et
al., 2006; Seija, 2008; Farifia et al., 2013; Zendeja et al., 2014; Cervantes et al.

2014).

Criterio

Especie

S. aureus S. epidermidis

S. haemolyticus

S. saprophyticus

Coagulasa +

DNAsa

+

Nucleasa termoestable

+

+

+

+

Ureasa \Y
Susceptibilidad a la

N R

Novobiocina

R

+

Fermentacion de manitol

+

Fermentacion de glucosa

+

Anaerobio facultativo +

+

++|<| @

V: variable; R: resistente

Con base en la tabla anterior, Staphylococcus aureus es la especie mas virulenta

en comparacion con los estafilococos coagulasa negativos que muestran

comportamientos metabodlicos mayormente negativos a las pruebas descritas.

Objetivo

Determinar la presencia de Staphylococcus aureus en Ulceras de pie diabético

antes y después del tratamiento con larvas de Lucilia sericata.
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Material y métodos
Durante el mes de febrero a septiembre de 2017, se incluyeron pacientes

diabéticos con Ulcera infectada en pie que cumplieron los criterios de inclusion,
esto es ambos géneros de entre 50 y 70 afios de edad, sin administracion de
tratamiento antibiético y sin haber estado hospitalizado tres semanas previo a su
participacion en el proyecto: Aplicacion de larvas de mosca Lucilia sericata, como
control biolégico de Staphylococcus aureus en Ulceras de pie diabético. Se inicio la
aplicacion del tratamiento a partir de la firma del consentimiento informado por
cada paciente de acuerdo con Contreras et al. (2016).

Colecta y procesamiento de muestra bacteriologica antes y después de aplicar
tratamiento con larvas estériles

Antes de colectar la muestra para su posterior analisis fue indispensable limpiar
con suero fisiologico estéril la zona de la Ulcera y secar con gasas estériles
ligeramente presionadas. Una vez realizada esta accion, se procedi6 a colectar la
muestra de exudado en el interior de Ulceras en pie diabético, la toma se realizo
antes y después de aplicar el tratamiento con larvas de mosca Lucilia sericata,
previamente esterilizadas (descrito en el capitulo 2 de este documento). El lapso
de tiempo para obtener la muestra bacteriolégica, posterior al tratamiento fue de
entre 48 a 72 horas, esto de acuerdo al crecimiento de las larvas en la herida.

La muestra de exudado se tomd mediante un frotis con hisopo estéril de algodén
en lo mas profundo de la ulcera y se inoculé en tubos de ensaye conteniendo
caldo soya tripticasa, seguido se incubo el cultivo a 37°C por 24 horas. Pasado
este tiempo, se sembro en agar sal y manitol y se dejé nuevamente en incubadora
durante 24 horas a 37°C. Este mismo procedimiento se realiz6 en ambas colectas
de muestras, antes y después de aplicar tratamiento con larvas.

Observaciones macroscopicas de las colonias bacterianas

Se observaron las caracteristicas de las colonias crecidas en el medio de cultivo
selectivo (para el género Staphylococcus) agar sal y manitol y se hicieron registros
del tamafio, forma, consistencia y color de las colonias seguido del aislamiento de

estas, considerando la formacion de pigmento amarillo (distintivo de S. aureus).
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Andlisis microscopico

Mediante la técnica de siembra y resiembra se obtuvieron cultivos bacterianos
puros, caracterizados mediante tincion de Gram (anexo 3A) y observacion al
microscopio Optico; se observo la morfologia de la bacteria, su afinidad tintorial y
su manera de agrupacion. Los cultivos puros fueron conservados en viales
conteniendo agar soya.

Nomenclatura de los cultivos bacterianos

Para diferenciar a los cultivos se utilizd6 una clave asignada a cada paciente de
acuerdo al orden de atencion: primer paciente (1), segundo (2), tercero (3) y cuarto
(4), seguido de una A para indicar la toma de muestra antes del tratamiento y una
D si fue tomada posterior a este; se afiadié una letra del alfabeto (mintscula) para
diferenciar a las colonias aisladas en un cultivo original, y un nimero (en su caso)
para indicar que es un aislado de la colonia aislada del cultivo original. Por
ejemplo: 1Ael, es la muestra del paciente 1 tomada antes del tratamiento, de la
colonia e y su aislamiento 1; 1Dal es el cultivo perteneciente al paciente 1
después de aplicar el tratamiento, de la colonia a y su aislado 1.

Caracterizacion metabodlica de los cultivos bacterianos mediante pruebas
bioquimicas

Se procedid a realizar pruebas bioquimicas a los cultivos puros para
caracterizarlos metabolicamente. Las pruebas bioquimicas y de produccion de
enzimas empleadas fueron las siguientes: utilizacion de sustratos (glucosa,
fructuosa, lactosa, maltosa, sacarosa, manitol, sorbitol y dextrosa) como Unica
fuente de carbono y energia; oxido-fermentacion en glucosa y fructuosa para
conocer su metabolismo respiratorio, reduccion de nitratos y nitritos, asi como
pruebas de produccion de coagulasa, DNAasa, ureasa, lipasa, gelatinasa y
actividad hemolitica, todo con base en los procedimientos realizados en el
laboratorio de Ecologia Microbiana por la Dra. Maria Teresa Nufiez-Cardona y el
Dr. Jaime Amadeo Bustos Martinez (anexo 3B).

Respuesta a los antibidticos por los cultivos puros bacterianos

Se procedié a realizar la prueba de susceptibilidad a antibiéticos para Gram

positivos, a todos los cultivos puros. La prueba consistié en inocular con 1.0 mL de
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cultivo (previo crecimiento durante una hora en caldo soya tripticasa) una caja
Petri conteniendo agar Mueller-Hinton, continuamente se colocd un disco de
sensibilidad bacteriana (marca ACCUTRACK) comprendiendo los 14 antibiéticos
especificos para bacterias Gram positivas. Tras incubarlos a 28°C durante 16 a 18
horas, se procedi6 a medir el diametro de los halos de inhibicibn en cada
antibidtico.

Los antibi6ticos incluidos en COMBI DISC MULTIDISCOS de ACCUTRACK fueron
los siguientes: penicilina-G PG (101U), amoxicilina AX (10 pug), cefalotina/
amoxicilina—ac. clavulanico AC/AMC (30 ug), cotrimoxazol CT/SXT (25 pg),
cefalexina CP/CFM (30 ug), cefazolina CF/CFZ (30 pg), cefuroxima CR/XM (30
Mg), eritromicina ER/EM (15 pg), cloranfenicol CK/C (30 pg), ciprofloxacina CL/CI
(15 pg), Ofloxacina OF (30 pg), piperaciclina PC/PI (30 ug), azitromicina AZ (15
MQ) y tetraciclina TE (30 ug).

La lectura de los diametros de las zonas de inhibicion del crecimiento alrededor de
los discos se interpretd de acuerdo con el Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) 2000, 2015, 2016 y 2017 (anexo 3C).
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Resultados

Colecta y procesamiento de muestras bacteriologicas

Se colectaron dos muestras bacteriologicas (correspondientes al antes y después
del tratamiento larval) por cada paciente. Se obtuvieron un total de 32 cultivos
puros bacterianos provenientes de cuatro pacientes con Ulceras en pie diabético;
13 cultivos pertenecientes al paciente uno (P1), tres al paciente dos (P2), tres al
paciente tres (P3) y 13 al paciente cuatro (P4).

Caracteristicas morfoldgicas, coloniales y celulares de los cultivos bacterianos

En la tabla 1 pueden apreciarse las caracteristicas macroscoépicas y microscopicas
de los cultivos bacterianos obtenidos. En las caracteristicas macroscopicas se
describen el color de las colonias crecidas en agar sal manitol y su tamafo; en las
microscopicas se muestra su respuesta a la tincion de Gram, el tipo celular y su
formacion.

El crecimiento de colonias en medio de cultivo agar sal manitol antes del
tratamiento larval fue de color amarillo y posterior a este fue de color blanco, en
los pacientes P1, P3 y P4; tras las observaciones al microscopio y aplicada la
tincion de Gram se determind la presencia de estafilococos Gram + en todos los
casos.

El P2 present6 crecimiento de colonias blancas en agar sal y manitol previo a la
aplicacion del tratamiento y amarillas posterior a este; en cuanto a sus
caracteristicas microscopicas se observo un estafilococo Gram + (cultivo2Aal) y

dos cocobacilos Gram + (2Da y 2Dal).
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Tabla 1. Caracteristicas morfoldégicas macroscoépicas y microscopicas de los

cultivos bacterianos aislados de Ulceras en pie diabético.

Caracteristicas
macroscopicas

Caracteristicas
microscopicas

Muestra Crecimiento de colonias ~ tipo, formacion y
. Tamafio de S
en agar sal manitol . respuesta a tincion de
colonia
(color) Gram

1Aa amarillo grande | estafilococo Gram +
1ADb amarillo grande | estafilococo Gram +
1Ac amarillo grande | estafilococo Gram +
1Ad amarillo grande | estafilococo Gram +
1Ad1 amarillo grande | estafilococo Gram +
Antes 1Ad2 amarillo grande | estafilococo Gram +
1Ae amarillo grande | estafilococo Gram +
1Ael amarillo grande | estafilococo Gram +
1Ae2 amarillo grande | estafilococo Gram +
1Af amarillo grande | estafilococo Gram +
1Af1 amarillo grande | estafilococo Gram +
. [ +

Después 1Da blanco grande estaf! lococo Gram
1Dal blanco grande | estafilococo Gram +
Antes 2Aal blanco grande | estafilococo Gram +
. mari i +

Después 2Da a ar!llo grande cocobac!lo Gram
2Dal amarillo grande cocobacilo Gram +
Antes 3Aa amarillo grande | estafilococo Gram +
. 3Aal amarillo grande | estafilococo Gram +

Despues .
3Da blanco grande | estafilococo Gram +
4Aa amarillo grande | estafilococo Gram +
4Aal amarillo grande | estafilococo Gram +
4Aa2 amarillo grande | estafilococo Gram +
4Aa3 amarillo grande | estafilococo Gram +
Antes 4Ab amarillo grande | estafilococo Gram +
4Ac amarillo grande | estafilococo Gram +
4Ad amarillo grande | estafilococo Gram +
4Ad1 amarillo grande | estafilococo Gram +
4Ad2 amarillo grande | estafilococo Gram +
4Da blanco grande | estafilococo Gram +
. 4Dal blanco grande | estafilococo Gram +
Despues .

4Db blanco grande | estafilococo Gram +
4Dc blanco grande | estafilococo Gram +
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Caracterizacion metabdlica de los cultivos bacterianos mediante pruebas
bioquimicas

En la figura 1 se presentan los resultados del nimero de cultivos aislados de
Ulceras en pie diabético, capaces de utilizar a diferentes sustratos organicos como
Unica fuente de carbono, su metabolismo respiratorio y su capacidad para reducir
nitratos.

La utilizacion de glucosa y de dextrosa fue catabolizada por més del 93% de los
cultivos bacterianos, mientras que los sustratos: sorbitol con 15% y manitol con
12% fueron utilizados con menor frecuencia. Un 78% de los cultivos fueron
anaerobios facultativos en fructuosa y un 59% en glucosa; 68% de los cultivos

presentd capacidad para reducir nitratos.
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Figura 1. Utilizacién de sustratos, metabolismo respiratorio y reduccion de nitratos
por los cultivos puros bacterianos aislados de Ulceras en pie diabético.

Glu: glucosa; Glu/Af: anaerobio facultativo en glucosa; Fru: fructuosa; Fru/Af. anaerobio
facultativo en fructuosa; Man: manitol; Lac: lactosa; Sac: sacarosa; Mal: maltosa; Sor:
sorbitol; Dex: dextrosa; NOs: reduccidn de nitratos.
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La produccion de enzimas extracelulares y la actividad hemolitica se presentan en
la figura 2.

La produccion de lipasa y DNAsa fue de un 9% del total de los cultivos
bacterianos; el menor porcentaje (3%) resultd en la produccion de gelatinasa. Un
50% de los cultivos present6 actividad hemolitica.
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Figura 2. Produccion de enzimas extracelulares y actividad hemolitica por los
cultivos puros bacterianos aislados de Ulceras en pie diabético.

Coa: coagulasa; DNA: DNAasa; U: ureasa; Lip: lipasa; Gel: gelatinasa; H: hemdlisis.
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En las tablas de la 2 a la 5 se presentan los resultados de la actividad de los
cultivos aislados en los diferentes pacientes ante los sustratos ensayados, su
capacidad de producir enzimas extracelulares, su metabolismo respiratorio y su
capacidad de reducir a los nitratos.

En la tabla 2, se presentan los cultivos del P1, en general no presentaron factores
de virulencia, solo 1 cultivo fue hemolitico (1Dal) y otro produjo ureasa (1Ae). El
éxito de estos cultivos probablemente se debe a su capacidad de utilizar diferentes

compuestos organicos.

Tabla 2. Caracteristicas fisiologica de los cultivos bacterianos aislados del
paciente uno.

Pruebas hioquimicas
Paciente Cultivo

Coa| H |DNA| U | Lip | Gel |GIuAf|FruAf| Man| Lac | Sac | Mal | Sor | Dex | NO3
1Aa - - - - - - | 4| +]- + + |+ + +
1Ab - - - - - - | 4|t + | o+ |+ + | 4+
1Ac - - - - - - | - |+ + ]+ |+ + +
1Ad - - - - - - | 4|t + |+ |+ + | 4+
1Ad1 - - - - - - | 4|tk + | o+ |+ + | +
Antes 1Ad2 - - - - - - | -t + |+ |+ + | 4+
1 1Ae - - - + - S 4R ]+ ]t + +
1Ael - - - - - - | - |+ + ]+ |+ -4 +

1Ae? - - - - - - |t | A NN

1Af - - - - - - | | R + ]+ |+ +

1AfL - - - - - - | -tk + | o+ |+ +
Después 1Da - - - - - - -] + |+ | ¢ + -
1Dal - + - - - - - |+ + + + +

Coa: coagulasa; H: hemolisis; DNA: DNAasa; U: ureasa; Lip: lipasa; Gel: gelatinasa; Glu:
glucosa; Glu/Af: anaerobio facultativo en glucosa; Fru: fructuosa; Fru/Af: anaerobio
facultativo en fructuosa; Man: manitol; Lac: lactosa; Sac: sacarosa; Mal: maltosa; Sor:
sorbitol; Dex: dextrosa; NOs: reduccion de nitratos.

+

-
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Todos los cultivos del P2 (tabla 3) son hemoliticos, ademas de utilizar todos los

sustratos organicos ensayados, con excepcion de manitol. El cultivo 2Da también

produce DNAasa y el 2Aal lipasa, lo cual les confiere mayor patogenicidad.

Tabla 3. Caracterizacidn fisiologica de los cultivos bacterianos aislados del

paciente dos.

Pruebas bioquimicas
Paciente Cultivo
Coa DNA Lip | Gel |GIuwAf|Fru/Af| Man | Lac | Sac | Mal | Sor | Dex | NO3
Antes 2Aal - + th | thH
2 . 2Da + +- | -
Después 2Dl I

Coa: coagulasa; H: hemdlisis; DNA: DNAasa; U: ureasa; Lip: lipasa; Gel: gelatinasa; Glu:

glucosa; Glu/Af: anaerobio facultativo en glucosa; Fru: fructuosa; Fru/Af: anaerobio
facultativo en fructuosa; Man: manitol; Lac: lactosa; Sac: sacarosa; Mal: maltosa; Sor:

sorbitol; Dex: dextrosa; NOz: reduccion de nitratos.

+

] -

Como puede observarse en la tabla 4, los cultivos pertenecientes al P3 mostraron

gran patogenicidad; por su capacidad de utilizar todos los sustratos con excepcion

de lactosa y sorbitol y ser anaerobios facultativos en glucosa y fructuosa. Los

cultivos 3Aa y 3Aal obtenidos de la muestra antes de aplicar tratamiento con

larvas fueron coagulasa positivos, ademas, en el caso del 3Aa fue lipasa positivo.

El cultivo 3Aal fue DNAasa y ureasa positivo. La actividad hemolitica resulté en

los cultivos 3Aa y3Da.
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Tabla 4. Caracterizacidn fisiologica de los cultivos bacterianos aislados del

paciente tres.

Pruebas bioquimicas

Paciente Cultivo
Coa DNA Lip | Gel |GIwAf|FruAff Man | Lac | Sac | Mal | Sor | Dex | NO3
3Aa + + R O Y o + + + + +
3 AMES a1 | s + + | 4]+ + | 4 +
Después | 3Da + + | |+ + |+ +

Coa: coagulasa; H: hemdlisis; DNA: DNAasa; U: ureasa; Lip: lipasa; Gel: gelatinasa; Glu:
glucosa; Glu/Af. anaerobio facultativo en glucosa; Fru: fructuosa; Fru/Af: anaerobio

facultativo en fructuosa; Man: manitol; Lac: lactosa; Sac: sacarosa; Mal: maltosa; Sor:

sorbitol; Dex: dextrosa; NOs: reduccion de nitratos.

C

+

Uno de los factores de patogenicidad presente en la mayoria de los cultivos del P4

fue la hemodlisis, el metabolismo respiratorio anaerobio facultativo en glucosa y

fructuosa, y la capacidad de reducir nitratos en los aislado de la muestra antes y

después de aplicar el tratamiento larval. La utilizacidon de sustratos como la

glucosa, fructuosa, sacarosa y dextrosa, fue mayor en los cultivos obtenidos de

antes del tratamiento.
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Tabla 5. Caracterizacion fisiolégica de los cultivos bacterianos aislados del

paciente cuatro.

