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1.1 CONCEPTOS GENERALES

La rinosinusitis créonica (RSC) es una enfermedad inflamatoria, de méas de 12 semanas de
duracion, que afecta a la mucosa de las fosas nasales y de los senos paranasales. Se caracteriza por
presentar, obstruccion o congestion nasal, y/o rinorrea; y ademas poder presentar uno de estos dos
sintomas, dolor o sensacion de presion facial, y/o pérdida total o parcial del sentido del olfato (1).
La RSC se divide en dos grupos RSC con ausencia o RSC con presencia de poliposis nasal (PN).
Ademas clinicamente la rinosinusitis cronica con presencia de poliposis nasal (RSCcPN) pueden
subclasificarse en (a) RSCcPN eosinofilica, que es bilateral e idiopatica, pudiendo presentarse de
forma aislada, asociada a asma o formado parte de la triada poliposis, asma e hipersensibilidad a los
analgésicos-antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), conociéndose entonces como ASA triada. La
asociacion entre poliposis y asma es frecuente, dado que una via aérea Unica desarrolla una
patologia comun. Y (b) RSCcPN neutrofilica (p.e. rinosinusitis secundaria a Fibrosis Quistica, a la
Discinesia Ciliar Primaria o a otras infecciones crénicas). En este trabajo nos referiremos siempre a

la poliposis nasosinusal idiopatica, bilateral y eosinofilica (1-3).

Los biofilms bacterianos son comunidades de microorganismos sésiles embebidos en una
matriz de sustancias poliméricas extracelulares que los propios microorganismos sintetizan, y que
estan adheridos de forma irreversible a un substrato, ya sea inerte como los cuerpos extrafios
(protesis,...) o tejido vivo como la mucosa sinusal. Esta estructura organizativa responde a
condiciones ambientales adversas y proporciona nuevas caracteristicas a las bacterias embebidas en
ella como puede ser la modificacion de su tasa de crecimiento, el aumento del intercambio genético
de elementos moviles como plasmidos, el aumento de la resistencia a antibioticos y favorecer el

escape de la respuesta inmune del hospedador (4).

Staphylococcus aureus es un microorganismo grampositivo en forma de coco que se agrupa en
racimos, ubicuo, causante de numerosos procesos infecciosos como infecciones de abscesos,
neumonia, infeccion heridas ... En los ultimos afios numerosos estudios han puesto de manifiesto
que este microorganismo desempefia un rol muy relevante en algunas enfermedades infecciosas que
se caracterizan por su morbilidad torpida y de larga duracion, como osteomielitis, periodontitis,

endocarditis, rinosinusitis cronica. Debido a su capacidad de crecimiento embebida dentro de



Introduccion

biofilms, se produce una modalidad de relacion diferente con respecto a una infeccion aguda entre

esta comunidad de microorganismos y el sistema inmunitario del huésped.
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1.2 RINOSINUSITIS CRONICA. CARACTERISTICAS GENERALES

1.2.1 Aspectos epidemiolégicos

La heterogeneidad de la enfermedad hace que la Rinosinusitis cronica dificulta en gran medida
la posibilidad de realizar estudios epidemioldgicos precisos. Por ello, cuando se realiza una revision
en la literatura para conocer la prevalencia de dicha enfermedad se pueden encontrar porcentajes de
prevalencia muy dispares. En los estudios realizados en Estados Unidos por Collins y Blackwell
mediante encuestas telefonicas preguntados por la presencia de problemas sinusales con mas de tres
meses de duracion (5, 6) obtenian una prevalencia del 16%, frente a otros estudios como el de
Shashy y col, donde el diagndstico de RSC se basaba inicamente en criterios diagnosticos médicos,
como la endoscopia nasal o la exploracion mediante Tomografia Computerizada, la prevalencia

encontrada fue cercana al 2% (7).

En 2007 se consensud en el documento EP’OS (1) que los criterios a utilizar para realizar
estudios epidemioldgicos deben basarse solamente en manifestaciones clinicas, mientras que el
diagnostico clinico de RSC debe estar basado en sintomas y criterios endoscopicos. De esta forma
Hastan y col, realizaron un gran estudio epidemiologico europeo en 2011 en 19 centros de 12
paises, que incluyo a 57.128 pacientes encuestados utilizando la definiciéon de RSC basada en la
sintomatologia clinica y que concluy6 que la prevalencia de RSC es del 10,9 % con un rango de

6,9-27,1% (8).

