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Cultivo versus metagenomica para la
identificacion bacteriana en pacientes
con osteomielitis de pie diabético: una

revision sistematica

LEONOR DIAZ-VELIS!2+* FABIAN ALVAREZ-ECHEVERRIA!",
GABINO GARRIDO!b<

Culture and metagenomics as bacterial identification
methods in patients with diabetic foot ulcers: a
systematic review

Background: Diabetic foot osteomyelitis (DFO) is a serious complication
of infected ulcers in a diabetic patient. The identification of the infecting
microorganisms is generally by culture, which causes a bias. Recently,
metagenomics has been used for microbial identification. Aim: To
systematically review the scientific literature related to DFO in the last 10
years to evaluate if culture and metagenomics are complementary. Material
and Methods: To carry out the systematic review, PRISMA and Rayyan were
used for the selection of studies, using three databases, using the keywords
diabetes, osteomyelitis, culture and microbiome. Articles in English or Spanish
were included, containing information related to bacterial identification in
DFO. Characteristics of the technique, patients and frequency of bacterial
appearance were collected. Results: Twenty six articles were included, 19 used
culture and 7 metagenomics. The patients were predominantly men (68%),
with an average age of 61 years, 83% had type 2 diabetes and comorbidities,
mainly vascular and neuropathy. The Families with the highest frequency of
appearance using the culture technique were Enterobacteriaceae (29.3%) and
Staphylococcaceae(28.3%) and with metagenomics Peptoniphilaceae (22.1%)
and Staphylococcaceae (9.4%). Peptoniphilaceae were not identified in culture,
although they were frequently identified by metagenomics. Methicillin-
resistant Staphylococcus aureus, regularly identified by culture, was not
identified using metagenomics. Conclusions: Comparing results, there is a
certain complementarity between microbiological culture and sequencing to
identify bacteria present in DFO.

(Rev Med Chile 2023; 151: 206-221)
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ganizacion Mundial de la Salud (OMS)
como una enfermedad crénica que aparece
cuando el pancreas no produce insulina suficiente
o cuando el organismo no la utiliza eficazmente'.
Se estima que en 2019 aproximadamente 463 mi-

l a diabetes mellitus es definida por la Or-

206

llones de personas en el mundo presentaban esta
enfermedad (9,3% de la poblacion adulta global)
y se proyecta que al 2045 aumente a 700 millones?.

Los altos niveles de glicemia por un periodo
prolongado de tiempo pueden originar diversas
complicaciones, como el pie diabético (PD), que
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en casos de un pie ulcerado no tratado o grave se
puede generar osteomielitis. Las tlceras compli-
cadas por osteomielitis de pie diabético (OPD)
a menudo requieren tratamiento quirtrgico y
terapia antibiotica prolongada’. La osteomielitis
generalmente se debe a tlceras que no cicatrizan
y esta asociada con alto riesgo de amputacion
mayor®. En la OPD se requiere un diagndstico
temprano y preciso para asegurar un tratamiento
efectivo y reducir el riesgo de amputacién menor
y mayor*.

Regularmente, para determinar el foco infec-
cioso se utilizan técnicas de cultivo microbiano’;
no obstante, menos del 1% de los microorganismos
son cultivados®, y estd demostrado que la OPD es
una infeccién principalmente polimicrobiana, lo
que, para microorganismos de dificil crecimiento,
como bacterias anaerobias y no cultivables, impli-
ca un sesgo en identificar y definir el tratamiento
antibidtico’. En consecuencia, determinar el
tratamiento antibidtico en torno al resultado del
cultivo se verd limitado, pudiendo prolongar los
tiempos de tratamiento e incrementar la apariciéon
de microorganismos multirresistentes o Staphylo-
coccus aureus resistente a meticilina’. Asegurar
un tratamiento efectivo podria reducir el fracaso
terapéutico y la alta tasa de amputacion en esta
enfermedad. Por ello, complementar el cultivo
con nuevas técnicas (metagendmica) aumentara
la cobertura de identificacion de los microorga-
nismos participando de la infeccion®.

La metagendmica es una tecnologia en alza,
que permite el analisis de todo el microbioma,
demostrando incrementar la cobertura de iden-
tificaciéon simultdneamente de bacteria, virus,
hongos y parasitos en una muestra en varios
tipos de infecciones (respiratoria’, urinaria'® u
osteomielitis'!), independiente del cultivo’?. A
diferencia de estudios de muestras ambientales,
esta es una técnica emergente en la clinica con
algunas limitaciones, como la disponibilidad de
réplicas de muestras, protocolos estandarizados
para reclutar pacientes, criterios de seleccion y
toma de muestra, entre otras'* Por lo anterior,
una revision sistematica sobre caracteristicas
metodoldgicas y sus resultados, que establezca
y registre las diferencias entre ambas técnicas de
identificacién podria optimizar la eleccién de la
metodologia a emplear, el manejo clinico de la
infeccion y la seleccion de antibidticos.