Pruebas bioquimicas

Paciente Cultivo
Coa| H [DNA| U [ Lip | Gel |GIuWAf|FruAff Man | Lac | Sac | Mal | Sor | Dex | NO3
4Aa | A + + + +
4Aal |+ + + +
4Aa2 Hi | A + + +
4Aa3 H+ |+ + + +
Antes | 4Ab + th |+ + + |+
4Ac + + | A + + +
4 4Ad + t | - +
4Ad1 | A + + + +
4Ad2 + |+ + + + +
4Da + th | +- +
.| 4Dal + tt | i
Despues Db " Py "
4Dc + th | - i

Coa: coagulasa; H: hemdlisis; DNA: DNAasa; U: ureasa; Lip: lipasa; Gel: gelatinasa; Glu:
glucosa; Glu/Af: anaerobio facultativo en glucosa; Fru: fructuosa; Fru/Af: anaerobio

facultativo en fructuosa; Man: manitol; Lac: lactosa; Sac: sacarosa; Mal: maltosa; Sor:

sorbitol; Dex: dextrosa; NOz: reduccion de nitratos.

+

] -

81




%

Respuesta a los antibidticos por los cultivos puros bacterianos

De manera general en la figura 3 se muestra la respuesta de todos los cultivos

bacterianos aislados de Ulceras en pie diabético a los antibiéticos ensayados. La

sensibilidad antimicrobiana estuvo presente en un 84% de los cultivos frente a

amoxicilina/ac. clavulanico y cloranfenicol, en 75% a cefazolin, en 69% ante

azitromicina, en 66% a cotrimoxazol y tetraciclina, 59% a amoxicilina, 56% a

eritromicina y piperaciclina, 53% a ciprofloxacina y un 50% cefuroxima. La

resistencia tuvo un valor alto de 88% de los aislados ante penicilina, seguido de

44% hacia cefalexina y ofloxacina, y 41% a amoxicilina, ciprofloxacina y

piperaciclina.
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Figura 3. Respuesta de los cultivos bacterianos a los antibiéticos ensayados.
S: sensible (blanco); R: resistente (negro); I: intermedio (gris).

AMC/AC: amoxicilina/Ac. clavulanico; EM/ER: eritromicina; P: penicilina; AMX/AX:
amoxicilina; SXT/CT: cotrimoxazol; CFM/CP: cefalexina; CF/CFZ: cefazolin; CR/XM:
cefuroxima; C/CK: cloranfenicol; CI/CL: ciprofloxacina; OF: ofloxacina; PI/PC:
piperaciclina; AZ: azitromicina; TE: tetraciclina.
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En la tabla 6 se presenta la respuesta de los aislados bacterianos de cada
paciente a los antibidticos ensayados. Los cultivos del P1 solo resultaron
resistentes a la penicilina, con excepcion de unos cultivos que lo fueron a
cefalexina (1Ad), a ofloxacina (1Aa) y a piperaciclina (1Ael). En el P2 la mayor
resistencia se observo ante eritromicina y azitromicina (cultivos 2Da y 2Dal), un
solo cultivo presentd ademas resistencia ante penicilina y tetraciclina (2Da). Los
cultivos 3Aa y 3Aal del P3 presentaron resistencia a multiples antibiéticos como:
amoxicilina/ac. clavulanico, eritromicina, penicilina, amoxicilina, cefalexina,
cefazolin, cefuroxima, ciprofloxacina, ofloxacina y azitromicina, el cultivo 3Aa lo fue
también a piperaciclina. En la P4 un mayor nimero de cultivos presento
multirresistencia, entre ellos a penicilina, amoxicilina, cotrimoxazol, cefalexina,
ciprofloxacina, ofloxacina, piperaciclina, azitromicina y tetraciclina, en menor
namero lo fue ante amoxicilina/ac. clavulanico, eritromicina, cefazolin, cefuroxima

y cloranfenicol.
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Tabla 6. Respuesta de los cultivos puros bacterianos de cada paciente a los

antibiéticos ensayados.

Paciente

Cultivo AMC/AC| EMEER P AMX/AX| SXT/CT [CFM/ICP| CF/CFZ | CR/XM | C/CK [ Cl/ICL OF

PI/PC AZ

TE

Antes

T -

Después

Antes

Después

Antes

Después

Antes

Después

AMC/AC: amoxicilina/Ac. clavulanico; EM/ER: eritromicina; P: penicilina; AMX/AX:
amoxicilina; SXT/CT: cotrimoxazol; CFM/CP: cefalexina; CF/CFZ: cefazolin; CR/XM:

S: sensible (blanco); R: resistente (negro); I: intermedio (gris).

cefuroxima; C/CK: cloranfenicol; CI/CL: ciprofloxacina; OF: ofloxacina; PI/PC:

piperaciclina; AZ: azitromicina; TE: tetraciclina.
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Discusion

De acuerdo con los resultados obtenidos tras la caracterizacion macroscopica y
microscoépica, 30 de los 32 aislados (94%) de las Ulceras infectadas en pie
diabético presentan caracteristicas morfolégicas del género Staphylococcus, tal
como lo describen Camarena y Sanchez (2001) y Bustos et al., (2006) indicando
qgue la forma y arreglo celular corresponde a cocos Gram positivos agrupados
principalmente en racimos, sus colonias pueden ser de color rosa, blancas y en
algunos casos amarillas (especificas de S. aureus) en medios de cultivos
selectivos como el agar sal manitol. El tamafio de las colonias varia entre 1 a 3
mm.

En este estudio el crecimiento bacteriano se realiz6 en medio de cultivo agar sal
manitol y se observé en los pacientes P1, P3 y P4, la coloracion amarilla de las
colonias en la muestra obtenida previo a aplicar el tratamiento con larvas de
Lucilia sericata en las ulceraciones, lo anterior podria sugerir la presencia probable
de Staphylococcus aureus en las lesiones, sin embargo, esto se corroboro
posteriormente (de forma presuntiva) con la realizacion de pruebas bioquimicas
convencionales (de mayor importancia para esta especie, la produccion de
coagulasa). En las muestras de los mismos pacientes (P1, P3 y P4) posterior a la
aplicacion del tratamiento se observé el crecimiento de colonias blancas, lo cual
deduce la participacion de los estafilococos coagulasa negativa, dentro de ellos, S.
epidermidis, S. haemolyticus y S. saprophyticus que estan relacionados con
patologias infecciosas (Pedrari, 2007).

En el P2 se presento el crecimiento de colonias blancas previo al tratamiento larval
y amarillo posterior a este, es de importancia mencionar gue en este caso solo se
identifico (mediante la tincion de Gram) un aislado con caracteristica morfoldgicas
del género Staphylococcus, los demas resultaron cocobacilos Gram positivos. La
literatura reporta la participaciéon de bacilos en las Ulceras de pie diabético, pero
son principalmente los Gram negativos como Pseudomonas spp y
Enterobacterias (Beltran et al. 2001; Martinez, 2004; Barberan, 2009; Bocanegra
et al., 2013).
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Se identific6 mediante pruebas bioquimicas a los estafilococos Gram positivos
aislados de los pacientes diabéticos con Ulcera infectada en pie, especificamente
por la prueba de coagulasa que diferencia a Staphylococcus aureus de las otras
especies de estafilococos que son negativos a esta prueba (Herrera et al., 2001).
Tan solo un 6% de todos los cultivos resultdé ser coagulasa positiva y
probablemente S. aureus.

En la literatura reportan que en las Ulceras de pie diabético Staphylococcus aureus
es uno de los microorganismos mas importantes por su patologia infecciosa
(Beltran et al. 2001; Macias et al., 2011; Cruz et al., 2013; Hernandez et al., 2014;
Espinoza et al, 2014; Sajona et al., 2018). Y en un estudio realizado por Martinez
et al. (2009) S. aureus fue aislado con mayor frecuencia, seguido de
Pseudomonas aureginosa y Enterococcus spp. en pie diabético. Por otro lado,
Garcia et al. (2014) hicieron un estudio comprendido entre el afio 2005 y 2010, en
el que S. aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa estuvieron
asociados a infeccion en mas de la mitad de pacientes diabéticos con ulcera en
pie. Echeverria et al. (2017) sefalaron que ademas de S. aureus en las Ulceras
cronicas de pie diabético se encontraron bacterias resistentes a los antibioticos
como S. aureus resistente a la meticilina (MRSA), estafilococos coagulasa
negativa (SCN), Enterococcus, Streptococcus y Pseudomonas aeruginosa. Sin
embargo, publicaciones recientes, como la de Flores et al. (2016), aislaron menos
Gram positivos que Gram negativos, de entre los primeros estan el aislamiento de
S. aureus, S. saprophyticus y S. lugdunensis.

En cuanto a los aislados bacterianos que fueron negativos a la prueba de
coagulasa se consideraron como estafilococos coagulasa negativos, que incluye a
Staphylococcus epidermidis, S. haemolyticus y S. saprophyticus (Predari, 2007;
Farifia et al., 2013).

En un estudio realizado por Ruiz et al. (2007), S. epidermidis (perteneciente a los
SCN) prevalecié entre aislados en pie diabético, seguido de S. aureus y E. coli;
estos mismos sefialaron que en las heridas tratadas con antibioticos detectaron la
presencia de S. aureus, P. aureginosa, E. faecalis, S. haemolyticus, S. epidermidis

y S. cohnii.
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Bravo et al. (2009) reportaron a Staphylococcus haemolyticus como la segunda
especie mas frecuente en Ulceras infectadas de pie diabético en pacientes de dos
hospitales de Chilpancingo Guerrero.

Las caracteristicas metabdlicas varian en las diferentes especies de
Staphylococcus, generalmente la presencia de adhesinas en la superficie de la
bacteria, les permite fijarse a las células ayudadas por la produccion de enzimas
extracelulares como la lipasa, gelatinasa y DNAasa, que se producen
diferencialmente, y que dafan los tejidos; ademas son capaces de formar
biopeliculas que los protege de la accion de los antimicrobianos y mecanismos
defensivos del hospedero. Asi la patogenicidad de este grupo de microorganismos
contribuye a la degradacion de tejidos y a la persistencia de infecciones (Pinheiro
et al., 2016).

En la tabla 3 de este capitulo se muestra la reaccion a las pruebas bioquimicas
comunmente empleadas que distinguen a las especies de entre el grupo de los
Staphylococcus. La prueba de la coagulasa es determinante en la diferenciacion,
ya que solo S. aureus es positivo a esta, el resto se agrupa como Staphylococcus
coagulasa negativo (SCN). La produccion de DNAsa es positiva en S. aureus y S.
haemolyticus. Lo anterior, supone la identidad presuntiva de S. aureus en el
cultivo 3Aal (obtenido de la muestra antes del tratamiento en el P3).

La nucleasa termoestable es positiva para S. aureus; la reaccion positiva a ureasa
es caracteristica de S. epidermidis y S. saprophyticus, y es variable para S.
aureus. La respuesta a la Novobiocina es resistente en todos los estafilococos
involucrados en patologia infecciosa (Hernandez et al., 2005; Seija, 2008; Zendeja
et al., 2014). La utilizacion de azUcares como Unica fuente de carbono y energia
es comun entre las especies, a excepcidbn de S. saprophyticus que suele
comportarse poco representativo para estas pruebas y ante el metabolismo
anaerobio facultativo (Farifia et al., 2005).

La resistencia a los antibiéticos por parte de los estafilococos es reconocida ante
la meticilina y recientemente a la vancomicina (Montufar et al., 2016). La
resistencia a meticilina puede interpretarse como resistencia a todos los

betalactamicos (penicilinas, cefalosporinas y carbapenemes). Entre otros
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antimicrobianos asociados a la multirresistencia se encuentran las tetraciclinas,
macrolidos, quinolonas y aminoglucésidos (Miranda, 2011).

En este estudio se encontr6 la mayor resistencia ante la penicilina con un 88% del
total de los aislados. La resistencia a penicilina refiere desde el afio 1940 en S.
aureus y se comporta de igual manera para los SCN, por lo cual esta resistencia
es comun en pruebas de susceptibilidad antimicrobiana (Nodarse, 2001; Rincén et
al., 2014). Martinez et al. (2009), obtuvieron una resistencia del 100% total de sus
cultivos Gram positivos a Penicilina, de igual manera Espinoza et al. ( 2014),
reportd una resistencia de 98.8% por las bacterias Gram positivas (S. aureus, SCN
y Enterococcus) presentes en pie diabético.

Los antibidticos cefalexina y ofloxacina presentaron un 44% de resistencia y
sensibilidad. Generalmente el empleo de cefalosporinas en este caso de
cefalexina es de gran eficacia clinica frente a bacterias Gram positivas ensayadas
en infeccion del pie diabético; ofloxacina por su parte tiene menos experiencia
ante el pie diabético, sin embargo, ha mostrado efectividad en infecciones de piel y
tejidos blandos (Beltran et al., 2001).

El mayor porcentaje de sensibilidad microbiana fue muy parecido al de resistencia,
resulté un 84% sensible a amoxicilina/ac. clavulanico y a cloranfenicol, estos datos
resultan muy parecidos a los obtenidos por Espinoza et al. (2014), mas de 53% de
sus aislados bacterianos fueron sensibles a los mismos antibiéticos; sin embargo,
un estudio reciente de Flores et al. (2016) presentaron resistencia total ante
amoxicilina/ac. clavulanico y a cloranfenicol en bacterias Gram positivas aisladas
de Ulceras en pie diabético.

En cuanto a los resultados obtenidos por cada paciente, en el paciente uno (tabla
6) la resistencia solo fue ante la penicilina, en el P2 se observé resistencia a
eritromicina y azitromicina, y en los cultivos obtenidos de los pacientes P3 y P4 se
presentd multirresistencia a los antibioticos ensayados, lo cual les confiere mayor
virulencia. Cabe mencionar que 2 de los cultivos del P3 presentaron

caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas de Staphylococcus aureus.
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Generalmente los aislados bacterianos resultaron mayormente sensibles ante el
empleo de antibidticos para Gram positivos. Los resultados aqui obtenidos son
semejantes a los publicados por Flores et al. (2016), los microorganismos Gram
positivos presentaron alta sensibilidad a los antibiéticos empleados; sin embargo,
en los resultados por cada paciente la resistencia a los antimicrobianos es mas
evidente; Canton y Ruiz (2013) sefialan que las bacterias Gram positivas
representan un gran problema en salud por su perfil de multirresistencia a
antibidticos, cabe especificar que todos los cultivos obtenidos son Gram positivos
y se derivan de infeccién en pie diabético.

El proceso infeccioso en el pie diabético es la principal causa de hospitalizacion
por diabetes miellitus y generalmente se dasarrolla por Ulceras crénicas con
repetidos ciclos de tratamiento antibidtico y hospitalizacion, lo cual origina la
participacion de microorganismos multirresistentes, entre ellos los estafilococos
coagulasa negativa (SCN) que aumentan la morbi-mortalidad en dicho
padecimiento, ademas de los costos econdmicos y sociales. La identificacion de
los microorganismos responsables a nivel de especie contribuye a la seleccion del
tratamiento antibidtico mas adecuado en este u otro padecimiento (Martinez et al.,
2009).
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Conclusiones
30 de los 32 cultivos aislados de las Ulceras infectadas en pie diabético

presentaron caracteristicas morfolégicas del género Staphylococcus; de este total,
un 2 resultaron positivos a la prueba de coagulasa lo cual es distintivo de
Staphylococcus aureus.

Por lo anterior, los resultados obtenidos no coinciden con lo mayormente
reportado en la literatura: Staphylococcus aureus no estuvo presente en la
mayoria de los aislados bacterianos de pie diabético tras realizar la caracterizacion
fisiologica.
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Anexo 2A. Técnica para tincion de Gram.

Esta tincidn nos permite separar a las bacterias en dos grupos, las Gram positivas
y las Gram Negativas. Las primeras se tifien de color violeta y las segundas de
color rosa. Los reactivos que se necesitan para su realizacion son:

= Agua estéril

= Cristal violeta (violeta de genciana)

= Lugol

= Safranina

= Mezcla de alcohol y acetona 1:1

= Agua de uso para enjuagar
El procedimiento consiste primeramente en esterilizar un asa bacteriologica en el
mechero, seguido con el asa tomar una gota de agua estéril y colocarla en un
porta objetos. Esterilizar de nuevo el asa y tomar una pequefia muestra de
bacteria aislada, para posteriormente agregarla en el porta objetos vy
homogenizarla con el agua estéril. Secar a temperatura ambiente y poner unos
segundos la muestra en la llama del mechero, esto para fijar la muestra.
Para realizar la tincion hay que agregar cristal violeta para cubrir todo el extendido
bacteriano y dejar actuar por un minuto, repetir el procedimiento pero con otra
sustancia, lugol. Enjuagar con agua de uso, agregar una o dos gotas de la mezcla
de alcohol-acetona y enjuagar nuevamente con agua. Agregar suficiente safranina
y dejar actuar por un minuto. Volver a enjuagar y dejar secar a temperatura
ambiente. Finalmente observar caracteristicas morfolégicas, de agrupaciéon y color

de la tincion de la bacteria en el microscopio, usando aceite de inmersion.
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Anexo 2B. Pruebas bioquimicas ensayadas (preparacion, inoculacion y lectura).