No obstante, recientemente Lange y col. han realizado un estudio para conocer la correlacion
entre los datos de prevalencia basados en encuestas epidemioldgicas y los que estan basados en
criterios clinicos. Para ello, utilizaron 366 personas ya encuestadas en el trabajo de Hastan (8) que
volvieron a ser entrevistadas por un otorrinolaringdlogo especialista. Se detectd una menor
sensibilidad en el diagnostico de RSC cuando se utiliza Unicamente un cuestionario. Lange
concluyd que resulta imprescindible incorporar la historia clinica del paciente junto con las
preguntas epidemioldgicas utilizadas para correlacionar mejor los datos epidemiologicos mediante
encuestas con los criterios clinicos de RSC, y de esta forma aumentar la sensibilidad y la
especificidad de los estudios epidemiologicos de prevalencia de RSC (9). Recientemente Bohnhorst

y col. combinaron los datos obtenidos de la historia clinica y los resultados clinicos obtenidos por
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rinoscopia anterior/posterior para el diagndstico de RSC y obtuvieron una prevalencia del 8,5%

(10).

Estos estudios de prevalencia también ponen de manifiesto dos aspectos importantes: la
tendencia al incremento de la prevalencia de RSC con la edad teniendo la mayor prevalencia en
edades comprendidas entre 50 y 60 afios, cercana al 6%, y una mayor frecuencia en mujeres que en

hombres, con una relacion de 3:2 (5, 11).

Al igual que ocurre con los estudios epidemiologicos de la RSC, los datos epidemioldgicos de
prevalencia de poliposis nasal también estdn basados en cuestionarios y/o endoscopias nasales. No
obstante, el grupo de Johansson y col. demostraron la necesidad de realizar una endoscopia nasal
para estimar la prevalencia de PN ya que en la mayoria de personas que afirmaron estar afectados
por poliposis nasal no se consiguid visualizar dichos polipos endoscopicamente. Este mismo grupo
realizé un estudio de prevalencia de poliposis nasal a 1.387 voluntarios de una poblacién sueca y
obtuvo una prevalencia de 2,7% y fueron mas frecuentes los varones (2,2 a 1) y en los ancianos con
una prevalencia del 5% en las personas mayores de 60 afios (12). Estos datos también coinciden con
los obtenidos por Cerejeira y col. que realizd estudios necropsicos basados en exploraciones
mediante rinoscopia anterior a 200 cadaveres con edad media 77,2 afos y la prevalencia de

poliposis nasal fue del 5,5% (13).

Klossek y col. utilizando un cuestionario algoritmo diagnéstico especifico de poliposis nasal
con una sensibilidad y especificidad cercana al 90%, realiz6 un estudio que incluyo a 10.033
personas. Obtuvo una prevalencia de poliposis nasal del 2,1%, siendo un 45% varones y al igual
que lo descrito en el estudio de Johansson se observé un incremento de la prevalencia de PN con la

edad (14, 15).

La tasa de incidencia anual de poliposis nasal son de 0,86 casos/1000 hab. y 0,39 casos/1.000
hab., en hombres y mujeres respectivamente segun el estudio realizado por Larsen y Tos (16), y
aumenta con la edad alcanzando un incidencia en edades comprendidas entre 50 y 60 afios de 1,68 y
0,82 casos/1.000 hab. para hombres y mujeres respectivamente. Otros estudios como los de

Davidsson y col, obtienen una tasa de incidencia media de PN algo menores, 0,43/1.000 hab. (17).
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1.2.2 Factores asociados a rinosinusitis cronica con poliposis nasal

1.2.2.1 Alergia

La rinitis alérgica es una enfermedad muy comun con una prevalencia del 10-25% (18). Se
pueden distinguir dos tipos de rinitis alérgica, la rinitis alérgica estacional causada principalmente
por el polen y la rinitis alérgica perenne cuyos principales alérgenos desencadenantes son el pelo de

animales y los acaros.

Los estudios epidemioldgicos ponen de manifiesto una prevalencia mayor de rinitis alérgica en
pacientes con RSC. Aunque todavia no esta claro cudl es el rol que desempeiia la alergia en la RSC,
parece indicar que la tumefaccion de la mucosa nasal interfiere en la ventilacion e incluso puede
provocar obstrucciones en los orificios de drenaje de los senos causando retenciones de moco y una

predisposicion a desarrollar infecciones.

En cambio, cuando se intenta asociar la rinitis alérgica y la poliposis nasal, los resultados
obtenidos son muy similares a poblacion sin poliposis nasal, que oscilan entre 0,5%- 4,5%. De esta
forma la relacion entre la rinitis y la RSC es clara y compleja mientras que la relacion entre rinitis

alérgica y PN es controvertida y dudosa (19).