Este trabajo tuvo como objetivo evaluar las
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metodologias de cultivo y secuenciacién masiva
utilizadas para la identificaciéon bacteriana en
pacientes con OPD y el alcance de sus resultados.
Se analizaron articulos cientificos publicados en-
tre los afios 2010-2021, se identificaron variables
biosociodemograficas en pacientes con OPD enlos
estudios incluidos, se analizaron las metodologias
utilizadas para la identificacion y su correlacion
con los resultados.

Material y Métodos

Revision sistemdtica

En este trabajo de investigacion se realizé una
revision sistematica de la literatura para analizar y
sintetizar las técnicas de identificacion bacteriana
en pacientes con OPD. Se utilizaron las bases de
datos: PubMed, Scopus y Web of Science, circuns-
cribiendo los resultados obtenidos a partir del 1 de
enero de 2010 hasta el 24 de mayo de 2021.

Se utilizaron las variables de los distintos
términos MeSH (Medical Subject Headings) de
PubMed para combinar los términos “pie diabé-
tico” y “osteomielitis”, “bacteria Gram positivo”,
“bacteria anaerdbica”, “microbiota”, “técnicas de
identificaciéon bacteriana” y “bacterias” con los
operadores booleanos AND y OR. La estrategia de
busqueda se realizo utilizando las combinaciones
y operadores booleanos: (1) Osteomielitis AND
pie diabético; (2) Staphylococcus aureus AND
NGS; (3) Bacteria anaerobia OR Gram positivo
OR Corynebacterium OR Microbioma OR NGS;
(4) Osteomielitis del pie diabético AND cultivo.

La revision sistematica se elabor6 segun las
directrices de la declaracion PRISMA (Preferred
Reporting Items of Systematic Reviews and Me-
ta-analyses)'*'. La pregunta de investigacion
(P.I.C.O.) se declard explicitamente segin sus
componentes. La poblacidon estuvo constituida
por pacientes con OPD, la intervencidn estuvo
determinada por la utilizacion de técnicas para la
identificacién bacteriana y la descripcion de las
caracteristicas de los pacientes OPD, la compa-
racion se realizd con la utilizacion de técnicas de
identificacién bacteriana y los resultados (Outco-
mes) por la existencia de complementariedad en
los resultados de la identificacion bacteriana entre
las diferentes técnicas.

Se utiliz6 la herramienta web Rayyan, util en la
sintesis de conocimientos, acelerando la seleccion
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y contraposicion de estudios mediante criterios de
inclusion y exclusion, disminuyendo el sesgo en la
seleccion y deteccion de duplicados'.

Criterios de inclusion y exclusion

Se incluyeron articulos publicados entre el
2010 y 2021, en inglés o espaifiol, con texto com-
pleto, prospectivos y retrospectivos de OPD y
conteniendo técnicas de identificacién bacteriana,
por cultivo o metagenémica. Se excluyeron revi-
siones y casos inicos.

Andlisis de la calidad de los articulos

Para evitar sesgos en la seleccion de estudios,
la revision fue realizada por pares revisores y
cuando fue necesario se resolvid con opinién de
un tercero. Se evalud la calidad de los articulos
seleccionados independientemente por autor uti-
lizando AXIS, instrumento de evaluacion critica
de la calidad y riesgo de sesgo de un estudio. Esta
evaluacion fue desarrollada a través del panel 20
componentes Delphi'”**. Articulos con puntaje
igual o superior a 12,5/20 fueron incorporados a
la revision.

Andlisis de datos

Se realizo andlisis estadistico cualitativo y
cuantitativo bésico de los indicadores sociode-
mograficos de los individuos e informacion obte-
nida de las técnicas, metodologias y resultados de
identificacion. Ademads, se agruparon los articulos
utilizando técnicas de cultivo y técnicas metage-
némicas (ARNr 16S).

Sobre los datos obtenidos a partir del cultivo y
en relacidn con bacterias, se recopild la frecuencia
de identificacion de cada bacteria por articulo.

En referencia a los datos obtenidos a partir de
metagendmica, se determino la presencia de bac-
terias por estudio, ejemplo, género “X” presenta
10 aislados en un total de 20 muestras en el estudio
“Y”. Ambos subgrupos de datos se agruparon en el
taxdn familia para una mejor y practica evaluacion
de la informacién. Aquellos que no presentaban
un género claro no fueron considerados.

Resultados y Discusion

Resultados de la biisqueda
La busqueda sistematica realizada en PubMed,
Web of Science y Scopus resultd en un total de 71
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articulos. De la informacién exportada a Rayyan
se excluyeron 17 duplicados, 8 revisiones de OPD
0 casos unicos, 19 articulos que carecian de fre-
cuencia de aparicion bacteriana y un articulo en
idioma distinto del espafiol o inglés, resultando
en 26 articulos originales incluidos en este estudio
(Figura 1).