PRUEBAS BIOQUIMICAS

3.Esterilizar 20min a 121°C

[ Funcién [ Preparacién [ Inoculacion [ Lectura
Liquidos
Preparar base rojo de fenol Prueba positiva

Lactosa [Conocer la capacidad 1000mL Agua destilada Viraje a color amarillo
sorbitol |metabdlica de 15.0g Base rojo de fenol (acido)
manitol microorganismos Adicionar sustrato Inocular e incubar por

maltosa |bacterianos para 5.0g Azlcares 24 horas Prueba negativa
sacarosa |degradar compuestos 1.Mezclar hasta homogenizar soluci Sin cambio de color
dextrosa [organicos 2.Vaciar 3mL en tubos con rosca Intensifica color

(alcalino)

Reducir nitratos a nitrito:

Reduccion
de nitratos

Identificacion de
enterobacterias

1000mL Agua destilada
8.0g Caldo nutritivo
1.0g Nitrato de potasio

1.Calentar para disolucién total

2.Vaciar 3mL en tubos con roscay
campana de Durham

Inocular e incubar por
24 horas

1.Agregar 3 gotas de
reactivos Ay B de
Viraje color rojo
Red de nitratos +
Red de nitritos -

2.Si no cambia de color
agregar un poco de

Capacidad de
desdoblar la urea en
dos moléculas de
amoniaco

24.038g Urea

3.Mezclar

4.Vaciar en tubos estériles
5.Enfriar medio y solidificar en

posicién inclinada

incubar por 24 horas

Yy nitritos .
polvo de zinc
S Cannuiu ue CuIul
. L . Red de nitratos
Identificacion de bacilos - . ° eie, Y
o 3.Esterilizar 20min a 121°C [mitritas A
Gram positivos Viraje color rojo Red
nitratos -
Sdlidos
la especies de Proteus |1000mL Agua destilada Prueba positiva
y se utiliza para 15.0g Agar bacteriolégico
i i S 1.Preparar medio y esterilizar en .
diferenciar este género P y. A Viraje a color rosa
de otras autoclave por 20 min a 121°C
enterobacterias 2.Agregar Urea estéril en campana Estriar sobre la
Urea de flujo laminar superficie del medio e |Prueba negativa

Sin cambio de color

Semisodlido

Oxido/ferm

Indica el tipo de
metabolismo
energético de un

1000mL Agua destilada
15.0g Base rojo de fenol
3.0g Agar bacteriolégico

Adicionar sustrato

5.0g9 glucosa/fructuosa
1.Calentar para disolucion total
2.Vaciar 3mL en tubos con tapén de

Inoculacién recta en el
centro del tubo y por
duplicado para cada

cultivo
Tubo en condiciones
anaerobias: poner un
tapoén de cera

Prueba positiva
Tras cambio de
coloracion del medio
Tubo sin tapén
Color amarillo: acido
Color rosa: alcalino
Tubo con tap6én de

mono y polinucleétidos

2.Enfriar medio y vaciar en cajas Pef|

24-48 horas

entacion |microorganismo: algodon cera (parafina)
respiratorio o 3.Esterilizar 20min a 121°C Color amarillo: acido,
fermentador 4.Enfriar medio y solidificar en anaerobio facultativo
posicién vertical Incubar por 24 horas Color rosa: alcalino,
- - . aerobio estricto
Esterilizar cera previo a .
inoculacion de tubos Observar produccién
de gas
Enzimas
1000mL Agua destilada Adicionar acido
42.0g Agar prueba de ADNasa| clorhidrico (HCL) 1.0 N
ADNasa Hidrolizan el ADN en 1.Esterilizar 20min a 121°C Inocular e incubar por |(Prueba positiva

Halo transparente
alrededor del area de
crecimiento

Gelatinasa

Hidrolizan la gelatina en
péptidos y aminoacidos

1000mL Agua destilada

8.0g Caldo nutritivo

15.09g Agar bacteriolégico
4.0g Gelatina bacteriolégica

1.Esterilizar 20min a 121°C
2.Enfriar medio y vaciar en cajas Pef|

Inocular e incubar por
24-48 horas

Adicionar cloruro de
mercurio (HgCI2)

Prueba positiva
Halo transparente
alrededor del area de
crecimiento

Lipasa

Degradan las
macromoléculas de
grasay las convierten
en acidos grasos y
glicerol

1000mL Agua destilada
23.0g Agar nutritivo
10mL Tween 80

1.Esterilizar 20min a 121°C
2.Enfriar medio y vaciar en cajas Pef

Inocular e incubar por
24-48 horas

Prueba positiva

Halo cristalino
alrededor del area de
crecimiento

Hemodlisis

Detectar la presencia
de hemolisinas

Solucién A

950mL Agua destilada
38.0g Mueller Hinton
1.Esterilizar 20min a 121°C
2.Enfriar medio

3.Agregar sol B

Solucién B

50mL sangre humana
4.Mezclar ambas soluciones
5.Vaciar en cajas Petri

Inocular e incubar por
24-48 horas

Prueba positiva
Halo negro-verde
alrededor del area de
crecimiento Alfa

Halo transparente
alrededor del area de
crecimiento Beta

Coagulasa

Conocer la capacidad
de los
microorganismos para
coagular el plasma

Sangre humana o de carnero

1.Centrifugar para obtener el plasma|

2.Distribuir 200 pl en tubos de ensay;

Inocular con 100 pl de
cultivo 200 ul de
plasma por 4 horas

Prueba positiva

Formacién de coagulo
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Anexo 2C. Interpretacion de halos de inhibicion en test de difusion en agar Mieller
Hinton para Staphylococcus (CLSI 2000, 2015, 2016 y 2017).

Antimicrobiano Carga del sensidisco R* [* S*
Hg
Amoxicilina/Ac. Clavulanico 30 <1 | 15-17 | >1
AMC/AC 4 8
Eritromicina EM/ER 15 <1 | 14-22 | >2
3 3
Penicilina P 10 UI <2 - >2
8 9
Amoxicilina AMX/AX 10 <1 | 14-16 | >1
3 7
Cotrimoxazol SXT/CT 25 <1 11-1 | >1
0 5 6
Cefalexina CFM/CP 30 <1 | 15-17 | >1
4 8
Cefazolin CF/CFz 30 <1 | 15-17 | >1
4 8
Cefuroxima CR/XM 30 <1 | 15-22 | >2
4 3
Cloranfenicol C/CK 30 <1 | 13-17 | >1
2 8
Ciprofloxacina CI/CL 15 <1 | 14-17 | >1
3 8
Ofloxacina OF 30 <1 | 15-17 | >1
4 8
Piperaciclina PI/PC 30 <1 | 18-20 | >2
7 1
Azitromicina AZ 15 <1 | 14-17 | >1
3 8
Tetraciclina TE 30 <1 | 15-18 | >1
4 9

*resistencia
**intermedio
***sensibilidad
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Capitulo 3
Identificar molecularmente a cultivos bacterianos con

caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas de Staphylococcus

aureus aislados en Ulceras de pacientes con pie diabético.
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Resumen
Las técnicas moleculares de identificacion bacteriana a partir del andlisis de la

secuencia del gen 16S rRNA, representan una alternativa a los métodos
convencionales y es util en la identificacion de microorganismos patdgenos, un
ejemplo es, Staphylococcus aureus. Esta bacteria se reporta en la patogénesis de
la infeccion en el pie diabético, seguido de Streptococcus B-hemoliticos del grupo
A y B, estafilococos coagulasa negativa (SCN), Enterococcus spp.,
Corynebacterium spp, entre otros microorganismos resistentes. El objetivo de este
estudio fue aislar e identificar molecularmente a cultivos bacterianos obtenidos de
Ulceras infectadas en pie diabético con caracteristicas morfoldgicas vy fisiol6gicas
de Staphylococcus aureus. Tras contar con cultivos puros obtenidos de cuatro
pacientes diabéticos con JUlcera infectada en pie y con su respectiva
caracterizacion fenotipica, se procedi6 a identificar molecularmente a las bacterias
implicadas. Se inicidé con la extraccion de DNA bacteriano de todos los cultivos
puros (21 cultivos) siguiendo protocolos generales establecidos, comprobada la
extraccion mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, se realizé la
amplificacion a partir de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del gen
16S rRNA con ayuda de primers universales para los extremos del gen. El
producto de PCR obtenido se comprobo por electroforesis en gel de agarosa al
1.5%. Posteriormente se purificaron las muestras y fueron enviadas a Macrogen-
Corea para la secuenciacion del amplicén. Una vez obtenida la secuencia, ésta, se
sometio al analisis BLAST del NCBI para compararse con secuencias incluidas en
la base de datos publica y se determind a los microorganismos implicados. Se
identifico a Staphylococcus aureus en tan solo un cultivo; tres de los cultivos no
amplificaron para el gen 16S rRNA. En el resto (17 cultivos) se determiné la
participacion de los estafilococos coagulasa negativa de importancia clinica, como:
Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus haemolyticus y Staphylococcus

epidermidis, ademas de un Enterococcus faecalis.
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Abstract
The molecular techniques of bacterial identification from the sequence analysis of

the 16S rRNA gene represent an alternative to conventional methods and is useful
in the identification of pathogenic microorganisms, an example is Staphylococcus
aureus. This bacterium is reported in the pathogenesis of the infection in the
diabetic foot, followed by B-hemolytic Streptococcus of group A and B, coagulase
negative staphylococci (SCN), Enterococcus spp, Corynebacterium spp, among
other resistant microorganisms. The objective of this study was to isolate and
molecularly identify bacterial cultures obtained from infected ulcers in diabetic foot
with morphological and physiological characteristics of Staphylococcus aureus.
After having pure cultures obtained from four diabetic patients with infected foot
ulcers and with their respective phenotypic characterization, the bacteria involved
were molecularly identified. It started with the extraction of bacterial DNA from all
the pure cultures (21 cultures) following established general protocols, the
extraction was verified by electrophoresis in 1% agarose gel, amplification was
carried out from the polymerase chain reaction ( PCR) of the 16S rRNA gene with
the help of universal primers for the ends of the gene. The obtained PCR product
was checked by electrophoresis in 1.5% agarose gel. Subsequently, the samples
were purified and sent to Macrogen-Corea for amplicon sequencing. Once the
sequence was obtained, it was submitted to the BLAST analysis of the NCBI to be
compared with sequences included in the public database and the microorganisms
involved were determined. Staphylococcus aureus was identified in only one
culture; three of the cultures did not amplify for the 16S rRNA gene. In the rest (17
cultures), the participation of coagulase-negative staphylococci of clinical
importance was determined, such as Staphylococcus saprophyticus,
Staphylococcus haemolyticus and Staphylococcus epidermidis, as well as

Enterococcus faecalis.
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Introduccion
El diagnostico microbiolégico para determinar al agente causal de un proceso

infeccioso a partir de procedimientos y técnicas convencionales (caracterizacion
fenotipica), es comunmente empleado en laboratorios clinicos. Sin embargo, estos
procedimientos presentan algunas limitaciones como lo son: los tiempos de
respuesta y la certeza total de identificacion. Una alternativa empleada ante estas
limitaciones es la identificacién bacteriana mediante técnicas moleculares ya que,
presenta una alta especificidad, sensibilidad y réapidez, lo cual es de gran
importancia para el diagndstico y tratamiento de enfermedades infecciosas
(Cercenado y Cantén, 2010).

El andlisis de la secuencia del gen 16S rRNA es la técnica mayormente utilizada
en biologia molecular para la identificacion de bacterias de importancia clinica y
ambiental, pero su uso se ve restringido por su costo y grado de especializacion,
ademas que esta delimitado a centros y laboratorios especificos (Cercenado y
Canton, 2010; Valenzuela et al., 2015).

Staphylococcus aureus es un patdogeno de gran importancia clinica debido a su
alta morbi-mortalidad a nivel comunitario e intrahospitalario, originada
principalmente por sus factores de virulencia y resistencia a antibioticos (Zendejas
et al., 2014; Perez et al., 2014). Es causante de multiples enfermedades, entre
ellas, las infecciones de piel y tejidos blandos (Bustos et al.,, 2006). Este
microorganismo coloniza la piel y mucosas en los humanos, lo que le favorece
para acceder a una lesion e iniciar un proceso infeccioso. Aunado a esta bacteria
se encuentran los estafilococos coagulasa negativo (SCN), involucrados también
en la patologia infecciosa, de entre ellos: S. epidermidis, S. haemolyticus y S.
saprophyticus, son los mas frecuentes (Farifia et al., 2013).

En las Ulceras de pie diabético los microorganismos presentes proceden
generalmente de la microbiota de la piel, tales como: Staphylococcus aureus,
seguido de Streptococcus B-hemoliticos del grupo A y B, estafilococos coagulasa
negativo (SCN), Enterococcus spp, Corynebacterium spp, entre otros
microorganismos resistentes, como Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina (MRSA) (Barberan, 2009; Martinez et al., 2009; Bocanegra et al., 2013).
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Actualmente los SCN son frecuentemente reportados como agentes patégenos,
sin embargo algunos estudios aun no determinan el rol de estos microorganismos
en la patogénesis de una determinada enfermedad (Predari, 2007). Al igual que
Staphylococcus aureus, los datos acerca de su resistencia a antibioticos (como
meticilina y vancomicina) y la formacion de biopeliculas, los colocan como un
problema de salud publica mundial (Hernandez, 2009).

Por lo tanto es de gran importancia la identificacion de los microorganismos
implicados en este problema, asi como determinar el papel que juegan en el
proceso infeccioso y con base en esto, elegir el tratamiento de antibi6ticos
adecuado.
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Revision bibliogréfica

La identificacion de un microorganismo responsable de un proceso infeccioso se
realiza a partir de técnicas fenotipicas comunmente utilizadas en laboratorios de
microbiologia. Sin embargo, estos procedimientos presentan algunas limitaciones
como lo son: los tiempos de respuesta y la certeza total de identificacion. Los
métodos moleculares constituyen una solucion a estas limitaciones pues
representan procedimientos complementarios o incluso de referencia para los
métodos fenotipicos, pero su asequibilidad y grado de especializacién hacen que
se encuentre limitado a centros y laboratorios especificos (Cercenado y Cantén,
2010).

En la actualidad las técnicas moleculares han tenido mayor relevancia en la
identificacion de bacterias de importancia clinica, ya que presentan una alta
especificidad (para detectar a un solo microorganismo de interés de entre
muchos), sensibilidad (a partir de poco cantidad del patdégeno en la muestra puede
detectarlo) y rapidez (puede identificar a un microorganismo en al menos dos
dias), lo cual resulta primordial para el diagndstico y tratamiento de una
enfermedad. Ademas, ha permitido la identificacion de nuevos microorganismos
gue por técnicas convencionales no era posible (Ayala et al., 2004).

En cuanto a la taxdnomia bacteriana la herramienta mas utilizada en biologia
molecular es el analisis de la secuencia del gen 16S rRNA (Valenzuela et al.,
2015), el cual esta presente en todas las bacterias actuales provenientes de
muestras clinicas y ambientales; ofrece una identificacion filogenética rapida y
comparable con secuencias disponibles en bases de datos de uso publico
(Cercenado y Canton, 2010; Valenzuela et al., 2015). Sin embargo, en taxonomia
es necesaria una identificacion conjunta, que utilice las caracteristicas fenotipicas
junto con las genotipicas y de esta manera determinar definitivamente el género y
especie (Rodicio y Mendoza, 2018).

El 16S rRNA comprende una secuencia de aproximadamente 1500 nucleotidos
(pb) y una estructura secundaria conservada (por lo cual se le denomina
cronémetro molecular), tiene nueve zonas hipervariables (V1-V9) que aportan la
mayor informacion para los estudios de taxonomia y filogenia, entre otras zonas

conservadas que determinan el disefio de iniciadores o cebadores (pequefias
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secuencias de nucleétidos complementarios a una de las dos hebras de DNA) que
permiten su amplificacién (Cercenado y Cantdn, 2010; Patel, 2001; Rodicio y
Mendoza, 2018; Valenzuela et al., 2015).

El método de identificacion bacteriana a partir de la secuencia del gen 16S rRNA
inicia con la amplificacion del mismo (con ayuda de cebadores complementarios
para los extremos 5’ y 3’ del gen), seguido de la secuenciacion y el analisis de la
secuencia (Patel, 2001). Un paso fundamental es la extraccion de DNA desde un
cultivo bacteriano puro mediante protocolos generales establecidos o a partir de
muestras clinicas, minimizando asi el trabajo en laboratorio (Rodicio y Mendoza,
2018).

La amplificacion del DNA, se realiza a partir de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), la cual amplifica millones de veces una secuencia de DNA a
partir de una copia del gen deseado (Bustos, 2011).

La PCR es empleada entre otras cosas para la deteccion de microorganismos
patdgenos, utiliza un termociclador que permite reacciones a temperaturas
alternadas (denominados ciclos de reacion). La reaccibn en cadena de la
polimerasa comunmente se realiza en tres pasos, desnaturalizacion, alineamiento
y extension, que se repiten varias veces (generalmente 35 ciclos) creando
millones de copias del fragmento de DNA deseado (Louie et al., 2000; Rodriguez
et al., 2009).

La desnaturalizacion del DNA (separacion de las dos hebras) se inicia con una
temperatura de entre 90-94°C durante 30 segundos. El alineamiento consiste en
unir el cebador a su secuencia complementaria del DNA a una temperatura de
entre 40 a 60°C durante 30 segundos. La extensiéon de DNA se realiza a 72°C
durante tiempo variable (dependiento del tamafio del producto deseado), en este
paso interviene la Taq polimerasa y nucleotidos para sintetizar nuevo DNA que
sera complementario al segmento objetivo (Louie et al., 2000; Pérez et al., 2001).
Posterior a la amplificacion por PCR, el amplicon se visualiza mediante técnicas
de electroforesis en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio, con lo cual se

estimara el tamafio del producto amplificado (Pérez et al., 2001). En el caso de la
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deteccion del gen 16S rRNA debe comprender alrededor de 1500 pb (Rodicio y
Mendoza, 2018).

La secuenciacion se lleva a cabo para analizar los productos obtenidos por PCR,
el método consiste en una reaccion ciclica (similar a la PCR) que utiliza un Unico
cebador complementario (directo 6 reverso) a cada hebra del segmento de DNA
por cada reaccion (Rodicio y Mendoza, 2018).

Cabe sefalar que este proceso es automatizado y se realiza en centros
especializados.