Por otra parte, al estudiar la presencia de alguna clinica o afectacion alérgica (conjuntivitis,
eczema, urticaria o alergia alimentaria) con la RSC se encuentran resultados muy dispares desde el
10% hasta el 64% como se observa en el trabajo de Wilson KF. que realiz6 una amplia revision al
respecto en las que se analizaron 24 articulos y concluy6 que el rol de la alergia en la RSC es muy
controvertido (20). Mientras que la relacion entre RSCcPN y sintomatologia alérgica parece mas
clara con una mayor prevalencia que en la poblacion general, no lo es tanto la asociacion entre
RSCsPN y los procesos alérgicos (21). Al analizar pacientes con PN y presencia de algin
antecedente de sintomatologia alérgica existe una asociacion estadisticamente significativa entre
ambos factores. Klossek en un estudio de casos control de pacientes con PN y antecedentes
alérgicos obtiene porcentajes de prevalencia cercanos al 50% comparada con el 6,5% del grupo
control, siendo la conjuntivitis junto con la urticaria o eczema las manifestaciones alérgicas mas
frecuentes (15). Otros autores como Rugina revelan una mayor incidencia (31%) de alergias

alimentarias en pacientes con poliposis nasal (22), aunque estos datos todavia no estan confirmados.
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1.2.2.2 Asma

El asma es una enfermedad cronica pulmonar caracterizada por la inflamacion e hiperactividad

bronquial, y es uno de los principales factores asociados a las personas con PN.

En el anteriormente mencionado estudio de Klossek se observo un 26% de personas asmaticas
con PN mientras que en la poblacion control de personas sin PN solo el 6% eran asmaticas. Mufioz
del Castillo F. y col. también encontraron datos similares con una mayor prevalencia de pacientes
asmaticos entre los pacientes con PN que en la poblacion general, 48,9% y 2,6% respectivamente

(23).

Se puede observar como en la mayoria de los casos (69%) el asma se manifiesta en primer
lugar y posteriormente aparece la RSCcPN, aproximadamente tardan entre nueve y trece afios en
formarse, y unicamente en el 21% de los casos aparece primero la PN y entre dos y doce afios mas

tarde el asma (24).

A pesar, de que como se ha visto anteriormente la PN es mas frecuente en varones, cuando se
asocia el factor asma a la presencia de PN se observa un cambio en la distribucion por género donde

las mujeres en este caso, duplican la frecuencia a los varones (25).

Esta elevada asociacion justifica la existencia de una busqueda sistematica, estudiada por un
neumologo, de un cuadro de asma o de hiperreactividad bronquial inespecifica en todos los

pacientes que presentan poliposis nasal.

1.2.2.3 Intolerancia al acido acetilsalicilico

Otro de los factores més estudiados y que se asocian con la RSCcPN es la intolerancia a los
analgésicos-antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) que inhiben la via de la ciclooxigenasa del
metabolismo del 4cido araquidonico, tales como la aspirina, ibuprofeno, naproxeno,... . En la
literatura se pueden encuentran numerosos articulos que demuestran esta asociacion, y donde se
puede observar entre los pacientes con intolerancia a acido acetilsalicilico una prevalencia de
RSCcPN que oscila entre un 36% y un 96%. Cuando se estudia la prevalencia de intolerancia a los

AINES en pacientes con PN los datos se encuentran cercanos al 11% (26-28). Se conoce entonces
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como Sindrome de Widal o de Sampter, también conocido como ASA triada (Acetil Salicilic Acid
Triad) o EREA (Enfermedad Respiratoria Exacerbada por la Aspirina) es la forma mas severa y
grave de la PN. El diagnostico de este sindrome viene dado cuando aparecen conjuntamente estos
tres componentes: la intolerancia al 4cido acetilsalicilico (A.A.S. y AINESs), el asma bronquial y la

Poliposis Nasal.

El Sindrome de Fernand Widal o ASA triada fue descrito en 1922 y retomado en el ano 1968
por Sampter. Las manifestaciones clinicas de la enfermedad se inician, por lo general, con la
aparicion de rinitis intrinseca (flushing en cabeza y cuello, obstruccion nasal e inyeccion
conjuntival) en pacientes entre 30-50 afos, con presencia de poliposis nasal y/o rinosinusitis
hipertrofica estableciéndose como principal sintoma la obstruccion nasal junto con anosmia o
perdida de olfato. La aparicion del asma es mas tardia, desencadenada por la ingestion de aspirina
(AAS.) y/o antiinflamatorios no esteroideos (A.ILN.E.) y en muchas ocasiones se manifiesta con
ataques asmaticos agudos (disnea, sibilancias, opresion toracica, tos), que se inician, al cabo de
minutos a tres horas después de la ingestion de una dosis normal de aspirina u otro fArmaco similar,
con un periodo de duracion de varias horas, y con intensidad marcada y deficiente respuesta a los
broncodilatadores. Existe cierta variabilidad en las reacciones provocadas por la intolerancia de los
AINES en diferentes episodios dentro de un mismo individuo, desde la inexistencia de sintomas a

respuestas naso-oculares o ataques asmaticos severos.