§ Pubmed (n=20)
'2 Scopus (n=34)
o Web of science (n=17)
=
=
=
<
=
-
- Registros 1d’emlﬁcados Registros excluidos
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8 bases de datos (n=71)
=
]
Articulos excluidos
(n=28) por
-g ) - Diseilo de estudio (n=8)
= Am:ullc:s evaluados para -No presentaban datos
E elegibihidad (n=54) relacionados al cultivo o
=Y analisis gendmico de
O bacterias (n=19)
= -Idioma distinto al
ingles/espanol (n=1)
=1
=
= Estudios incluidos (n=26)
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=
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Figura 1. Diagrama de flujo PRISMA en cuatro niveles.

Caracterizacion de los pacientes OPD

La edad promedio de los pacientes fue 60,81
anos (55,05-66,57 anos, n = 11) (Anexo 1). En
promedio, desde que los pacientes fueron diag-
nosticados con diabetes mellitus, esta enfermedad
duraba 15,28 anos (11,38-19,16 afos,n=8). Enla
literatura, la edad promedio de aparicion de la dia-
betes mellitus tipo 2 (DM2) fue alos 45 afios*. Por
otro lado, la diabetes mellitus tipo 1 (DM1) puede
desarrollarse a cualquier edad, las estimaciones
de prevalencia o incidencia en adultos mayores
fueron limitadas*. Ademas, la amputacion por
diabetes mellitus en promedio se presento a los
61,90 afnos?.

La clasificacion de la infeccidn se especificd
en 12/26 articulos y recientemente la clasificacion
Woagner, el sistema mds utilizado histéricamente®,
va siendo menos utilizado. Algunos estudios con-
sideran que esta clasificacion es lineal y simplista,
conduciendo a altos niveles de imprecision® y a
su reemplazo paulatino por otras clasificaciones
que constantemente actualizan sus criterios de
clasificaciéon, como IWGDEF.

Rev Med Chile 2023; 151: 206-221
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Los articulos principalmente pertenecian
al continente asidtico (46,15%;12/26), Europa
(30,77%), Eurasia (11,54%), América (7,68%) y
Africa (3,85%). Especificamente, India (5/26),
China (4/26) e Inglaterra (4/26) presentaron mas
estudios (Anexo 1). Interesantemente, ningtin ar-
ticulo era originario de Sudamérica, considerando
que la prevalencia de diabetes mellitus en el de Sur
y Centro de América es del 8,00% y se espera que
llegue al 9,80% en 2035%. Ademas, la Federacion
Internacional de la Diabetes (2019) posiciond a
América del Sur como la region con el mayor
porcentaje de gasto total en salud en diabetes en
adultos (20-79 afios)°'.

En 15 articulos estuvo declarado el sexo de los
pacientes, siendo dominantemente masculino,
representando un promedio del 68,34% (Anexo
1) y coincidente con lo encontrado por Lei et al.
(2021)%?, donde los hombres se asocian con mayor
riesgo de amputacion que las mujeres diabéticas.
Ademds, el valor predictivo para los varones sobre
el riesgo de amputacion en pacientes diabéticos
fue leve.

En 7/26 estudios hubo una alta proporcion de
pacientes con DM2 (Anexo 1), exceptuando Yasin
etal. (2018)*, donde sugieren que factores genéti-
cos relacionados con la practica de matrimonios
consanguineos incrementa la incidencia de DM1.

Las comorbilidades en pacientes con OPD
fueron descritas en 8/26 articulos (Anexo 2). En
7/26 estuvieron relacionadas al sistema vascular,
como la enfermedad vascular periférica, que
disminuye el flujo de la sangre facilitando el desa-
rrollo tlcera o gangrena en infeccién®. En 5/26 se
visualizaron patologias del sistema nervioso, como
neuropatia periférica prolongada, que dana los
nervios disminuyendo la sensibilidad al calor, frio
o dolor**. Tanto la neuropatia periférica, como la
enfermedad vascular periférica, son las causantes
principales del pie diabético.

Técnicas de identificacion bacteriana

E173,07% (19/26 de los estudios incluian iden-
tificacion bacteriana por cultivo microbioldgico y
el 26,92% (7/26) utilizé solo metagenoémica. Los
métodos complementarios al cultivo fueron Vi-
tek, API, entre otros bioquimicos (Tabla 2). Para
aerobios, regularmente se emplearon medios de
cultivo Robertson y MacConkey y para anaerobios
agar Rogosa y basal anaerobio, entre otros.

La frecuencia de aparicién de los taxones
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bacterianos incluy6 17/19 articulos analizados
en cultivo (Figura 2). Se excluyeron Arias et al.
(2019)°! y Shettigar et al. (2018)* por sus resulta-
dos porcentuales y no en frecuencia.