Finalmente se realiza el analisis de la secuencia, esto tras la comparacién del
fragmento de DNA obtenido en una base de datos publica, con la finalidad de
identificar la cepa de interés. Entre las bases de datos mayormente consultadas
tenemos a: GenBank del NCBI, EMBL, RDP y RIDOM (Cercenado y Canton,
2010). Es recomendable el empleo de mas de una secuencia para corroborar
resultados y tomar en cuenta porcentajes de similitud desde <0.5% a 2% para
determinar una especie con la secuencia del gen 16S rRNA. Ademas, algunas
bases de datos ofrecen esquematizar el parentesco genético entre las bacterias
obtenidas (Rodicio y Mendoza, 2018).

En general las técnicas moleculares, en este caso, mediante la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) son las mas aceptadas en la actualidad para la
identificacion de microorganismos patdgenos, un ejemplo es Staphylococcus
aureus (Bustos, 2011; Hamdan et al., 2015).

Staphylococcus aureus es un patégeno de gran importancia médica por su alta
morbi-mortalidad a nivel comunitario e intrahospitalario (Zendejas et al., 2014); es
causante de multiples enfermedades en humanos originadas por sus factores de
virulencia y resistencia a antibioticos (Perez et al., 2014), entre ellas: infecciones
de la piel y tejidos blandos, del sistema nervioso central, de las vias respiratorias,
del tracto urinario e infecciones profundas como osteomielitis y endocarditis, que
pueden comprometer la vida. Ademas, ocasiona intoxicacién alimentaria y el
sindrome del shock toxico (Bustos et al., 2006).

S. aureus coloniza la piel y mucosas en humanos (Alvarez y Ponce, 2012;

Chambers, 2001), lo cual representa una oportunidad para acceder a una lesion e
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inicar un proceso infeccioso. Este patdgeno presenta mdultiples factores de
virulencia: adhesinas (que permiten la adhesién a estructuras del huésped
facilitando la colonizacién y proliferacion de la bacteria), secrecion de toxinas
(hemolisinas, leucotoxinas, enterotoxinas) y enzimas (como: hialuronidasa,
estafiloquinasas, lipasas, beta-lactamasas, proteasas, entre otras), que
promueven la cronicidad de la infeccion, ya que permiten la adaptacion del
microorganismo (Camarena y Sanchez, 2001; Bustos et al., 2006; Camussone y
Calvinho, 2013; Zendejas-Manzo et al. 2014; Cervantes-Garcia et al. 2014 ).

Los estafilococos coagulasa negativo (SCN) se han asociado tambien a
infecciones, relacionadas a la utilizaciébn de dispositivos médicos (catéteres,
valvulas, entre otras protésis), abscesos superficiales, infecciones en la piel y
tejidos blandos, asi como, infecciones urinarias (Farifia et al., 2013). De entre los
SCN involucrados en patologia infecciosa se encuentran: S. epidermidis (especie
predominante), S. haemolyticus y S. saprophyticus, que conjuntamente
representan un 80% de los casos. Y otros Staphylococcus como: S. lugdunensis,
S. hominis, S. warneri, S. simulans, S. capitis, S. auricularis, S. cohnii (Predari,
2007).

El papel que juegan los SCN en un proceso infeccioso ha sido complicado de
definir ya que son colonizadores de la piel, por lo que, en algunos casos la
participacion de estos microorganismos puede deberse a contaminacion al
momento de tomar la muestra (Olaechea et al., 2011). Sin embargo, el papel de
los SCN como patdégenos es reportado frecuentemente (Beltran et al.,, 2001;
Fernandez et al., 2012).

La patogenia de los SCN es diferente entre las especies y esta relacionada con su
capacidad de formar biopeliculas (biofilms) que los protege de los antimicrobianos
y de los mecanismos de defensas del hospedero (inhibe la quimiotaxis de los
neutrofilos y la fagocitosis) (Otto, 2009; Lopez et al., 2016); sintetizan también,
enzimas (lipasas, DNAasas, termonucleasas, hemolisinas, entre otras
exoenzimas) que contribuyen a degradar los tejidos, lo cual, origina que persista la

infeccion (Farifia et al., 2013).
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En un estudio realizado por Montufar et al. (2016), alrededor de un 70 y 80% de
los aislamientos obtenidos de SCN resultaron ser resistentes a la meticilina.
Existen datos acerca del surgimiento de SCN resistentes a vancomicina, similar a
lo descrito para S. aureus, lo que demuestra la pérdida de actividad antimicrobiana
por este grupo de antibidticos, representando un problema de salud publica
mundial (Castro et al., 2006).

En todos los estafilococos (especies de SCN y S. aureus) la resistencia a
meticilina estd mediada por la sobreproduccién de una proteina de unién a
penicilina (PBP) diferente a la normal que es codificada por el gen mecA, el cual,
es considerado marcador molecular de resistencia a meticilina (Castro et al.,
2006).

De entre los SCN, Staphylococcus haemolyticus ha surgido como un
microorganismo de importancia clinica, es resistente a la meticilina y a la
vancomicina, por lo que se dificulta su tratamiento (Farifia et al., 2013). De igual
manera S. saprophyticus, es importante como agente causal de infecciones
principalmente en vias urinarias en mujeres (Hirsel, 2004).

En las Ulceras de pie diabético los microorganismos presentes proceden
generalmente de la microbiota de la piel, tales son los estafilococos coagulasa
negativa (SCN), Enterococcus spp, Corynebacterium spp., entre otros
microorganismos que pueden ser patdégenos si se aislan frecuentemente de
heridas de dificil cicatrizacion (Bocanegra et al., 2013).

En las infecciones agudas del pie diabético predomina: Staphylococcus aureus,
seguido de Streptococcus B-hemoliticos del grupo A y B; mientras que en las
infecciones graves a los cocos Gram positivos se unen bacilos Gramnegativos,
como las enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa, también microorganismos
anaerobios como: Peptoestreptococos y Bacteroides subespecies (Ruiz et al.,
2007; Barberan, 2009; Martinez et al., 2009; Bocanegra et al., 2013).

Los pacientes con ulceraciones que han recibido antibiético, han sido intervenidos
qguirdrgicamente o han estado hospitalizados recientemente suelen estar
colonizados o infectados por bacterias multiresistentes: Staphylococcus aureus

resistente a la meticilina (MRSA), estafilococos coagulasa negativa (SCN),
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enterococos, enterobacterias productoras de betalactamasas de expectro
extendido (BLEE), bacilos Gram negativos o en ocasiones por hongos (Barberan,
2009). La colonizacién o infeccion puede deberse al deficiente funcionamiento del
sistema inmune del paciente que permite que organismos de baja virulencia se
vuelvan sumamente patégenos (Bocanegra et al., 2013).

Como se mencion6 anteriormente algunos microorganismo presentes en las
Ulceras de pie diabético producen biopeliculas (biofilms), que disminuyen la accién
del sistema inmune al igual que la de los antibi6ticos y representa un problema
significativo ante el tratamiento y la cicatrizacion de la herida, por lo que es de
gran importancia su atencion (Hernandez, 2009).

La genomica a partir del empleo de la PCR ha permitido entender el mecanismo
de transferencia de informacién y los genes implicados en la patogénesis de las
bacterias presentes en el pie diabético (Barberan, 2009). En este caso, la
caracterizacion bioquimica confirmada por estudios de secuenciacion del gen 16S
rRNA o por el gen rpoB (que es una region que codifican a la fracccion
conservada de la subunidad B de la RNA polimerasa) (Agapito et al., 2002)
permitira la identificacion de los microorganismos implicados, determinara el rol
gue desempefian en un proceso infeccioso y contribuira para la eleccion del

tratamiento antibiotico adecuado (Predari, 2007).

Objetivo
Identificar molecularmente a cultivos bacterianos con caracteristicas morfolégicas

y fisiologicas de Staphylococcus aureus aislados en Ulceras de pacientes con pie

diabético.
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Material y métodos

Seleccidén de cultivos bacterianos para realizar la secuenciacion del gen 16S rARN
Por cada paciente se eligio a los cultivos bacterianos con la caracteristica principal
de ser hemoliticos, y con base en los grupos obtenidos (un cultivo por cada grupo)
en los dendrogramas de asociacion de especies con el programa SYSTAT 10.2,
(anexo 4A).

Extraccion y purificacion de DNA de bacterias Gram positivas

Se extrajo el DNA de las bacterias, todas Gram positivas, mediante el uso del kit
comercial Wizard® Genomic DNA Purification de la marca Promega y siguiendo
las indicaciones del fabricante (anexo 4B).

Se adicioné 1 mL de cultivo (de 24 horas) a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL
de capacidad y se centrifugé a 13 000 rpm durante 2 minutos. Se decant6 el
sobrenadante. Se adiciono al paquete celular 480 uL de solucién de EDTA (50mM)
y se mezclo hasta disolver. Se adicion6 120 pL de solucion de lisozima (10mg/ml)
y 5 uL de lisostafina (1ug/ml), se mezclo e incubd a 37°C durante 60 minutos. Se
centrifugo por 2 minutos a 13 000 rpm y se elimind el sobrenadante.
Continuamente se adiciond 600 pL de solucidon de lisis nuclear y se mezclo la
muestra para disolver todas las células. Se incubd por 5 minutos a 80°C y se dejo
enfriar a temperatura ambiente. Se adiciond 3 pL de solucion RNAsa (4mg/ml), se
mezcld y se incubo por 30 minutos a 37°C. La muestra se enfrié a temperatura
ambiente. Se adicion6 200 pL de solucion de precipitacion de proteinas, se mezclo
e incubo la muestra por 5 minutos en hielo. Se centrifugd a 13 000 rpm durante 3
minutos.

El sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo de microcentrifuga conteniendo 600
uL de isopropanol, se mezclo invirtiendo el tubo 20 veces y se observo la aparicion
de una masa visible de DNA. Se centrifugo a 13 000 rpm durante 3 minutos y se
decant6é el sobrenadante. Se adicioné 600 pL de etanol al 70%, se mezclo y
centrifugé por 2 minutos a 13 000 rpm. Se decantd el sobrenadante. Bajo
condiciones estériles se dej6 secar de entre 10 o 15 minutos el DNA.
Posteriormente se adiciond 100 pL de solucién de rehidratacion de DNA y se

conservo en congelacion.
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Electroforesis en gel de agarosa

Se comprobé la presencia de DNA bacteriano por medio de electroforesis en gel
de agarosa al 1%.

La preparacién del gel const6 en adicionar 30 mL de solucion buffer TBE al 0.5X y
0.3 g de agarosa en un matraz Erlenmeyer, se calento la solucién en microondas
hasta observarse la ebullicion. Posteriormente, se vertié la solucion en un soporte
para preparar gel y se colocé un peine de 16 pozos; se solidific6 en 20 minutos
aproximadamente, se retiré el peine y se colocé en una camara de electroforesis.
Se coloco en cada pozo la mezcla de 4 uL de muestra y 1 uL de buffer, se llend la
camara de solucion TBE al 0.5X para cubrir el gel y se corrié a 80 V durante 40
minutos; pasando este tiempo, el gel se tifidé en solucion de bromuro de etidio
durante 15 minutos.

Finalmente el proceso de extraccion de DNA se comprobd tras visualizar
presencia de DNA en un transluminador de luz ultravioleta marca Bio-Rad.

Para visualizar el producto de PCR se preparo un gel de agarosa al 1.5%. En este
caso, se mezclé 30 mL de solucion buffer TBE al 0.5X y 0.45 g de agarosa en un
matraz Erlenmeyer.

Cepa control

Se utilizo la cepa 1ZC5clc (identificada como Micrococcus luteus y obtenida de
muestras del aire en el valle de Toluca) como control positivo en PCR para el gen
16S rRNA.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Contando con la extraccion de DNA, se prepar6é una mezcla de reaccion (tabla 1)
para PCR. El volumen de los reactivos se calcul6 de acuerdo al niumero de
muestras a procesar. Los reactivos (volumen total) fueron incorporados en un tubo
de microcentrifuga en orden ascendente, sin adicionar el 1 pL de DNA. La mezcla
se centrifugd para homogeneizar y se vacié 19 yL de esta en cada tubo para PCR
y se le adicioné el 1 pL de DNA. Los primer o cebadores que se emplearon para la
amplificacion del 16S fueron el 8 forward y 1492 reverse (dos de los iniciadores
mas utilizados para la secuenciacion del gen 16S rRNA bacteriano) (Gee et al.,
2003; Frank et al., 2008).

112



Tabla 1. Reactivos para realizar mezcla de reaccion para PCR.

Reactivos Concentraciones Volumen (pL)
PCR Master mix, 2x 10pmol/ pL 10
Primer Forward (8) 0.2pm/ pmol 0.5
Primer Reverse (1492) 0.2pm/ pmol 0.5
DNA 0.25ug 1
H20 8
Total 20

Los tubos de PCR conteniendo la mezcla de los reactivos y el DNA se colocaron
en un termociclador marca TECHNE TC-300 bajo las siguientes condiciones de

tiempo y temperatura, con un total de 35 ciclos:

Proceso Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 94°C 5 minutos
inicial
Desnaturalizacion 94°C 30 segundos
Alineamiento 52°C 30 segundos
Extension 72°C 40 segundos
Extension final 72°C 7 minutos

La electroforesis se realizo en gel de agarosa al 1.5% para visualizar el producto
obtenido de PCR. Se deposito en cada carril 1 pL de 5X Green Go Tagq flexi buffer
y 4 uL de producto de PCR. Se corrio durante 40 minutos a 80 V. El gel se tifid en
solucion de bromuro de etidio (10 mg/ml) durante 15 minutos y se revel6 en un
transluminador de luz ultravioleta marca Bio-Rad.

Ya comprobada la amplificacion del gen 16S rRNA se purificaron los productos
con el kit comercial ExoSAP, a partir del siguiente procedimiento: A 5 pL de
producto de PCR se le adicion6 1 pL de exonucleasa | y 1uL de fosfatasa alcalina,
se incub6 a 37°C durante 15 minutos. Posteriormente, se sometio a bafio Maria
(80°C) durante 15 minutos. Las muestras se enfriaron a temperatura ambiente y
se conservaron en refrigeracion.

Los productos de PCR ya purificados se enviaron a secuenciar a MacroGen-

Corea. Las secuencias obtenidas (anexo 4C) de la amplificacion del gen 16S
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rRNA se compararon con secuencias dentro de la base de datos del National
Center for Biotechnology Information (NCBI) y mediante el andlisis BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) se identificé a cada uno de los cultivos bacterianos.

Finalmente, los datos obtenidos en el andlisis de las secuencias se
complementaron con las caracteristicas fisiolégicas previamente realizadas a los

cultivos bacterianos y con la susceptibilidad a antibiéticos por los mismos.
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Resultados
Extraccion de DNA

Se extrajo el DNA total de 21 cultivos bacterianos, tal como se observa en la figura
1. En el caso de los cultivos Adl, 1Af, 1Dal, 4Aa, 4Aal y 4Aa2, fue necesario
repetir la extraccion de DNA y se comprob6 nuevamente mediante electroforesis

en gel de agarosa al 1.0% (Gel C).
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Figura 1. Extraccion de DNA total de los cultivos bacterianos, electroforesis en gel
de agarosa al 1.0%.

Gel A: carril 1: cepa 1Ad1; carril 2: cepa 1Ae; carril 3: cepa 1Af; carril 4: cepa 1Da; carril 5:
cepa 1Dal; carril 6: cepa 2Da; carril 7: cepa 2Dal; carril 8: cepa 3Aal; carril 9: cepa 3Da;
carril 10: cepa 4Aa; carril 11: cepa 4Aal; carril 12: cepa 4Aa2.

Gel B: carril 1: cepa 2Aal; carril 2: cepa 3Aa; carril 3: cepa 4Ac; carril 4: cepa 4Ab; carril
5: cepa 4Ad2; carril 6: cepa 4Da; carril 7: cepa 4Db; carril 8: cepa 4Dc; carril 9: cepa
4Dal.

Gel C: carril 1: cepa 1Ad1; carril 2: cepa 1Af; carril 3: cepa 1Dal; carril 4: cepa 4Aa; carril
5: cepa 4Aal; carril 6: cepa 4Aa2.
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En la figura 2 se muestra la amplificacion del gen 16S de alrededor de 1500 pb de
todos los cultivos bacterianos. En el gel A, se observa que las cepas 1Ad1, 1Ae,
1Af, 1Da, 1Dal, 2Aal, 3Aa y 3Aal, ademés del control positivo dieron resultado
positivo; de igual manera fue el resultado de las cepas 3Da, 4Aal, 4Ac, 4Ab,
4Ad2, 4Da, 4Db, 4Dc, 4Dal y el control positivo, del gel B . En cuanto al gel Cy D,
la cepa 4Aa y la 4Aa2 respectivamente, dieron resultado positivo a la amplificacion
del gen 16S tras repetir la PCR.

De los 21 cultivos bacterianos procesados al inicio, solo 18 amplificaron para el
gen 16S ARNr. Los cultivos 2Aal, 2Da y 2Dal (pertenecientes al paciente dos),

no amplificaron tras realizar nuevamente el proceso de extraccion y amplificacion.
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Figura 2. Amplificacion por PCR del gen 16S rRNA de los cultivos bacterianos,
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.

Gel A: carril 1: marcador de peso molecular; carril 2: control +; carril 3: control -; carril 4:
cepa 1Ad1; carril 5: cepa 1Ae; carril 6: cepa 1Af; carril 7: cepa 1Da; carril 8: cepa 1Dal;
carril 9: cepa 2Aal; carril 10: cepa 2Da; carril 11: cepa 2Dal; carril 12: cepa 3Aa; carril 13:
cepa 3Aal.

Gel B: carril 1: marcador de peso molecular; carril 2: cepa 2Da; carril 3: cepa 2Dal; carril
4: cepa 3Da; carril 5: cepa 4Aa; carril 6: cepa 4Aal; carril 7: cepa 4Aa2; carril 8: cepa 4Ac;
carril 9: cepa 4Ab; carril 10: cepa 4Ad2; carril 11: cepa 4Da; carril 12: cepa 4Dal; carril 13:
cepa 4Db; carril 14: cepa 4Dc; carril 15: control +; carril 16: control -.