La familia Enterobacteriaceae presentd la
mayor frecuencia de aparicién (877 aislados),
incluy6 23 especies, como Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Klebsiella pneumoniae, etc. Le siguie-
ron Staphyloccocaceae (848 aislados) con varios
géneros Staphylococcus, Pseudomonadaceae (455
aislados), Enterococcaceae (259 aislados) y Strep-
tococcaceae (202 aislados).

Jeffcoate et al. (2004)> afirmaron que la
osteomielitis es una infecciéon polimicrobiana,
presentando dos a cinco organismos por caso y la
osteomielitis es causada con mayor frecuencia por
estafilococos (p.ej: S. aureus), pero a menudo le
acompanan otros microorganismos, como cocos
Gram positivo aerdbicos (S. pneumoniae), bacilos
Gram negativo (E. coli) y aislados anaerobios (C.
perfringens) hasta en 40% en algunos casos, aun-
que no esta clara su contribucién en la infeccion.

En 7/26 estudios se utiliz6 secuenciacion con
la tecnologia Illumina para la identificacién bac-
teriana, a excepcion de Cai et al. (2019)* que no
especificaron esta informacion.

Para la identificaciéon bacteriana en 6/7 de
los estudios (Tabla 3) se secuenciaron diversas
regiones hipervariables del gen que codifica el
ARNr 165, En gran parte de los trabajos analiza-
dos, las regiones utilizadas para la secuenciacion
abarcaron V1 a V4. Los partidores 515F y 806R
fueron los mas utilizados para la porcion V3-V4,
fragmento que presenta una diversidad bacteriana
mayor de la microbiota humana. Ademas, por su
tamarilo, se usa ampliamente para reducir el alto
costo de las NGS**.

En casi la totalidad de los articulos especifica-
dos (5/7), las técnicas de purificacién del material
genético incluyeron kits de extraccion comerciales.
Las bases de datos utilizadas para comparar las
secuencias obtenidas fueron NCBI, Silva y Gre-
engenes (Tabla 3).

Los resultados de la identificacion bacteriana
mediante secuenciacién, obtenidos en 5/26 arti-
culos (Tabla 4), no coincidieron entre ellos por lo
que no fue posible consensuarlos. Sin embargo,
en aquellos estudios que utilizaron el cultivo mi-
crobioldgico algunos resultados coinciden con lo
reportado, presentando una alta prevalencia del
género Pseudomonas y Staphylococcus.
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Zou et al. (2020)* y van Asten et al. (2015)"
fueron comparables y se representan en el diagra-
ma de Sankey (Figura 4). La categoria taxonomica
familia Peptoniphilaceae tuvo mayor frecuencia
de aparicion (78 aislados), agrupandose en cuatro
géneros bacterianos: Finegoldia, Anaerococcus,

Peptoniphilus y Helcococcus.

En el analisis metagendmico, Zou et al. (2020)*>
reportaron un 39,71% de bacterias Gram positivo,
mientras que van Asten et al. (2015)"" identifica-
ron el 84,56%. Mediante metagenomica (2/26) se
identificd mayor proporcion de bacterias Gram

Género
Acinetobacter spp 37 —

Familia
45 Moraxellaceae

Agromanas spp. 3

4 Aeromonadaceae

Bacteroires spp. 122

124 Bacteroidaceae

Bacteroides ureolyticus 2

2 Campylobacteraceae

Candida spp. 23

25 Saccharomycetaceae

Escherichia coli 272

Proteus mirabilis 113

B77 Enterobacteriaceae

Citrobacter spp. 17
Coliforms 11
Enterobacter cloacae 2
Enterobacter sakasaki 4
Morganella morganii 27
Proteus spp. 35
Serratia marcescens 27

Salmonella typhi 9

Peptostreptococcus spp 29

45 Clostridiaceae

Clastridium perfringens 2

j

Corynebacterium spp 21

Corynebacterium striatum 9

Propionibacterium 16

j—__ 45 Corynebacteriaceae

17 Propionibacteriaceae

Enterococcus spp 184 259 Enterococcaceae
E. faecalis 26
E. faecium 2

1 Coriobacteriaceae

12 Fusobacteriaceae

Fusobacterium spp. 12

Lactobacillus 1

1 Lactobacillaceae

Providencia rettgeri 8

10 Morganellaceae

Pseudomonas aeruginosa 386 455 Pseudomonadaceae
Pseudomonas fluorescens 3

S. aureus 356
Staphylococcus spp 298

Staphylococcus epidermidis 24
Staphylococcus auricularis 1

Staphylococcus lugdunensis 11
Staphylocoecus simulans 3

848 Staphylococcaceae

5 Xanthomonadaceae

Stenotrophomonas maltophilia 3

Streptococcus spp. 61

202 Streptococcaceae

Streptococei anaerobic 18
Streptococcus agalactiae 4

Streptococcus pneumoniae 11

Veillonella spp. 3

3 Veillonellaceae

Figura 2. Distribucion de géneros por cada familia taxondmica para 17/26 estudios utilizando el cultivo microbiolégico. El

andlisis comprende un total de 2.998 aislados.
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positivo (62,14%) que en aquellos estudios que
utilizaron cultivo (17/26; 49,89%). Las tres fami-
lias Gram positivo identificadas en una mayor
proporcién por metagenémica fueron Peptoni-
philaceae (36,62%), Staphylococcaceae (15,49%)
y Corynebacteriaceae (13,10%) (Tabla 5). En
cultivo, las tres familias de mayor proporcion
fueron Staphylococcaceae (59,51%), Enterococ-
caceae (18,18%) y Streptococcaceae (14,18%).
Mediante ambas técnicas, Staphylococcaceae se
detecta en un alto porcentaje respecto de otras
familias, siendo la segunda mas prevalente por

metagendnica, respecto del cultivo donde presenta
sudominancia’. S. aureus es uno de los principales
patdgenos identificados en esta infeccién y es foco
de cultivo en el diagnostico microbioldgico, resul-
tando orientativo en la eleccion del tratamiento
antibidtico de los pacientes®.

S. aureus presenta resistencia a firmacos como
la meticilina (MRSA)®. Esta cepa se identific en
14,42% del total de géneros pertenecientes a la fa-
milia Staphylococcaceae en cultivo, pero no se re-
gistro mediante metagendmica. Interesantemente,
Peptoniphilaceae presentd el mayor porcentaje en

Género

Familia

Actinomyces spp. &

& Actinomycetaceae

Bacteroides spp. 10 ——

10 Bacteroidaceae

Clostridium spp. 9

9 Clostridiaceae

Corynebacterium spp. 28

Klebsiella spp. 14

28 Corynebacteriaceae

Citrobacter spp. 11

Enterococcus spp. 15

25 Enterobacteriaceae

Enterobacter spp. 6

— 21 Enterococcaceae

Fusobacterium spp. 8

8 Fusobacteriaceae

Halomonas spp. 17

17 Halomonadaceae

Providencia spp. 5

5 Morganellaceae

Bradyrhizobium spp. 16

Finegoldia spp. 30

16 Nitrobacteraceae

Anaerococcus spp. 26

Peptoniphilus spp. 17

Helcococcus spp. § ————

78 Peploniphilaceae

Porphyromonas spp 13

13 Porphyromenadaceae

Prevotella spp. 20

20 Prevolellaceae

Propionibacterium spp. 11

11 Propionibacteriaceae

Pseudomonas spp. 12

12 Pseudomonadaceae

Staphylococcus spp. 33

33 Staphylococcaceae

Streptococcus spp. 27

Dialister spp. 12

27 Streptococcaceas

Veillonella spp. 2 s

— 14 Veillonellaceae

Figura 3. Distribucién de géneros bacterianos dentro de las familias taxonémicas identificadas por medio de metagendmica,
en los estudios de van Asten et al. (2015)'" y Zou et al. (2020)* para un total 353 aislados.

Rev Med Chile 2023; 151: 206-221
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Tabla 2. Método de identificacion o de cultivo empleados (10/26)

Articulo
Pantel et al. (2021)% Vitek ms
Li et al. (2021)% Vitek 2

Goh et al. (2020)%
Andrianaki et al. (2020)*’
Anyim et al. (2019)*
Yasin et al. (2018)%*
Shettigar et al. (2018)*
Haldar et al. (2017)3*
Reghu et al. (2016)3®
Malone et al. (2013)%

Sistema API y Vitek2

Agar sangre, agar Brucella

Medio agar

Método de cultivo, identificacion y susceptibilidad

Agar MacConkey, agar sangre, agar chocolate
Medio Robertson, MacConkey, agar Rogosa y agar basal anaerobio
Agar sangre y agar MacConkey

Agar chocolate, agar sangre, agar MacConkey

Clinical Laboratory Standards Institute Guidelines

Tabla 3. Resumen de la metodologia utilizada para la identificacion bacteriana en articulos que presentaban
informacion de metagenémica

Autores Tecnologia  Secuenciador Region
Zou et al. lllumina NovaSeq sequencing V3-v4
(2020)» systems