Gel C: carriles 1: marcador de peso molecular; carril 2: control +; carril 3: control -; carril 4:
cepa 2Da; carril 5: cepa 2Dal; carril 6: cepa 4Aa; carril 7: cepa 4Aa2.

Gel D: carriles 1: marcador de peso molecular; carril 2: control +; carril 3: control -; carril 4:
cepa 4Aaz2; carril 5: cepa 2Da; carril 6: cepa 2Dal.
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Secuenciacion del amplicon del gen 16S rRNA

Los amplicones se enviaron a Macrogen-Corea y se analizaron los resultados

enviados. En la figura 3 se puede ver un electroferograma y la secuencia obtenida
del cultivo 3Aal.
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CGCGGTAAT ACGTAGGTGGCAAGCGT TATCCGGAATTATTGGGC GTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTT TTTAAGTCT GATGT GAAAGC CCACGGCT CAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAA

TTTTGGTACGCGATCCGCGAATCTGCAGTCGAGCGAACGGACGAGAAGCT

TGCTTCTCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTA
CCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATA
TTTTGAACCGCATGGTTCAAAAGTGAAAGACGGTCTTGCTGTCACTTATA
GATGGATCCGCGCTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGG
CAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAG
ACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATG
GGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGAT
CGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACATATGTGTAAGTAACTGTGCACA

TCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC

Figura 3. Electroferograma y secuencia obtenida del cultivo 3Aal.
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Analisis de la secuencia

El resultado de la secuenciacion de los productos de PCR del gen 16S rRNA
bacteriano fue comparado tras un andlisis BLAST en la base de datos del NCBI tal
como se ejemplifica en la figura 4.

©)Graphic Summary,

Distribution of the fop 200 Blast Hits on 100 subject sequences &
Moust rments

(= Descriptions

Figura 4. Ejemplo del analisis BLAST de la secuencia obtenida del cultivo 3Aal.

En la tabla 1 se muestra la identificacion final de los cultivos bacterianos
ordenados por paciente y especificando el tiempo de toma de muestra (antes y
después del tratamiento). En el paciente uno (P1) se identifico la misma especie
bacteriana (Staphylococcus saprophyticus) en las muestras tomadas antes y
después de aplicar el tratamiento con larvas de mosca Lucilia sericata. En el caso
del paciente dos (P2), las muestras no amplificaron para el gen 16S rRNA. En el
paciente tres (P3), los aislados obtenidos antes del tratamiento revelaron la
presencia de las especies Enterococcus faecalis y de Staphylococcus aureus; en
la muestra tomada después del tratamiento se determiné Staphylococcus sp. En el
paciente cuatro (P4) se observa la identificacion de dos especies de
Staphylococcus presentes en las muestras de antes de aplicar terapia larval: S.
haemolyticus y S. epidermidis, y en las muestras obtenidas después, se encontr6

Staphylococcus haemolyticus.
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Tabla 1. Identificacion de cultivos bacterianos mediante la secuenciacion del gen

16S rRNA.
Paciente Muestra Especie No.
acceso
1Ad1 Staphylococcus saprophyticus KT441087.1
Antes 1Ae Staphylococcus saprophyticus KU922275.1
1 1Af Staphylococcus saprophyticus KC456631.1
Después 1Da Staphylococcus saprophyticus MH396763.1
1Dal Staphylococcus saprophyticus MH491957.1
Antes 2Aal
2 Después 2Da No amplificaron
2Dal
Antes 3Aa Enterococcus faecalis KM257699.1
3 3Aal Staphylococcus aureus CP017090.1
Después 3Da Staphylococcus sp. MH447013.1
4Aa Staphylococcus haemolyticus MH542264.1
4Aal Staphylococcus haemolyticus KY623168.1
Antes 4Aa2 Staphylococcus epidermidis MH447004.1
4Ab Staphylococcus haemolyticus KF607057.1
4 4Ac Staphylococcus haemolyticus KT238985.1
4Ad2 Staphylococcus epidermidis KX946155.1
4Da Staphylococcus haemolyticus KX822156.1
, 4Dal Staphylococcus haemolyticus JF784022.1
Después .
4Db Staphylococcus haemolyticus KX946163.1
4Dc Staphylococcus haemolyticus KX946157.1
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Una vez identificados los cultivos puros bacterianos se procedié a complementar
estos resultados con sus caracteristicas morfolégicas y fisiolégicas realizadas
previamente.

En la tabla 2 se muestran las caracteristicas macroscopicas, microscopicas y
fisiolégicas de los cultivos puros bacterianos identificados, asi como su
identificacion final a partir de la secuencia del gen 16S rRNA.

Los cultivos del P1 presentaron un crecimiento de colonias amarillas en medio de
cultivo agar sal manitol en la muestra obtenida antes de aplicar el tratamiento
larval y crecimiento de colonias blancas posterior a este (tabla 2), tras su analisis
microscépico se observaron cocos Gram positivos agrupados en racimos
(estafilococos Gram positivos); la mayoria de los cultivos reaccionaron a la
utilizacion sustratos, con excepcion de manitol y sorbitol, fueron anaerobios
facultativos en fructuosa y presentaron capacidad de reducir nitratos; tan solo un
cultivo obtenido de la muestra antes del tratamiento (1Ae) produjo ureasa y un
cultivo de la muestra después del tratamiento (1Dal) fue hemolitico. En todos los
aislados se identificé a la misma especie: Staphylococcus saprophyticus.

En el P2 las colonias del cultivo 2Aal perteneciente a la muestra antes del
tratamiento fueron de color blanco y posterior al tratamiento de color amarillo en
agar sal manitol (tabla 2). Al realizar la tincion de Gram y observar al microscopio,
en el cultivo de la muestra antes del tratamiento se observé un coco Gram positivo
agrupado en racimos (estafilococo Gram positivo) y en los cultivos de la muestra
después del tratamiento resultaron cocobacilos Gram positivos; la identificacion
final de los cultivos bacterianos no pudo concretarse debido a que las muestras no
amplificaron para el gen 16S. Sin embargo, sus caracteristicas fisiologicas
muestran actividad hemolitica en todos los cultivos, ademas de producir lipasa
(cultivo 2Aal) y DNAasa (cultivo 2Da). La utilizacion de sustratos como Unica
fuente de carbono y energia, a excepcion de manitol, fue por todos los cultivos
bacterianos.

El crecimiento de las colonias del P3 antes del tratamiento fue de color amarillo y
después de este fue color blanco (tabal 2), se observo tras realizar la tincion de

Gram a cocos Gram positivos agrupados en racimos (estafilococos Gram
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positivos) en ambas muestras; los cultivos obtenidos de la muestra previo al
tratamiento resultaron positivos a la prueba de coagulasa y uno de ellos (cultivo
3Aa) fue hemolitico y lipasa positivo, y otro (3Aal) resulto DNAasa y ureasa
positivo; el cultivo de la muestra después del tratamiento fue hemolitico, DNAasa y
lipasa positivos. Todos los aislados del P3 fueron anaerobios facultativos en
glucosa y fructuosa, presentaron capacidad de utilizar sustratos como manitol,
sacarosa, maltosa y dextrosa. Se identific6 a Enterococcus faecalis vy
Staphylococcus aureus en la muestra de antes y a Staphylococcus sp. en la
muestra después del tratamiento.

En los cultivos del P4 el crecimiento de colonias en agar sal manitol fue de color
amarillo antes del tratamiento larval y color blanco posterior a este (tabla 2), en
todos se observO microscopicamente a cocos Gram positivos agrupados en
racimos (estafilococos Gram positivos). Todos los cultivos fueron hemoliticos (a
excepcion del cultivo 4Aa2), anaerobios facultativos en glucosa y presentaron
capacidad para reducir nitratos; los cultivos obtenidos de la muestra antes del
tratamiento fueron también anaerobio facultativos en fructuosa y presentaron
capacidad para utilizar sacarosa y dextrosa. En la muestra obtenida antes de
aplicar el tratamiento se identificO a Staphylococcus haemolyticus vy
Staphylococcus epidermidis, en la muestra después solo a Staphylococcus

haemolyticus.
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Tabla 2. Caracteristicas macroscopicas, microscopicas y fisiologicas de los
cultivos bacterianos identificados mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA.

Caracteristicas

Pruebas bioq

uimicas

Caracteristicas

Paciente)  Muestra macroscoplcgs microscopicas |Coa| H |DNA| Lip | Gel Glu/AfFru/Af Man | Lac | Sac | Mal | Sor | Dex |NO3 Especie
Color de colonias
1Ad1 amarillo pstafilococo Gram 4 - - - - IR R + | + + - | + | + |Staphylococcus saprophyticus
Antes 1Ae amarillo pstaflococoGram4 - | - | - - S ]+ + - | + | + [Staphylococcus saprophyticus
1 1Af amarillo estafilococo Gram 4 - - - - - A ] - + | + + - |+ IStaphylococcus saprophyticus
Despuss 1Da blanco pstafilococo Gram 4 - - - - - |- - - + |+ + - |+ - |Staphylococcus saprophyticus
1Dal blanco pstafilococo Gram 4 - | + - - IR -+ + - | + | + |Staphylococcus saprophyticus
Antes | 2Aal blanco pstaflococoGram4 - | +| - + A S + |+ [ + -
2 Despuss 2Da amarillo cocobacilo Gram +[ - | + | + - - |+ -] - + | + + | + | + - No amplificaron
2Dal amarillo cocobacilo Gram +| - | +| - - - |+ -] - + | + + |+ |+ -
Antes 3Aa amarillo pstaflococo Gram 4 + | +| - + S | A HA O+ + |+ + |+ [ + - Enterococcus faecalis
3 3Aal amarillo pstaflococoGram+4 + | - | + - - A ]+ -+ + -+ - Staphylococcus aureus
Después | 3Da blanco pstaflococoGram+4 - | +| + + -]+ -+ + -+ - Staphylococcus sp.
4Aa amarillo pstaflococoGram4 - | +| - - - | ] - S+ |+ - | + | + [Staphylococcus haemolyticus
4Aal amarillo pstaflococoGram+4 - | +| - - - | H ] - - |+ - - | + | + |Staphylococcus haemolyticus
Antes 4Aa2 amarillo pstafilococo Gram 4 - - - - R + | + - - | + | + | Staphylococcus epidermidis
4Ab amarillo estafilococo Gram 4 - | +| - - N EY Y -+ + - | + | + |Staphylococcus haemolyticus
4 4Ac amarillo pstaflococoGram4 - | +| - S+ ] - - |+ - - | + | + [Staphylococcus haemolyticus
4Ad2 amarillo estaflococoGram+4 - | +| - - R -+ + - | + | + | Staphylococcus epidermidis
4Da blanco estaflococo Gram 4 - | +| - - e R - - - - - | + [Staphylococcus haemolyticus
Después 4Dal blanco estaflococoGram+4 - | +| - - - |+ - - - - - - | + | + |Staphylococcus haemolyticus
4Db blanco estaflococoGram+4 - | +| - - - |+ - - - - - | + | + |Staphylococcus haemolyticus
4Dc blanco pstaflococoGram+4 - | +| - - RS - - - - - | + | + |Staphylococcus haemolyticus

123




Discusion

La identificaciéon de bacterias mediante el andlisis de la secuencia del gen 16S
rRNA es la técnica molecular mayormente utilizada en muestras clinicas y
ambientales (Valenzuela et al., 2015). Sin embargo, tras no resultar la
amplificacion de este gen (16S rRNA) puede optarse por el gen rpoB, que también
se considera til para la identificacion bacteriana y filogenia de muestras de origen
humano (bacterias con repercusién clinica), animal y ambiental (Cercenado y
Canton, 2010).

En cuanto a los 18 cultivos identificados a partir del andlisis de la secuencia del
gen 16S rRNA, tan solo un cultivo (3Aal) perteneciente al paciente tres (P3)
resulté ser Staphylococcus aureus (de acuerdo con las caracteristicas
morfoldgicas y bioquimicas); lo cual no concuerda con lo mayormente reportado
en la literatura. Beltran et al. (2001) reportdé tras un analisis bibliografico de
estudios realizados entre 1990 y 1998, que S. aureus es el microorganismo que
predomina en ulceras de pie diabético. De igual manera lo describe Martinez
Gomez (2004), S. aureus es el patégeno mas importante en la infeccion del pie
diabético. En un estudio realizado entre el afio 2005 y 2010 por Garcia (2014), S.
aureus, E. coli y P. aeruginosa estuvieron asociados a infeccion en mas de la
mitad de pacientes diabéticos con Ulcera en pie. Aunque Barberan (2009), refiere
gue S. aureus es el microorganismo mas prevalente y causal de infeccion en el pie
diabético.

Bocanegra et al. (2013), mencionan que en la infeccion inicial del pie diabético
prevalecen S. aureus y S. aureus resistente a la meticilina (MRSA), ademas de,
Streptococcus B-hemoliticos, incluyendo los del grupo A, B, Cy G.

Recientemente Echeverria et al. (2017), sefialan que en Ulceras de larga duracién
pueden encontrarse ademas de S. aureus, microorganismos resistentes, entre
ellos MRSA, Staphylococcus coagulasa negativo (SCN), Enterococcus,
Streptococcus, Pseudomonas aeruginosa y en algunos casos Corynebacterium vy
Candida.

En el presente estudio Staphylococcus saprophyticus (perteneciente a los

estafilococos coagulasa negativo) fue detectado tanto en las muestras de antes y
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después del tratamiento larval en el P1 (tabla 1). Tal como lo reporta Farifia et al.
(2005), este microorganismo es agente causal de infecciones urinarias en mujeres
en edad sexual activa (comprendida entre 15 a 50 afos). En este caso, el P1
(Unico caso) refiere al género femenino y la herida pudo haberse contaminado
durante el bafio o por mala higiene de manos, ya que, S. saprophyticus no se
adhiere comunmente a otros tejidos (piel y mucosas).

En el P3 se aislaron e identificaron dos cultivos bacterianos obtenidos de la
muestra antes del tratamiento; el cultivo 3Aa, se identific6 como Enterococcus
faecalis y el 3Aal, como Staphylococcus aureus (tabla 1). En la muestra después
del tratamiento se encontré a Staphylococcus sp. (cultivo 3Da).

Los Enterococcus tienen poco potencial patdégeno pero pueden volverse
patdogenos oportunistas en un paciente inmunodeprimido. En las Ulceras de pie
diabético puede presentarse como parte de una infeccion mixta (Bocanegra et al.,
2013). Enterococcus faecalis es el mas abundante en el tracto gastrointestinal de
los humanos, lo cual explica su aislamiento en muestras clinicas (Pérez et al.,
2010); su principal diseminacion es a través de las manos (Rodriguez et al., 2013).
En muestras de antes del tratamiento del P4 fueron identificados Staphylococcus
haemolyticus y Staphylococcus epidermidis (cultivos 4Aa2 y 4Ad2) (tabla 1). Los
cultivos pertenecientes a la muestra después se identificaron como
Staphylococcus haemolyticus (4Da, 4Dal, 4Db y 4Dc).

Staphylococcus epidermidis, S. haemolyticus y S. saprophyticus (todos SCN)
estan asociados a patologia infecciosa (Predari, 2007). En un estudio realizado
por Ruiz et al. (2007), S. epidermidis tuvo una prevalencia del 12% de los
aislamientos seguido de S. aureus y E. coli en infeccion del pie diabético; también
encontraron, que las heridas tratadas con antibiéticos presentaron reinfecciones y
se manifestaron bacterias como: Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus
epidermidis y Staphylococcus cohnii.

Bravo et al. (2009), reportaron a Staphylococcus haemolyticus como la segunda

bacteria mas frecuente en uUlceras infectadas de pie diabético. Este patdogeno ha
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surgido en la clinica como un microorganismo multirresistente al igual que S.
epidermidis, lo cual dificulta su tratamiento (Castro et al., 2006).

Lo anteriormente descrito realza a los estafilococos coagulasa negativo (SCN)
como patégenos emergentes que pueden causar infecciones graves y dificiles de
tratar. Diversos estudios proponen identificar a nivel de especie a los
microorganismos responsables en un proceso infeccioso y a partir de esto,
determinar un tratamiento adecuado que contribuya a contrarrestar la infeccion.
Los métodos moleculares, a partir de la secuenciacion del 16S rRNA, ofrecen una
identificacion a nivel de especie (de los microorganismos de interés) de manera

rapida y precisa.
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Conclusiones
Un solo cultivo fue identificado como Staphylococcus aureus no hemolitico.

En el paciente tres se identifico a Enterococcus faecalis y a Staphylococcus sp.
La presencia de estafilococos coagulasa negativo (Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus haemolyticus y Staphylococcus saprophyticus) se determind en
tres pacientes, lo cual reafirma la participaciébn causal de estos microorganismos
en el desarrollo de un proceso infeccioso.

En los pacientes hay diferencias entre las especies aisladas.
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Anexo 3A. Dendrograma de los cultivos bacterianos obtenidos en cada paciente.

Ay

3

1Ael

1Ad1

—

o = B
= :
B B N

1Ab

oy
.
=9

=
= 0=
wd 2

| | | | | |
.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Paciente 1

OH

2Aal

I

I

| | l | 1 |
000 005 010 015 020 0.25

Paciente 2

132



3Aa

3Da

4Aal

4Ad1

4Ad2

.
s

[EE6E

b

.

Ac

=
g

4Aal

D

&

4Db

4Dc

o

| | I I 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
Paciente 3
| | | |
0 0.1 02 03
Paciente 4

133



Anexo 3B. Extraccion de DNA Wizard Purification System (No. Catalogo A1120) .