Malone et al. lllumina lllumina MiSeq V4
(2019)%

MacDonald et al. lllumina lllumina MiSeq V1-v3
(2018)*

Johani et al. lllumina lllumina MiSeq V3-v4
(2018)*

Akyshbayeva et lllumina Miseq V3-v4
al. (2017)%

Van Asten et al. lllumina lllumina MiSeq Per- -
(2015)" sonal Sequencer

Partidores  Extraccion de ADN Base de datos
341F-806R  DNA extraction kit (YiRui, ~ NCBI
ShenZhen, China)
515Fy 806R - Silva 132
- ZR Fungal/Bacterial DNA GreenGenes
Mini- Prep kit (Zymo
Research).
515Fy 806R  DNeasy PowerBiofilm Kit Silva 128
- EasyPure Bacteria Genom- -
ic DNA Kit DNA (Trans-
genbiotech, China)
= Roche High Pure PCR tem-  NCBI

plate preparation kit

metagenomica. Esta familia de bacterias, mayori-
tariamente anaerobias, no se reportd presente en
cultivo (Tabla 5) aunque géneros de esta familia,
como Finegoldia magna, son cultivables®.
Corynebacteriaceae coloniza la piel y mem-
branas mucosas en humanos, y se aisla frecuen-
temente en laboratorio clinico™. Sin embargo,
en esta revision se presentan bajos porcentajes
de aislamiento en cultivo versus metagenomica
(Tabla 5). Como expusieron Patel et al. (2016)%, el
rol y laimportancia clinica de C. striatum en OPD
a menudo se desconoce y es tratado como con-
taminacion, no obstante sugieren tratarlo como
patégeno cuando no se consigue cicatrizacion

214

completa y se presentan repetidamente difteroides
en el cultivo, puesto que su identificacion pudiera
contribuir al diagndstico. En el estudio de Johani
etal. (2018)*, el género de mayor prevalencia fue
Corynebacteriumy se sefiala que Staphylococcusy
Streptococcus estan cominmente involucrados en
infecciones complejas de la piel y tejidos blandos
en humanos y son frecuentemente identificados.
Otros géneros encontrados, como Corynebacte-
rium spp., Finegoldia spp., Porphyromonas spp.
y Anaerococcus spp., se identifican con menor
frecuencia, ya que no se basan en procedimientos
microbioldgicos convencionales.

Las familias Gram negativo detectadas por

Rev Med Chile 2023; 151: 206-221
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Tabla 4. Resumen de los resultados de la identificacion bacteriana mediante metagenémica

para 5/26 articulos analizados

Autores

Malone et al.
(2019)%

Cai et al. (2019)®

MacDonald et al.
(2018)*

Johani et al.
(2018)*

Akyshbayeva et al.

(2017)%®

Resumen

Los microorganismos cominmente secuenciados del hueso infectado fueron: Peptostreptococcus;
Staphylococcus spp; Stenotrophomanas; Streptococcus spp., en promedio presentaban més del
10% del total de la abundancia relativa

22 especies dominantes, Klebsiella pneumoniae 69,66%; Prevotella intermedia 34,19%; Veillonella
parvula 36,93%

Actinomycetales: Presencia significativa; Bacillales: Presencia significativa; Staphylococcaceae: Pres-
encia significativa; Streptococcaceae: Baja presencia; Bacteroidales: Alta presencia

De mayor a menor, 1: Corynebacterium sp. (C. amycolatum, C. striatum, C. tuberculostearicum, C.
Jjeikeium), 2: Finegoldia spp. (F magna), 3: Staphylococcus spp. (S. aureus, S. pettenkoferi, S. epider-
midis), 4: Streptococcus spp. (S. agalactiae, S. anginosus, S. dysgalactiae), 5: Porphyromonas sp. (P.
asaccharolytica, P somerae), 6: Anaerococcus spp. (A. murdochii, A. vaginalis, A. prevotii)

34 especies, 26,5% aerobias y 73,5% anaerobias, Anaerobias: Actinomyces spp. 7,4%; Anaerococ-
cus 44,4%; Bacteroides 7,4%,; Bulleidia 14,8%; Enterobacter 14,8%; Enterococcus 7,4%; Escherichia
7.4%; Finegoldia 11,1%; Fusobacterium 18,5% Helcococcus spp. 14,8%; Klebsiella 7,4%; Pept-
oniphilus 18,5%; Porphyromonas spp. 11,1%; Prevotella spp. 11,1%; Providencia 11,1%. Aerobias:
Achromobacter 26%; Acinetobacter 18,5%; Campylobacter 3,7%; Corynebacterium spp. 22,2%;
Macrococcus 3,7%; Pseudomonas spp. 37%; Staphylococcus spp. 14,8%; Stenotrophomanas 7,4%,;