Wizard® Genomic DNA Purification Kit Q %Zl(;{g
METRUCTIONS FOR LEE OF PRODWCTS A1120, A1123, 41135 AND A1620 I l.

solation of Genomic DNA from Gram Positive and Gram Negative Bacteria

Pellet Cells
Cenfrifuge Tml of cwemight culbure for 2 minwies at 13 000-16,000 = o~ Gram +
Discand the supernatand. Pallet calle.
A. For Gram Positive Bacleria l
1. Suspend cells in 4804l S0mM EDTA Ul e
2 Add Iytic enzyme(s) (120ul) [lysozyme andfor lysostaphin]. “
3 Incubate at 37°C for 3060 minutes. Add Nuclei Lysis
4. Cenbrifuge for 2 minuies at 13,000-16,000 = g*and remove supennatant. Soiutian. Incubate at
5. Gofo Step 1, Lyse Cells (below). UL for s Inemi

ihen add AMase
sodubon and ncubale.

B. For Gram Megative Bacteria

Go b Step 1, Lyse Cells {below). ‘I'
Lyse Cells Add Protein
1. Add 600! Nuclei Lysis Solution. Pipet gendly to mix ‘ ’ rapaiion
2. Incubste far 5 minutes at B0°C, then coal to room {emperaiure.
3. Add 3pl of RMase Solution. Mix, incubate at 37°C for 15-60 minubes, then "~'1= Centrifuge.
cool fo room temgerature.
Profein Precipitation iy gy
4. Add 200pl af Profein Precipitation Solutian. Warlex soprapanal.
5. Incubste an ice for 5 minutes.
B. Centrifuge at 13,000-16,000 = ™ for 3 minuies. Centriluge.

DHA Precipitation and Rehydration

Discard :
7. Transder the supematant to a chean fube containing 600yl of room temperature eane supematant

Pucbed ethand.
izopropanal. Mix.

B. Centrifuge as in “Pelled Cells™ above, and decant the supernatant.

g, Add 600! af room temperabure 70% ethanol. Mix Centriluge.

10. Centrifiuge for 2 minutes at 13,000-16,000 = g~

11. Aspirate the ethanol and air-dry the pellet for 10-15 minutes. Aspirsts sthancl.

1 <

Air-dry peliat .
12. Rehydrate the DMA pellet in 100p1 of Rehydration Solution for 1 hour at 65°C Refydrate DNA. =
or overmight at 4°C. z
"Maximum speed on 3 microcaniniuge. E
Additional protocal information i available in Technical Manual #TMOS0,
available anling at: wwWw.promega. com -
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Anexo 3C. Secuencias del gen 16S rRNA de los cultivos bacterianos aislados de
Ulceras infectadas en pie diabético.

1Da
TGGCCAGGCTATCCGCGTATACATGCAGTCGAGCGACAGATAAGGAGCTT
GCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTAC
CTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACAT
TTGGAACCGCATGGTTCTAAAGTGAAAGATGGTTTTGCTATCACTTATAG
ATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGC
GACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGA
CACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGG
GCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGGTTTCGGCTC
GTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTGTGCACGT
CTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCG
CGCGTAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTG
GAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAAT
TCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCG
AAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGA
TCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCT
AAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCA
CTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG
GGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAG
AACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGAAAACTCTAGAGATAGAGCCTTC
CCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTG
TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAG
TTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGGTTGACTGCCGGTGACAAACCGG
AGGAAGGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCT
ACACCCTGCTACAATGGACAATACAAAGGGGGCTTAACCCCGAGGCATGC
AAATCCCTAAAATTGTTCTCCATTCCGAATTGAATCTGGAACTCCACTAA
CTGAAAGCGGGAATCCCTTTAAATCGAAATACCAAGGTTCCGGGAAAAAA
TTTCCCGGGCTTGGTAAACCCGCCCTTCAACCACCAAAATTTGTAACCCC
AAACCCGGGGGGTACATTTTTGATTTCTCCAAAGGA

1Dal
TTCGTCCGTATACGTGTGCTTTGACCTGGGCCGGAAAAATGAAAAGGGGC
GCGAAAGTGGGGGAGTGACAGGGTGGGACGACCCGCCTAAGCTGAGCTAA
TACCGGATAACATTTGGAACCGCATGGTTCTAAAGTGAAAGATGGTTTTG
CTATCACTTATAGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAAC
GGCTTACCAAGGCGACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCAC
ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAA
TCTTCCGCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGA
AGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACATATGTGTAAG
TAACTGTGCACGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTAC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTAT
TGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCA
CGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAG
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AGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGG
AACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGC
GAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA
AACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCT
AACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCA
AAGGAATTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGGGGTTTAATTCG
AAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGAAAACTCTAG
AGATAGAGCCTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGGGGTGCATGGTGG
T

1Ad1
GTGCTGGACTGGCTGCCAGTAATGCAGTCGAGCGAACAGATAAGGAGCTT
GCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTAC
CTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACAT
TTGGAACCGCATGGTTCTAAAGTGAAAGATGGTTTTGCTATCACTTATAG
ATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGC
GACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGA
CACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGG
GCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGGTTTCGGCTC
GTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTGTGCACGT
CTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCG
CGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCG
CGCGTAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTG
GAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAAT
TCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCG
AAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGA
TCAAACAGGATTACATACCCTGGTAGTCCACGCCGCAAACGATGAGTGCT
AAGTGTTAGGGGGATTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCA
CTCCGTCTGGGTAGTACGACCACAAGGTTGCAACTCCAACGAATTGACGA
GGACGCGCACACGCGCTGGAGCATGCGC

1Ae
TCCCTAGGCTATACGCTGAGACCATTGCTCGTGGCTCGAGAGATAAGGAA
CATGTGCTCCTCTGTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGT
AACCTACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGG
ATAACATTTGGAACCGCATGGTTCTAAAGTGAAAGATGGTTTTGCTATCA
CTTATAGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTA
CCAAGGCGACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCC
GCAATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGGTT
TCGGCTCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTG
TGCACGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCA
GCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCG
TAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTC
AACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAA
GTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACC
AGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGC
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GTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTACACGAT
GAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCTCCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGTA
TTAAGCACTCCTCCTGGGGATTAAG

1Af
TCTATTAGTATACGCTGTATCTGCTAGTCGAGCGAACAGATTAGGAGCTG
TGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTA
CCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACA
TTTGGAACCGCATGGTTCTAAAGTGAAAGATGGTTTTGCTATCACTTATA
GATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGG
CGACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAG
ACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATG
GGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGGTTTCGGCT
CGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTGTGCACG
TCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGC
GCGCGTAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGT
GGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAA
TTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGC
GAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGG
ATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGC
TAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGC
ACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGAAAACTCTAGAGATAGAGCCTT
CCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT
GTCCTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTA
GTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGGTTGACTGCCGGTGACAAACCG
GAGGAAAGGTGGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCCTTATGATTTGG
GGCTACCACCGTGCTACAATGGGACAATACAAAGGGCAGCTTAAACCGCG
AGGTCATGCAAATCCCCTAAAGTTGTCTTCCAGTTCGGAATTGGAATCTG
GCAACTCGACTAACTGAAACCTGGAATCCCTTGAAATCGGAAATAACCAT
GGTTACGGGGAAAAACTTTCCCGGGTTTGTTACAACCGCCGGTTCACCCC
ACAGAATTGTTAACCCCCAAACCCGTGGGGTACCTTTTTTGGGTTTCCTC
CCAAGGGGAAAAATAGGGAGGGG

3Aa
TTCTTCAGGTATACGCTTATCTGCTCGTCGATCGCTTCTTTCCTCCCGAG
TGCTTGCACTCAATTGGAAAGAGGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTG
GGTAACCTACCCATCAGAGGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATAC
CGCATAACAGTTTATGCCGCATGGCATAAGAGTGAAAGGCGCTTTCGGGT
GTCGCTGATGGATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGG
CTCACCAAGGCCACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACAC
TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATC
TTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAG
GTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTAGTA
ACTGAACGTCCCCTGACGGTATCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGT
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GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTG
GGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCG
GCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAG
GAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAA
CACCACTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGCTCGA
AAGCGTGGGGAGCAAACACGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACTCCGTAA
ACGATGACTGCTAAGTGTTGTGATGGTTTCTGCCCTTCGCGCTGCATCAC
ATTTATTAAGTTCTCCTGTCTGGGC

3Aal
TTTTGGTACGCGATCCGCGAATCTGCAGTCGAGCGAACGGACGAGAAGCT
TGCTTCTCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTA
CCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATA
TTTTGAACCGCATGGTTCAAAAGTGAAAGACGGTCTTGCTGTCACTTATA
GATGGATCCGCGCTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGG
CAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAG
ACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATG
GGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGAT
CGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACATATGTGTAAGTAACTGTGCACA
TCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGC
GCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGT
GGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAA
TTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGC
GAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGG
ATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGC
TAAGTGTTAGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCA
CTCCGGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGACCCGCACAAGCGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAG
AACCTTATCAAATCTTGACATCCTTTTGACACTCTAGAGATAGAGCCTTC
CCCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGCTTGTCGCTAGCCTCGTG
TCTGAAATGCTCGGTTAAGTCCCGCCAACCAACTGCACCCTTTAAGCCTA
AGCTGCCACTCTTAGAGTTGGCACTCTAGCTGACTGGCCGGTCGACAAGA
TCGTAAGTAAGAGGGGAATGTACCGC

3Da
GAGGGTGTCCGGTAAGCTGCTATACATGCAGTCGAGCGAACGGACGAGAA
GCTTGCTTCTCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATAAC
CTACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATA
ATATTTTGAACCGCATGGTTCAAAAGTGAAAGACGGTCTTGCTGTCACTT
ATAGATGGATCCGCGCTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCA
AGGCAACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACT
GAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCA
ATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCG
GATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACATATGTGTAAGTAACTGTGC
ACATCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAA
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AGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAAC
CGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTG
GAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTG
GGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAG
TGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTA
AGCACTCCGCCTGGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAGGAATTG
ACGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGTTTAATTCGAAGCAACGCGA
GGACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACACTCTAGAGATAGAGCTTCC
TCTTCGGGGACAAGTGACAGTGTGCATGGTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCGCACGAGCGCACCCTAGCTAAGTGCAATCATAA
GTGGGCACTCTAGGTGACTGCGTGACACCGAGACGTGGGATGACGTCATC
ATCATGCCCGTATGATAGCTTACACTGCTCATGCAATCATGTCACGGACG
TAGATCAGGCCAATTCCATAAAGAGT

4Aa
TCGTTAGCTATACGCGTGTCTGCAGTCGAGCGAACAGACAAGGAGCTTGC
TCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCT
ATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATATTT
CGAACCGCATGGTTCGATAGTGAAAGATGGTTTTGCTATCACTTATAGAT
GGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGA
CGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACA
CGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGC
GAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGT
AAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACATACGTGTAAGTAACTATGCACGTCT
TGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCG
CGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGA
GGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTC
CATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAA
GGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAA
GTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACT
CCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGG
ACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAA
CCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACAACTCTAGAGATAGAGCCTTCCC
CTTCGGGGGACAAAGGGACAGGGGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCCTGTC
GTGAGAAGTTGGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAAG
TTGCCTTCATTAAGTTGGGGCACTCTAAGTTGACTGCCGGTGACAAACCG
GAAGGAAGGGGGGGATGACGTCCAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGC
TACCACCGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGGGAGGCAAACCGGCAGGT
CAAGCAAATCCCTTAAAGGTTGTTCCCATTTCCGAATTGGATTTCCGCAA
CTCGAACTACTTGAGCCTGGAAATCCCAAGAAATCCAAGAATACCAAGGG
TTCAGGGGGATAACCGTTCCCGGGGGTTTGGGACCCACCGGCCTTTCCGC
CCCAAAGATTTGTTAACCCCCCAAAGCCCGGGAAAATTACCATTTGGAAA
TTACCCCCTTAAGTTGGGACAATTTATTGGGGGGGACT
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4Aal
TACCTCTCGTATACGCGTGTCATGCAGTCGAGCGACAGACAAGGAGCTTG
CTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACC
TATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATATT
TCGAACCGCATGGTTCGATAGTGAAAGATGGTTTTGCTATCACTTATAGA
TGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCG
ACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGAC
ACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGG
CGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCG
TAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACATACGTGTAAGTAACTATGCACGTC
TTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGC
GCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGG
AGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATT
CCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGAT
CAAACAGGATTAGATACCCTGGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCT
AAGTGTTAGGGGGGTTTCCGCCCCTCATGCTGCAGCTAACTCATTAATCA
CTCCGTCTGGGGAGTACGACCCGGTACGCTGATACTCAAATTGAATTGAC
GTGGACCCGCACCAGCCGGTG

4Aa2
GTAGCTTGCCTATACGCGTATCATGCTAGTCGAGCGACAGACGAGGAGCT
TGCTCCTCTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTA
CCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATA
TATTGAACCGCATGGTTCAATAGTGAAAGACGGTTTTGCTGTCACTTATA
GATGGATCCGCGCCGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGG
CAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAG
ACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATG
GGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGAT
CGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTATGCACG
TCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGC
GCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGT
GGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAA
TTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGC
GAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGG
ATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGC
TAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGC
ACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACCAATCTTGACATCCTCTGACCCTCTAGAGATAGAGTTTTCC
CCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTTGCATGGATGTCGTCAGCTCGTG
TCGTGAGATGTTTGGGTTAGTCCCGCACGAGCGCACCCTTAGGCTTAGTT
GCATCATAGTGGCACTCTAGGTTGACTGCCGTGACAACGAGAAGGTGGGG
ATGACGTCCATCATCATGCCTTATTGATTGGCTACACTGCTCATGAACAT
ACCAGGCAGCGCAACTGCTAGGGTCAGCAAAGTTC
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4Ab
CCGTTAGCTATACGCTTACAATGCAGTCGAGCGAACAGACAAGGAGCTTG
CTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACC
TATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATATT
TCGAACCGCATGGTTCGATAGTGAAAGATGGTTTTGCTATCACTTATAGA
TGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCG
ACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGAC
ACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGG
CGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCG
TAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACATACGTGTAAGTAACTATGCACGTC
TTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGC
GGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGC
GCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGG
AGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATT
CCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGA
AGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGAT
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTA
AGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCAC
TCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGG
GACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGA
ACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACAACTCTAGAGATAGAGCCTTCC
CCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGT
TGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGACTGCCGGTGACAAACCGGA
GGAAAGTGGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGCTA
CCACCGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTCAA
GCAAATCCCCTAAAGTTGTTCTCCGTTTCGGATTGGAGTCTGCACTCGAC
TACTTGAAGCTGGAATCCCTTGAAATCCGAAATACCATTGGCTACGGGGA
ATAACTTTCCCGGGGTTTTGTACAACCGCCCGTTCAACCCAAGAAAGTTT
GTAACCCCCCGAACCCGGGGGAGTACCTTTGGGATTCCCCTCCAGGGGGA
CAGTTTGGGGGGGGGTTTTTTCCAAGGGGGGGC

4Ac
TCGCTAGGATACGCTGTATCTGCAGTCGATCGAACAGACAGGAGCTTGCT
CCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTA
TAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATATTTC
GAACCGCATGGTTCGATAGTGAAAGATGGTTTTGCTATCACTTATAGATG
GACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGAC
GATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAGACAC
GGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCG
AAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTA
AAACTCTGTTATTAGGGAAGAACATACGTGTAAGTAACTATGCACGTCTT
GACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGG
TAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCCGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGC
GCATGCGGTTTTTTAATTCTGATGTGAAAGCCCACCGCTCACCCGTGGAG
GGTCATTGGAAACTGTTAAACTTGTTTGTAGAAGAGGAAGGAGGAACTCC
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CTTTTGTTGCCGTGATCTGACCAAATTTACGTCGAACCATCCCTGGGTTA
GGCAATCTTCCTTCCTGTCACTTCACTTTCCCGCGAGGTGAGTGTGGGGA
GCGGAG

4Ad2
TTCGGTCAGCTAGACGCTTACACTGCTCGTGGAGCGAACAGACTAGGAGC
TGTGCTCCTCTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATAACC
TACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAA
TATATTGAACCGCATGGTTCAATAGTGAAAGACGGTTTTGCTGTCACTTA
TAGATGGATCCGCGCCGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAA
GGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTG
AGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAA
TGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGG
ATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTATGCA
CGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAG
CCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAA
GCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACC
GTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGG
AATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTG
GCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGG
GGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGT
GCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAA
GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGA
CGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCG
AAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTCTGACCCCTCTAGAGATAGAGTT
TTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCT
TAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGACTGCCGGTGACAAAC
CGGAGGAAAGTGGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATTTGG
GCTACACACGGGCTACAATGGACAATACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGG
TCAAGCAAATCCCCTAAAGTTGTTCTCCATTTCGGATTGTAGTCTGGCAC
TCCCACTATTTAAAACTGGAAATCGCTTGAAATCCGAAATAACCCTGGCT
ACGGGGAAAAACTTTCCCGGGGTTTGTTAACACCGGCCGGTTCACCCCCA
AGAATTTGTTACCCCCGAACCCGGGGGGGAAACCATG

4Da
TTCTACGTACTAACGCTTACCTTGATCCTGGATCGAGCAGACTTGGAACT
TGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTA
CCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATA
TTTCGAACCGCATGGTTCGATAGTGAAAGATGGTTTTGCTATCACTTATA
GATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGG
CGACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAG
ACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATG
GGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGAT
CGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACATACGTGTAAGTAACTATGCACG
TCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGC
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GCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGT
GGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAA
TTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGC
GAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGG
ATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGC
TAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGC
ACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGGTTTAATTCGAAGCAACGCGA
AGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACAACTCTTGAAGATAGAGCC
TTTCCCCTTCGGGGGGACAAAGTGACAGGTGGGTGCATGGGTTGTCCGTC
AGCTCCGTGTCCGGGAAAATGTTGAGGTTAAGTCCCGCCAACCAACCGCA
ACCCCTTAAGCCTTAGTTTGCCATCCTTTAAGTTTGGGGCACTCTAAGGT
TGAACTGCCCGGTTGACCAAACCCGAAGGAAAGGTGGGGGATTGACGGTC
AAATTCTTCATGCCCCCTTATGGATTTGGGGCTTACCACCGGGGGTTACA
ATGGGAACAAAACCAAAGGGGGGAGGGAAATCCGCGCAGGTTCAGACAAA
ATTGCCCTTAAAGGTTGGGGTTCCAGTTTCCGGAATTGGAATTCCGGCAA
CTTCCGCATTCCTTGGAAACCTGGGAACTCGCCCTTGGAAATTCGGGATA
TACCGCCCTGCTCATTGTGTTAAAACCCAGGACCCCCGGGGG

4Dal
GTGGTCTGGCTATCGCGTGTACATGCAGTCGAGCGAACAGACAAGGAGCT
TGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTA
CCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATA
TTTCGAACCGCATGGTTCGATAGTGAAAGATGGTTTTGCTATCACTTATA
GATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGG
CGACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGAG
ACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATG
GGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGAT
CGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACATACGTGTAAGTAACTATGCACG
TCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC
GCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGC
GCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGT
GGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAA
TTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGC
GAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGG
ATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGC
TAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGC
ACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA
GAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACAACTCTAGAGATAGAGCCTT
CCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTA
GTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGACTGCCGGTGACAAACCG
GAGGAAGGGTGGGGATGACGTCCAATCATCATGCCCCTTATGATTTGGGC
TACCACCGGGCTACAATGGACAATACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTC
AAGCAAATCCCTTAAAGTTGTTTCTCAGTTCGGATTGTATTTTGGAACTC
CCATCACTGAAGCCTGGAATCCCTTGAAATCCGAAATCCAAATGTTCCGG
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GGAATAACTTTCCCGGGGTTTGGTACACCCGCCCTTTCAACACCCGAGAT
TTTTTAACCCCCCAAGCCCGGGGGGATAACCTTTGGGATTGCCCTCCAAT
GGGCACGATTGGCTTTGGGTCGGCCAAGCGCCCGGCGCGAACAGGTACCC
TTGGGTTTGGGCCTTGGAATTAGCGGGGA

4Db
GGGGCATGGGCGGCGTGCCTATACATGCAGTCGAGCGACAGACAAGGAGC
TTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCT
ACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAAT
ATTTCGAACCGCATGGTTCGATAGTGAAAGATGGTTTTGCTATCACTTAT
AGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAG
GCGACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACTGA
GACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAAT
GGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGA
TCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACATACGTGTAAGTAACTATGCAC
GTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAG
CGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCG
TGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGA
ATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGG
CGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGG
GATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTG
CTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAG
CACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGA
AGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACAACTCTAGAGATAGAGCCT
TCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTT
AGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGACTGCCGGTGACAAACC
GGAGGAAGGTGGGGGATGACGTCAAATCATCCTGGCCCCTTTTGATTTGG
GGGTACACACCGGCTTCAATGGGACATACAAAAGGGGCGCGGAAACCGCC
GAGGGCAGCAAATTCCCTCAAAAATGGTTCTCACTTCCGGATTGGAGGTT
GGCAATCCACTACTTGGAACTGGGAATCCCTTGAAATCCGAAATCACAAG
GCTACCGGGAAAACATTTCCGGGGTCTGGTACCACCGCCGCTCACACCAC
AAAATTTGAACACCCCAACCCGGGGGAACCTTTGGATTCCCCATGCATTG
ATGGGGGGAGGTGGTCTGTAAGTCCGAATTGAATAGAAGATATATAGGTA
ATTCAAGGGGCAGGGATAA

4Dc
CTAGGCGTGGCTAGACTGCTTAACACATGCAGTCGAGCGACAGACAAGGA
GCTTGCTCCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAAC
CTACCTATAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATA
ATATTTCGAACCGCATGGTTCGATAGTGAAAGATGGTTTTGCTATCACTT
ATAGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCA
AGGCGACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGAACT
GAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCA
ATGGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCG
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GATCGTAAAACTCTGTTATTAGGGAAGAACATACGTGTAAGTAACTATGC
ACGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAA
AGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAAC
CGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTG
GAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTG
GGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAG
TGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTA
AGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC
GAAGAACCTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACAACTCTAGAGATAGAGC
CTTCCCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCT
CGTGTCGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTAAGC
TTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGACTGCCGGTGACAAA
CCGGAGGAAGGTGGGGGATGACGTCCAATCATCATGCCCCCTTATGATTT
GGGGCTAACACCGTGGCTACAATGGGACAATAAACAAAGGGCAGCCAAAC
CCGCCAGGTCAAGCCAATTCCCTAAAAGTTGGTTTCCAGTTCCGGATTGG
AGTTCGCAACTCGACTAATTGGAACCTGGGAATCCGCTTGAATTCGGGAA
TACCAATGGTTACGGGGAAAAAAGTTTCCCGGGCCTTGGTAACCCCGGCC
CGGGTCAACCCAAGAGGTTGGTAAACCCCCGAGCCCGGGGGGAATAACCT
TTGGGAATCGCCTCCCAAGGGGCCAAAGTAGGGGGAAAAGGTTGGTGAAC
ACGTTAAGCGCTCAAGCTTCGAATTCCGGGGGTTTTTG
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Conclusiones generales
En conclusion, el presente estudio demuestra que la aplicacion de larvas (terapia

larval) de mosca Lucilia sericata logré la desbridacion total de tejido necrético en
tres de cuatro Ulceras estudiadas en pie diabético; ademas se observd en todos
los casos la disminucion de secrecién purulenta y mal olor, y por consiguiente la
formacion de tejido de granulacion.

En cuanto al control de la carga bacteriana por accién de las larvas, el control
biolégico de Staphylococcus aureus no se comprobd mas que probablemente en
uno de cuatro pacientes; las bacterias identificadas en pie diabético persistieron,
diferencialmente tras aplicar terapia larval y pertenecen mayormente al género
Staphylococcus.

Staphylococcus aureus no fue en este estudio el principal microrganismo aislado.
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Capitulo 4
Transferencia de tecnologia
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Introduccion
La transferencia de tecnologia es el movimiento del “saber —hacer” en

determinada disciplina; se trata de transferir conocimientos y habilidades,
generalmente nuevas e innovadoras, entre diferentes identidades, tales son:
universidades, empresas, gobiernos y otras organizaciones con el fin de continuar
su desarrollo tecnolégico y ofrecer nuevos productos, servicios, procesos o
aplicaciones que cubran las necesidades especificas de la sociedad (Castro et al.,
2008; Zulueta et al., 2014).

Las universidades desempefian un papel importante en la generacion y difusion
del conocimiento; generalmente estan relacionadas con organizaciones publicas y
privadas para producir, usar y transferir conocimiento y tecnologia a la sociedad
(Guerrera y Urbano, 2012).

La transferencia de conocimiento y tecnologia por las universidades,
frecuentemente son el resultado de investigaciones; en el caso de esta
investigacion: “Aplicacién de larvas de mosca Lucilia sericata, como control
biologico de Staphylococcus aureus en Ulceras de pie diabético”, pretende
principalmente contribuir a restablecer la salud de los pacientes y aportar mayor
evidencia clinica (difusién) acerca de los beneficios de la utilizacion de la terapia
larval en Ulceras infectadas y necrosadas en pie diabético; sin embargo, a pesar
de sus bondades, el proceso terapéutico es rechazado debido a prejuicios
estéticos y desinformacion. Este procedimiento desde sus inicios a la actualidad
ha ido innovando en cuanto a su forma de aplicacidon y utilizacion se utiliza en
otras naciones con buenos resultados; por lo que es necesario formalizar esta
practica en el sector salud y cientifico en México.

Como parte del programa de la Maestria en Ecologia Aplicada, la transferencia de
tecnologia o conocimiento debe emplearse para resolver o dar respuesta a
problemas que se susciten en la sociedad y el medio ambiente; en este caso, la
transferencia de la tecnologia se realizd6 como se describe en las paginas

siguientes.
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1. Pléatica informativa acerca del tratamiento con larvas de Lucilia sericata
(terapia larval) a pacientes diabéticos con Ulcera infectada en pie.

La platica se realizé en la primera cita con el paciente durante los meses febrero-
septiembre de 2017; a cada uno se le informé a cerca de los lineamientos
necesarios para su participacién en el proyecto y se disefié un folleto informativo
acerca del pie diabético y la terapia larval como alternativa para su tratamiento, se
describié su mecanismo de accion, proceso terapéutico y cuidados.

2. Aplicacion de terapia larval en pacientes con pie diabético vulnerables a

amputacion.

Mediante la firma de su consentimiento informado el paciente acepto participar en
el proyecto de investigacion; posteriormente tras una valoracion fisica y visual
(incluida en la historia clinica que se realiz6 al paciente), se determin¢ el grado de
afectacion del pie y con esto las pautas para aplicar tratamiento con larvas de
mosca Lucilia sericata. Se aplico terapia larval en cuatro pacientes diabéticos con
Ulcera infectada en pie, el tratamiento resultd exitoso principalmente ante la
desbridacion de tejido necrético en la superficie de las Ulceras y la subsecuente
aparicion de tejido de granulacion (esto fue en todos los casos); ademas de la
disminucién de la secrecion y mal olor en tres de cuatro pacientes.

3. Difusion del proyecto en la Galeria de las Ciencias de la UAM-X.
A partir de la iniciativa de la Dra. Maria del Carmen Vera Rosales, se trabajé una
recopilacion de fotografias y escritos acerca del desarrollo del proyecto para
realizar la exposicion titulada: “Las Chicas SUPER Panteoneras. Un tratamiento
alternativo para el pie diabético”, exhibida en julio del 2017 a través de la Galeria
de las Ciencias de la Universidad Autbnoma Metropolitana-Unidad Xochimilco.

4. Exposicién de la investigacion en el pasaje Zocalo-Pino Suarez.
La exposicion fotografica de “Las Chicas SUPER Panteoneras. Un tratamiento
alternativo para el pie diabético”, se presenté en el pasaje del metro Zécalo-Pino
Suérez de la Ciudad de México en el mes de octubre de 2017; ademas fue
presentado por la Dra. Maria del Carmen Vera Rosales una exposicion del tema:

“Tratamiento de pie diabético con larvas de mosca Lucilia sericata” como parte del
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programa Un paseo por la ciencia, el arte y las humanidades; salud-enfermedad,
costos y consecuencias.

5. Manual para taller de terapia con larvas de mosca para heridas crénicas y
consideraciones herbolarias, en la Fiesta Nacional de la Planta Medicinal en
Morelos.

Se trabaj6é un manual con la informacion necesaria para llevar a cabo un taller en
la Fiesta Nacional de la Planta Medicinal en Morelos impartido por la Dra. Maria
del Carmen Vera Rosales, durante los dias 15, 16 y 17 de septiembre de 2017.

6. Publicacion en el Boletin informativo cauce Diciembre 2017, 14(3-4).

Se realizé la redaccion de un resumen a peticion del jefe de la seccién y difusion
del equipo de CAUCE, acerca de la epidemia del siglo XXI: la diabetes mellitus,
sus complicaciones y enfoque al pie diabético; de este ultimo se describié su
fisiopatologia, su epidemiologia y su alternativa de tratamiento mediante la
aplicacion de terapia larval. A grandes rasgos se mencion0 el mecanismo de
accion por parte de las larvas y sus antecedentes de implementacion en la UAM-
X, asi como, los resultados del proyecto que actualmente se llevé a cabo en la
Maestria de Ecologia Aplicada por la alumna Wendy Jacquelin Cifuentes Garcia,
titulado: “Aplicacién de larvas de mosca Lucilia sericata, como control biolégico de
Staphylococcus aureus en ulceras de pie diabético”.

Los probatorios se presentan a continuacion:

Literatura citada
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larvas de Lucilia sericata (terapia larval) a pacientes diabéticos con

1. Folleto utilizado en la platica informativa acerca del tratamiento con
Ulceras infectadas en pie.
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2. Aplicacion de terapia larval en pacientes con pie diabético vulnerables a
amputacion (firma de consentimiento informado).

Consentimiento informado para participar en el proyecto de investigacion:
Aplicacién de larvas de mosca Lucilia sericata, como control biolégico de
Staphylccoccus aureus en Ulceras de pie diabético que se realiza en la Universidad
Autéonoma Metropolitana — Unidad Xochimilco

Fecha: 23 /" i it I No. de expediente: @b\

Sefior (a) M. Je Lowdes edina  Qeniale Z T S0ebes
No.telefénico: SB 48 T7r14  No.celular: __SS£33329308
Direccion: Av f del covervete B AT, Son feonn penorer
Clave de INE: AN GBI R (- OL OO Ay KOO i

informo que en pleno uso de mis facultades mentales he sido debidamente
informado sobre los beneficios de la terapia larval con mosca Lucilia sericata para
el tratamiento de Ulceras infectadas en pie diabético, por lo cual autorizo que se
me realicen:
a) Preguntas sobre mis datos personales, enfermedad que padezco y mis
habitos de alimentacion
b) Una exploracion fisica y visual detallada de mis pies
¢) La colecta de muestras, en su caso, para analisis microbiolégico de Ulceras
infectadas en pie diabético
d) Aplicacion de tratamiento con larvas de mosca Lucilia sericata en Ulceras
infectadas de pie diabético
Declaro que:
a) Comprendo en su totalidad el propésito del estudio
b) Me han aclarado las dudas sobre mi participacion como paciente para el
tratamiento experimental
¢) Estoy satisfecho (a) con la informacion que me fue proporcionada
d) Que mi participacion en esta fase experimental es VOLUNTARIA y que no
recibiré compensacion econémica por el tratamiento que me aplicaran
&) Me comprometo a seguir las indicaciones de alimentacion y cuidados de la
herida antes, durante (48 a 72 horas) y después de la terapia larval
(posterior a 72 horas)

Eximo de toda responsabilidad sobre mi salud a quienes aplican el tratamiento con
larvas.

Lowcdese Medioa Gonzdler  tua . corwiey urbs Bose (&5
Nomibre y firma de! paciente Dra. Maria del Carmen Vera Rosales
Responsable del proyecto
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Consentimiento informado para participar en el proyecto de investigacion:
Aplicacion de larvas de mosca Lucilia sericata, como control biolégico de
Staphylococcus aureus en ulceras de pie diabético que se realiza en la Universidad
Auténoma Metropolitana — Unidad Xochimilco

Fecha: IL’M‘ I No. de expediente: (X )9'

Sefior (a):_Joxe. (ovelio (!%4 Mavvete 0‘}"0

No.telefonico: 5675_ 239 No celular: 55?/0 656 X © A22F3422.6
I SA

Direccion:
Clave de INE: (‘\-\t\\\/CQ\L{OOGI |bO"l w100

Informo que en pleno uso de mis facultades mentales he sido debidamente
informado sobre los beneficios de la terapia larval con mosca Lucilia sericata para
el tratamiento de Ulceras infectadas en pie diabético, por lo cual autorizo que se
me realicen:
a) Preguntas sobre mis datos personales, enfermedad que padezco y mis
habitos de alimentacion
b) Una exploracion fisica y visual detallada de mis pies
c) La colecta de muestras, en su caso, para andlisis microbiologico de Ulceras
infectadas en pie diabético
d) Aplicaciéon de tratamiento con larvas de mosca Lucilia sericata en Ulceras
infectadas de pie diabético
Declaro que:
a) Comprendo en su totalidad el propdsito del estudio
b) Me han aclarado las dudas sobre mi participacién como paciente para el
tratamiento experimental
c) Estoy satisfecho (a) con la informacién que me fue proporcionada
d) Que mi participacion en esta fase experimental es VOLUNTARIA y que no
recibiré compensacion econémica por el tratamiento que me aplicaran
e) Me comprometo a seguir las indicaciones de alimentacién y cuidados de la
herida antes, durante (48 a 72 horas) y después de la terapia larval
(posterior a 72 horas)

Eximo de toda responsabilidad sobre mi salud a quienes aplican el tratamiento con
larvas.

- WA L ADUAT S A &‘
Nofhbre y firma del paciente, Dra. Maria del Carmen Vera Rosales

Jose Cl vuelio Ch li" N(L&/aw 4{1 Responsable del proyecto
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Consentimiento informado para participar en el proyecto de investigacion:
Aplicacion de larvas de mosca Lucilia sericata, como control biolégico de
Staphylococcus aureus en tlceras de pie diabético que se realiza en la Universidad
Auténoma Metropolitana — Unidad Xochimilco

Fecha: 18 /0’*/ /QO( } No. de expediente: 6¢ 3
Sefior ()[4 £ Gucla [2oe).
NUmero telefénico: No. celular: 4% | F S8 35

Direccion: Auded, “pudlpee, M2 3 4L Ful Emitine 8@@4@2«
Clave de INE: (R ID RR L'GGoY/09 Edad: 5L (et
Hoo0
Informo que en pleno uso de mis facultades mentales he sido debidamente
informado sobre los beneficios de la terapia larval con mosca Lucilia sericata para
el tratamiento de ulceras infectadas en pie diabético, por lo cual autorizo que se
me realicen:
a) Preguntas sobre mis datos personales, enfermedad que padezco y mis
habitos de alimentacion
b) Una exploracién fisica y visual detallada de mis pies
c) La colecta de muestras, en su caso, para analisis microbioldgico de tlceras
infectadas en pie diabético
d) Aplicacion de tratamiento con ‘larvas de mosca Lucilia sericata en Ulceras
infectadas de pie diabético
Declaro que:
a) Comprendo en su totalidad-el propdsito del estudio
b) Me han aclarado las dudas sobre mi participacion como paciente para el
tratamiento experimental
c) Estoy satisfecho (a) con la informacién que me fue proporcionada
d) Que mi participacion en esta fase experimental es VOLUNTARIA y que no
recibiré compensacion econdémica por el tratamiento que me aplicaran
e) Me comprometo a seguir las indicaciones de alimentacién y cuidados de la
herida antes, durante (48 a 72 horas) y después de la terapia larval
(posterior a 72 horas)

Eximo de toda responsabilidad sobre mi salud a quienes aplican el tratamiento con
larvas.