Streptococcus spp. 44,4%

secuenciacion en mayor proporcioén fueron En-
terobacteriaceae 17,86%, Prevotellaceae 14,29%
y Halomonadaceae 12,14%. Por cultivo se detec-
té6 un mayor porcentaje de Enterobacteriaceae
55,75%, Pseudomonadaceae 28,93% y Bacteroi-
daceae 7,88%. A diferencia del cultivo, donde
Enterobacteriaceae es dominante, en metageno-
mica se observéd una leve homogeneidad en los
porcentajes (Tabla 6). Prevotellaceae en cultivo se
encontro unicamente en el estudio de Parvez et al.
(2012)* y solo se identificd en el 0,45% del total
de bacterias Gram negativo cultivadas. A pesar de
la existencia de métodos de cultivo desarrollados
y con tan solo 48 h de incubacién, no es rutinario
cultivar especies que pertenecen a esta familia, en
sumayoria anaerobias®. La deteccion de la familia
Enterobacteriaceae por cultivo supera el 50%,
siendo sus principales representantes Escherichia
coli, Proteus mirabilis y Enterobacter spp. y aunque
en metagendmica Enterobacteriaceae es la familia
con mayor porcentaje, esta no predominé mayo-
ritariamente, habiendo mayor heterogeneidad y
cobertura bacteriana en los 2 estudios utilizando
metagendmica respecto de los 17 utilizando cul-
tivo, donde se detectaron 23 versus 18 familias
distntintas, respectivamente (Tabla 6).

Limitaciones del estudio
La informacion en los articulos de metagend-

Rev Med Chile 2023; 151: 206-221

mica no era uniforme y se recopilaba en muy po-
cos estudios, considerando que estudios retrospec-
tivos no contaban con dicha informacion. Algunos
estudios incluyeron resultados de pacientes solo
con pie diabético y de pacientes con OPD en con-
junto. La emergente técnica por medio de meta-
gendmica atn carece de practicas estandarizadas,
como: la determinacion de la region hipervariable
a utilizar, el sitio de toma de muestra y los criterios
de inclusion de pacientes, una limitante a la hora
de correlacionar alguna consistencia en los resul-
tados que determinan la composicién bacteriana
de la OPD. Ademas, solo se pudieron identificar
las bacterias hasta la clasificaciéon taxondémica de
género, sin llegar a establecer la presencia de es-
pecies relevantes mediante cultivo, como MRSA.
El cultivo convencional en OPD esta orientado a
identificar ciertos patogenos bacterianos como S.
aureus, sin pesquisar otros patégenos emergentes,
como Corynebacterium u otros integrantes de las
Peptoniphilaceae, como Finegoldia, reduciendo
la posibilidad de tratamiento antibidtico eficaz
y recuperacion de la OPD. Por lo anterior, no
habiendo claridad respecto del patdgeno y en
pacientes graves, se propone complementariedad
de las técnicas, utilizando cultivo en primera ins-
tancia y en paralelo o posteriormente metagend-
mica, para ello es necesario contar con protocolos
estandarizados.
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Tabla 5. Frecuencia y porcentaje de la categoria taxonémica familia de bacterias Gram positivo en cultivo
(17/26) y metagendmica, pertenecientes a los articulos de van Asten et al. (2015)" y Zou et al. (2020)?*

—_— Cultivo Metagenémica

Frecuencia % Frecuencia %
Peptoniphilaceae - - 78 36,60
Staphylococcaceae 848 59,51 33 15,50
Enterococcaceae 259 18,18 21 9,86
Corynebacteriaceae - - 28 13,10
Streptococcaceae 202 14,18 27 12,70
Clostridiaceae 45 3,16 9 4,23
Corynebacteriaceae 45 3,16 - -
Propionibacteriaceae 17 1,19 11 5,16
Peptostreptococcaceae 5 0,35 = =
Eubacteriaceae 2 0,14 - -
Coriobacteriaceae 1 0,07 - -
Lactobacillaceae 1 0,07 - -
Actinomycetaceae - - 6 2,82

Tabla 6. Frecuencia y porcentaje de las familias bacterias Gram negativo en cultivo (17/26) y mediante
metagendmica, pertenecientes a los articulos de van Asten et al. (2015)"" y Zou et al. (2020)*

Familia Cultivo Metagenomica

Frecuencia % Frecuencia %
Enterobacteriaceae 877 55,75 25 17,90
Prevotellaceae - - 20 14,30
Pseudomonadaceae 455 28,93 12 8,57
Bacteroidaceae 124 7,88 10 7,14
Moraxellaceae 45 2,86 - -
Saccharomycetaceae 25 1,59 - -
Halomonadaceae - - 17 12,10
Nitrobacteraceae - - 16 11,40
Porphyromonadaceae - - 13 9,29
Fusobacteriaceae 12 0,76 8 5,71
Morganellaceae 10 0,64 5 3,57
Prevotellaceae 7 0,45 - -
Xanthomonadaceae 5 0,32 - -
Aeromonadaceae 4 0,25 - -
Burkholderiaceae 4 0,25 - -
Veillonellaceae 3 0,19 14 10,00
Campylobacteraceae 2 0,13 - =
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Conclusion