\ o)
Ravl GaReiA P- WA g ey Rosag
Nombre y firma del paciente Dra. Maria del Carmen Vera Rosales
Responsable del proyecto

155



Consentimiento informado para participar en el proyecto de investigacion:
Aplicacion de larvas de mosca Lucilia sericata, como control biolégico de
Staphylococcus aureus en tlceras de pie diabético que se realiza en la Universidad
Autonoma Metropolitana — Unidad Xochimilco

Fecha: {‘/I /QC\"/ 3= No. de expediente: (00 S~

Sefior (a): T=leince rwner  \Jeoom

Namero telefénico: S S ¢:5 26 0SS No. cetular: S 46 76 X0 7@
Direccion:
Clave de INE: Edad: () ax=s

Informo que en pleno uso de mis facultades mentales he sido debidamente
informado sobre los beneficios de la terapia larval con mosca Lucilia sericata para
el tratamiento de Ulceras infectadas en pie diabético, por lo cual autorizo que se
me realicen:
a) Preguntas sobre mis datos personales, enfermedad que padezco y mis
habitos de alimentacién
b) Una exploracion fisica y visual detallada de mis pies
c) La colecta de muestras, en su caso, para analisis microbioldgico de Ulceras
infectadas en pie diabético
d) Aplicacién de tratamiento con larvas de mosca Lucilia sericata en Ulceras
infectadas de pie diabético
Declaro que:
a) Comprendo-en su totalidad el propdsito del estudio
b) Me han aclarado las dudas sobre mi participacién como paciente para el
tratamiento experimental
c) Estoy satisfecho (a) con la informacion que me fue proporcionada
d) Que mi participacion en esta fase experimental es VOLUNTARIA y que no
recibiré compensacion econémica por el tratamiento que me aplicaran
e) Me comprometo a seguir las indicaciones de alimentacion y cuidados de la
herida antes, durante (48 a 72 horas) y después de la terapia larval
(posterior a 72 horas)

Eximo de toda responsabilidad sobre mi salud a quienes aplican el tratamiento con
larvas.
—_— N \
_/(TJ‘., o ({p,f..(“‘o (}(’nr(/ \/(7(K
‘ Mp- CALMEN Sy Kopmies
Nombre y firma del paciente Dra. Maria del Carmen Vera Rosales
Responsable del proyecto
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3. Difusion del proyecto en la Galeria de las Ciencias de la UAM-X.

UNIVERSIDAD
AUTONOMA
Casa abierta al tiempo METROPOUTANA

Unidad Xochimilco

La Universidad Auténoma Metropolitana Unidad Xochimilco
a través de la Galeria de las Ciencias de la
Coordinacién de Extension Universitaria otorga el presente

RECONOCIMIENTO a:

Mtra. Wendy Jacquelin Cifuentes Garcia

por la investigacién para realizar la exposicion

un tratamiento alternativo para el pie diabético

exhibida durante el mes de julio de 2017.

Mtra. Catalina Duran McKinster
COORDINADORA DE EXTENSION UNIVERSITARIA RESPONSABLE DE LA GALE!

DCG. Cecjlia Ezeta Genis
DE LAS CIENCIAS

Coordinacioén de

Extensién Universitaria

Galeria de las Ciencias

Ciudad de México a 31 de julio de 2017
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4. Exposicion de la investigacion en el pasaje Zocalo-Pino Suarez.

Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

UNIDAD XOCHIMILCO.

México, D.F. 4 de Dic. 2017

A QUIEN CORRESPONDA

PRESENTE

Por medio de la presente haho constar que la LN WENDY JACQUELIN CIFUENTES GARCIA.
Participé en el programa: Un Programa por la ciencia el arte y las humanidades, Salud,
enfermedad, costos y consecuencias, con la exposicién: Tratamiento del pie diabético con
larvas de mosca Lucilia sericata, que se exhibid en el pasaje Zdécalo-Pino Suérez, el mes de
octubre del afio en curso.

Se extiende la presente para los fines que convenga a la interesada.

ATTE

WA ARG A UEEA D«:‘;Wg

Dra. Ma. Del Carmen Vera Rosales

Dpto Atencion a la Salud
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Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

La Universidad Autbnoma Metropolitana
otorga la presente

CONSTANCIA

ala

Dra. Maria del Carmen Vera Rosales

Por su participacion en el programa Un paseo por la ciencia, el arte y las humanidades; Salud- enfermedad costos y consecuencias,
con la exposicién: "Tratamiento de pie diabético con larvas de mosca Lucilia sericata",
que se exhibid en el pasaje Zocalo Pino Suarez a lo largo del mes de octubre

]
A= \ 1] (5
Mtro. Francisco Mata Rosas Lic. Maria del Carmen Garcia Guizar
Coordinador General de Difusién Jefa de la Seccion Comunicacion de la Ciencia

Ciudad de México, octubre de 2017
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5. Manual para taller de terapia con larvas de mosca para heridas cronicas y
consideraciones herbolarias, en la Fiesta Nacional de la Planta Medicinal
en Morelos.

Casaabierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

UNIDAD XOCHIMILCO.

México, D.F. 4 de Dic. 2017

A QUIEN CORRESPONDA

PRESENTE

Por medio de la presente haho constar que la LN WENDY JACQUELIN CIFUENTES GARCIA.
Colaboré en el disefio y organizacién de taller de Terapia con larvas de Mosca, que se
impartié en el Instituto Mexicano de Medicinas Tradicionales, Tlahuilli, en Xilitepec
Morelos.

En dicha actividad se realizé un manual de ensefianza de dicha terapia.

Sin mas por el momento, quedo de usted.

ATTE

MO o camMerdN B Rasdss

Dra. Ma. Del Carmen Vera Rosales

Dpto Atencion a la Salud
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Xochitepec, Mor., a 17 de Septiembre de 2017

El Instituto Mexicano de Medicinas Tradicionales Tlahuilli, A. C.
y el H. Ayuntamiento del Municipio de Xochitepec,

oforgan el presente

RECONOCIMIENTO

Ora, Carmen Vera Rosales

- por impartir el taller:

Tem/aia con larvas de mosea (TLM), pars heridns

cronicas y comi/emcionex 5eréo/m~im

el cual tuvo una duracién total de 22 horas y fue realizado durante
la XXXIII Fiesta Nacional de la Planta Medicinal, los digs.15, 16y 17 de
Septiembre de 2017 en Xochitepec, Mor

elos, México.

Fiesta Nacional
de la Planta Medicinal

; Dr. Horacio Rojas Alba Alberto Sanchez Ortega
Xochltegec Presidente del Instituto Mexicano de Presidente Municipal del Municipio
G ekt 10030 Medicinas Tradicionales Tlahuilli, A. C.

de Xochitepec, Morelos
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TERAPIA CON LARVAS DE MOSCA PARA
HERIDAS CRONICAS EN PIE DIABETICO:

OBSERVACIONES PRELIMINARES.

162



6. Publicacién en el Boletin informativo cauce Diciembre 2017.

Tratamiento alternativo
del pie diabético

Wendy Jacquelin Cifuentes Garcia

En la actualidad se considera a la diabetes mellitus como la epidemia del siglo xx1;
en nuestro pais se ubica como la primera causa de muerte, seguida de enfermedades
cardiovasculares (Soto et al., 2016). Se reportan mas de 6.4 millones de personas dia-
béticas, de ellas, un 30 por ciento presentan complicaciones, lo cual es un reto para el
sector nacional de salud en México.

Las tlceras en pie diabético se consideran como la complicaciéon mas grave de la
diabetes mellitus y se caracteriza por alteraciones anatémicas funcionales de las ex-
tremidades; la neuropatia es la enfermedad vascular periférica e infeccion provocan
una ruptura tisular que puede presentarse, desde una pequena lesion hasta la gangre-
na, que conduce a una amputacion (Cisneros et al., 2016).

El proceso infeccioso es un factor agravante en las ulceraciones y responsable del
retraso en la cicatrizacion, entre las bacterias asociadas se encuentran cocos Gram
positivos, delos cuales, el Staphylococcus aureus, el Streptococcus spp y el Enterococcus
spp son las mas frecuentes. Sobre los bacilos Gram negativos, diversos estudios han
descrito que se cultivan principalmente las Pseudomonas spp y Enterobacterias como:
Escherichia coli, Proteus mirabilis y Klebsiella (Martinez-Gomez DA. 2004; Beltran et
al. 2001).

Se recomienda identificar tempranamente a las bacterias presentes en las ulceracio-
nes, lo cual permite conocer la etiologia de las infecciones, que sin duda contribuye
a la eleccion del tratamiento antibidtico adecuado y de esta manera se puedan evitar
amputaciones.

Un dato alarmante es que en 2013 se registraron 75 mil amputaciones dentro del
Sistema Nacional de Salud (Gutiérrez, 2014), lo cual impacta al sector de salud publica
(Rivero, 2006) debido a largos periodos de hospitalizacion, altos costos econémicos
para su prevencion y tratamiento, que puede ser de hasta 300 mil pesos ya que no
solo requiere cirugia, sino ademas implica participaciéon multidisciplinaria de pro-
fesionales de la salud (Cisneros et al., 2016). Ademas deben tomarse en cuenta los
costos sociales, originados por la incapacidad laboral de los pacientes, entre diversas
situaciones que afectan su calidad de vida y la de sus familiares.

Debido a lo anterior, surge la necesidad de emplear nuevas medidas para el trata-
miento del pie diabético, ya que las cifras de amputaciones actuales nos reflejan la
incapacidad sanitaria para resolver el problemay controlar esta afeccion.

Es necesario asumir la problemdtica de salud publica que representa esta situacion,
lo cual repercutird de manera favorable en el paciente y por lo tanto en el Sistema
Nacional de Salud.

Una alternativa antigua aunque poco estudiada en México, es el uso terapéutico
de larvas de mosca como las de Lucilia sericata (Diptera: Calliphoridae). Esta terapia
puede ser una alternativa complementaria para tratar al pie diabético, que ayuda a
controlar el desarrollo de poblaciones bacterianas y a obtener una curacion de la heri-
da mads rapida, redituable (Figueroa y Uherek, 2006) y, sobretodo, disminuye el riesgo

12 | cauce

de amputacion y de perder la vida. Esta
terapia no tiene efectos secundarios, es
inocua para la salud y debe ajustarse a
los aspectos éticos, tomando en cuenta
en todo momento, los cuidados de asep-
sia y la integridad de los pacientes, la so-
ciedad y el ambiente.

La técnica consiste en aplicar larvas de
mosca Lucilia sericata previamente este-
rilizadas en heridas crénicas y de dificil
cicatrizacion, generalmente el nimero
delarvas debe ser entre cinco a diez por
centimetro cuadrado de la herida (Rios
et al., 2013). El efecto de la aplicacion,
primero, es la remocion de tejido necré-
tico en la herida, seguido de la muerte
bacteriana; finalmente la regeneracion
de tejido de granulacion (Figueroa y
Uherek, 2006).

Antecedentes del tratamiento en
la uam-x

Eldesarrollo por primera vez de la inves-
tigacion, en la uaM-X, fue en el ano 2010,
a partir de un estudio piloto, en el cual
participé un grupo de alumnos del mé-
dulo: procesos celulares fundamentales
a cargo de la doctora Maria del Carmen
Vera Rosales. Se logré el desarrollo y pri-
meras afinaciones de técnicas, en todas
las fases. Estas bases permitieron pro-
fundizar en la tematica y se consiguié la
aprobacion del proyecto por el Consejo
Académico Universitario; con el titulo:
“Produccion y esterilizaciéon delarvas de
mosca Lucilia sericata, consideraciones
en el tratamiento de tlcera crénica en el
pie diabético”. Se dispone de un labora-
torio en el edificio G-008 con un criade-
ro de moscas y larvas estériles, asi como
del material y equipo para tratar alos pa-
cientes. En la actualidad la alumna Wen-
dy Jacquelin Cifuentes Garcia desarrolla
en la Maestria de Ecologia Aplicada dela
UAM-X, el proyecto: “Aplicacion de larvas
de mosca Lucilia sericata, como control
biolégico de Staphylococcus aureus en
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ulceras de pie diabético”, en el que se im-
plementa la aplicacion de larvas de mos-
ca estériles en pacientes proclives a la
amputacion, con la finalidad de valorar
su efecto benéfico, principalmente ante
la desinfeccion de la herida y por con-
siguiente en su Optima evoluciéon. Res-
pecto del procesamiento de las muestras
microbiolégicas de tilceras infectadas se
cuenta con el apoyo del Laboratorio de
Ecologia Microbiana, a cargo de la doc-
tora Maria Teresa Nuiiez Cardona y del
Laboratorio de Microbiologia y Biologia
Molecular que coordina el doctor Jaime
Amadeo Bustos Martinez.
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Fotografias: Carlos Montes Hernandez.
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Producto de trabajo
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de larvas de Lucilia sericata como control biolégico de Staphylococcus aureus

XXI Simposio del Departamento de Ciencias de la Salud. Ponente: “Aplicacion
en Ulceras de pie diabético”.

Septiembre 2016 — Universidad Autdbnoma Metropolitana, Unidad lztapalapa.
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Benemérita Universidad Auténoma

Congreso Nacional de Investigaciones Microbiologicas.

asociadas a infeccion en ulceras de pie diabético”.

Noviembre 2016 -

GICT VP RGUDACN 2D & £ U2 IP BIGOn g 1
A0 nAaA aed fudIg sesuRg,,

02X ‘2192Nd “B|4INd 9P SWIOUDINY PRPISISAN
PALDUBUAY 7] BP OUIRIISIBAILN JRIMND ofpjd WOoD 2P QR3] 18 U STOT 2P JSGUIIAQN IP
6]¢ £ SeIp $T] 00R> @ oprad|] ‘se280101qoudiy S2UCIRRTNSSAU] AP FRUGIDEN 052uS10) *OPZ 19 PIEIng

021138VIa 3id 3a SYHID1N NI NQIOJTANI V SYAVIOOSY SYIMILOvE

EWE) |3 U0 3RS 9P pepijepow U Uoielnsaasu) ap ofeqen) |9 uod ugediainied Bso1jea ns Jod

ZBUIMR SOISNG Y SWIRl (S3]|es0oy BISA O BB
‘euopie) ZOUNN | BlLIBY ‘oussned znig sdnjepens ‘e1oseg) ssjusnjid  APUsSpA iy

VIONVLSNOD

sjuasaud 2] eduoro
dYNDI1 - NDID

B|gend op eLUOUOINY PEPISISAIUN RILISWAUSY €7

OJNiy UIS olBLINIEQ

ncndm_Sm,ﬂﬁo\ﬂmucﬁwcou\Eoudwﬁn_ wiug;rdny

2LogieLSL

167



Mayo 2017 - Universidad Autbnoma Metropolitana, Unidad Xochimilco. 22
Reunion de Ecologia Aplicada. Ponente: “Aplicaciéon de larvas de mosca Lucilia

sericata en ulceras infectadas de pie diabético”.
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Octubre 2017 — Universidad Nacional Autébnoma de México, Facultad de
Estudios Superiores Zaragoza. 13° Congreso de Investigacion. Ponente: “Uso
de larvas de Lucila sericata como alternativa para controlar el crecimiento de
Staphylococcus aureus en Ulceras infectadas de pie diabético”.

JARES S gy,

-2

UNIVERSIDAD
NACIONAL
AUTONOMA

g;j&:'}t' DE MEXICO
CONSTANCIA

Que otorga la

FACULTAD DE ESTUDIOS
SUPERIORES ZARAGOZA
a través del Departamento
de Educacion Continua

a ”/»mjt/ Jacqut&n c'/wnl» _(;ara'a. man'a _7»0.0‘:
’7“'&0: Can/«mu. mn'a :b.-/ Ctmum 1/0-1 Qo.mfn.
Jm’mo . -/lmau/m L:':ubs 7”:1'({”:

Por la presemtacion del Trabajo en Cartel: Uso de Larvas de
Lucilin  sericata  como  Alternativa  para  Controlar el
Crecimiento de Staphylococcus aureus en dlceras Infectadas de
Pie Diabético, dentro del 13° Congreso de Investigacion,
orgamizado por la Division de Estudios de Posgrado ¢ Investigacson
de esta Facultad el 19 de octubre del afio en curso.

“POR M1 RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad de México, a 20 de octubre de 2017.

=

3575 Dr. Victor Manuel Mendoza Nuiez
; Director
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Departamento de Ciencias de la Salud. Ponente:

“Caracterizaciéon fisiolégica de las bacterias presentes en ulceras de pie

diabético”.

Diciembre 2017 — Universidad Autbnoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa.
Simposio del
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Unidad Xochimilco.

Metropolitana,

Encuentro Académico Dia del Bidlogo 2018. Ponente: “Bacterias heterétrofas

Enero 2018 -Universidad Autonoma
asociadas a ulceras en pie diabético”.
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Mayo 2018 —Centro de Investigaciones en Optica. XV Encuentro Participacion

“Factores de virulencia en cultivos

Ponente:

obtenidos de Ulceras infectadas en pie diabético”.

de la Mujer en la Ciencia.
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