El andlisis comparativo realizado establece
cierta complementariedad entre el cultivo mi-
crobiolégico y las tecnologias de secuenciacion
para la identificaciéon de bacterias en la OPD. En
los estudios analizados, las técnicas de cultivo
no abarcaron la totalidad de posibles bacterias a
identificar y microorganismos considerados con-
taminantes, como la familia Corynebacteriaceae,
los cuales se identifican limitadamente en cultivo
versus metagendmica. Si bien por microbiologia
convencional la familia de Peptoniphilaceae no
se cultiva, en metagendmica esta principalmente
presente en OPD, desestimando la participacion
de representantes como Finegoldia en la infeccion.
En metagendmica, no se identificaron perfiles de
resistencia de bacterias, como MRSA, lo que es
rutinario en cultivo. Lo anterior sugiere que com-
plementar los resultados de ambas técnicas, podria
mejorar la identificacién bacteriana en OPD.
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Anexo 1. Caracterizacion de los pacientes por estudio

Autor
principal

Pantel?
Li23
Korpinar?*

Zou®

Goh?

Andrianaki?’

Malone?®
Cai®®

Barshes®°

Arias®’
Anyim3?
MacDonald*
Johani*!
Yasin3

Shettigar®
Akyshbayeva®®

Haldar’
Reghu®
van Asten''

Saltoglu®

Malone?®

Acharya“
Aragon®?
Parvez*?
Ding*

Zubair*

Ano de
publicacion

2021
2021
2021
2020

2020

2020

2019
2019

2019

2019
2019
2018
2018
2018
2018

2017

2017
2016
2015
2015

2013

2013
2013
2012
2012

2011

Region

Francia
China
Turquia

China

Malaysia

Grecia

Inglaterra
China

Europa
Inglaterra
Nigeria
EE. UU.
Inglaterra
Pakistan
India

Kazak-
stan

India
India
EE. UU.
Turquia
Arabia

Saudita

Inglaterra
Espana
India
China

India

Edad

paciente

62,50

60,59

72,00

55,80

63,80
52,08

63,80

63,60

61,00

65,00

52,60

Clasificacion
PD

IWGDF
IWGDF
Wagner

Texas U. y
Wagner

IDSA

IDSA

Wagner

IDSA
IWGDF/IDSA

Wagner

% de pacien-
tes hombres

75,00%
69,15%
57,14%

61,00%

62,65%

60,00%

82,61%

62,62%

64.60%

73,30%

68,00%

67,00%

66,90%

66,86%

88,30%

% de
pacientes
con DM2

88,80%

98,20%

23,80%

96,40%

98,00%

80,00%

93,30%

Duracion DM
(anos = SD)

11,06 + 8,75
20,64 = 7,91

18,40 = 11,20

14,60

16,20

19,00

10,80 = 7,00

IWGDF: International Working Group on the Diabetic Foot, Texas U.: clasificacién de “Texas University”, IDSA: The Infectious
Diseases Society of America. DM2: Diabetes mellitus tipo 2. SD: Desviacion estandar.
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Anexo 2. Tabla de enfermedades declaradas en los articulos (n = 8)

Autor
Pantel et al. (2021)%

Korpinar et al. (2021)%

Akyshbayeva et al. (2017)%®

Reghu et al. (2016)%®

Malone et al. (2013)%

Acharya et al. (2013)%°

Aragbn et al. (2013)*

Parvez et al. (2012)*

Enfermedad

Enfermedad arterial periférica (98,8%), neuropatia diabética (96,4%), enfermedad

cardiovascular (63,9%), enfermedad renal crénica (26,5%)

Enfermedad renal crénica etapa final (100), hemodiélisis (91), didlisis peritoneal

(1), trasplantes renales durante el Ultimo afo (2,0), hipertensién arterial (80,8%),
enfermedad isquémica (54,2%), falla congestiva del corazén (18,0%), accidente
cerebrovascular (6,3%) enfermedad vascular periférica (93,6%) retinopatia diabética
(70,2%), anemia (70,2%), dislipidemia (70,2%), tabaquismo (67,0%)

Angiopatia (88,2%), polineuropatia (76,5%), retinopatia (35,3%), nefropatia (50,0%),
encefalopatia (11,8%)

La mayoria de los pacientes presentaban 3 comorbilidades (27,3%). hipertension
arterial (74,7%), neuropatia periférica 109 pacientes, enfermedad vascular periférica
oclusiva 51

Coexistiendo con OPD, celulitis (26%) | abscesos (26,0%) | gangrena gaseosa (3,0%) |
gangrena (6,1%)

Enfermedad vascular periférica 46,9%
Enfermedad isquémica (33,7%), nefropatia diabética (19,1%), hipertension arterial
(68,6%), tabaquismo (21,1%), hemodialisis (2,6%), retinopatia (64,0%), accidente

cerebrovascular anterior (11,1%), previa ulcera del pie o amputacion (60,4%)

Neuropatia periférica 90,0%, enfermedad vascular periférica 31,6%
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