Mediante estudios de tomografia computerizada se observa generalmente en estos pacientes

una afectacion de todos los senos y conductos nasales (29).

Estas reacciones de hipersensibilidad no estan mediadas por inmunoglobulinas ni existen
reacciones antigeno-anticuerpo. Una estimulacion nociva (mecanica, quimica, procesos
inflamatorios...) sobre las células puede provocar dafios en la membrana celular, lo que origina la
liberacion de fosfolipidos cuya degradacion por la accion de fosfolipasas forma Ac. araquidonico.
La principal explicacion para el ASA triada radica en un desequilibrio de la produccion de
prostaglandinas originado por la accion de los AINES. Los AINES provocarian un aumento de
derivados de eicosanoides, concretamente leucotrienos, al bloquear la enzima ciclooxigenasa que
degrada el acido araquidonico y cuyo producto final de su accidon son las prostaglandinas (Figura
1.1). Los leucotrienos a diferencia de la accion broncodilatadora de las prostaglandinas, tienen una

accion broncoconstrictora y proinflamatoria.
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Figura 1.1 Via de degradacion de los fosfolipidos de membrana celular.

Los pacientes que presentan ASA triada difieren significativamente del resto de pacientes
asmaticos o de la poblacién en general porque presentan un aumento basal de la actividad de la
enzima LTC sintetasa (lipooxigenasa) y de la sintesis de leucotrienos, especialmente, cistein-
leucotrienos (LTC4, LTD4 y LTE4), que se muestra exacerbada tras la administracion de AAS. y/o
A.LN.E. Se interrumpiria asi el efecto antiinflamatorio de la prostaglandinas que actian como un

freno de la actividad de la enzima (30).

Ademas del aumento de la concentracion de cistein-leucotrineos encontrados en las secreciones
nasales de los pacientes con ASA triada tras exposiciéon a AAS, se puede detectar un aumento en
otros mediadores especificos procedentes de mastocitos (histamina, tripticasa) y ademas se observa

una entrada leucocitaria con una alto contenido en eosinofilos (31).

La poliposis nasosinusal idiopatica, bilateral, etmoidal y eosinofilica se engloba dentro del
concepto amplio de enfermedad de la via respiratoria. Existen algunas enfermedades sistémicas
como la mucoviscidosis, la discinesia ciliar y las inmunodeficiencias, donde también se producen
rinosinusitis cronicas polipoideas bilaterales, pero €stos son polipos secundarios a la infeccion, con
infiltrado predominante de neutrofilos, por lo que no forman parte de la poliposis nasosinusal

idiopatica y eosinofilica.
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1.2.2.4 Predisposicion genética de la RSC con Poliposis Nasal

A pesar de que todavia quedan muchos aspectos de la patogenia de la RSCcPN por aclarar,
muchos articulos que analizan datos clinicos y estudios genéticos parecen indicar la existencia de

alguna predisposicion genética subyacente sobre algun factor patogénico de las PNs.

Rugina y Serrano detectaron en sus estudios que mas de la mitad de los pacientes encuestados
(52%) con PN presentaron algun antecedente familiar de PN. Greisner y col. no detectd porcentajes
tan elevados en los 50 pacientes con PN estudiados, Unicamente 7 pacientes (14%) presentaron
algin familiar con PN mientras que ninguna de las 30 personas del grupo control tuvieron algin
familiar con PN (22, 32). Ademas, Cohen en su estudio sobre 174 pacientes RSC con PN, donde 57
(34%) tenian algin miembro de primer grado familiar con PN, concluy6 que el hecho de que se
acumulen casos de RSCcPN en una misma familia se relaciona con un proceso de la enfermedad

mas grave (33).

Estos estudios parecen indicar claramente la existencia de un factor genético significativo en la
formacion de PN. No obstante, no se ha podido demostrar unos patrones hereditarios claros, por lo
que se estd estudiando una posible interaccion entre genes y factores ambientales, como el

tabaquismo, para explicar esta relacion (25, 34).

1.2.2.5 Estudio de polimorfismo

Estudios sobre polimorfismos genéticos parecen indicar que la poliposis nasal se asocia con
polimorfismos especificos solamente cuando se presenta con fenotipos asociados, lo que sugiere
que este aspecto genético puede desempenar un papel mas relevante en el desarrollo de las
caracteristicas clinicas asociadas a la poliposis nasal que con la poliposis nasal propiamente dicha

(35).

11
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1.2.2.6 Factores ambientales

El papel que desempefian los factores ambientales en las RSCcPN no esta claro. En diversos
estudios se ha intentado asociar la RSCcPN y el tabaquismo pero los resultados lejos de ser

concluyentes, han generado bastante controversia (34).

Kim y col. analizaron 55 pacientes con PN que estuvieron expuestos a diversos factores
ambientales como exposicion cerrada a tabaco, posesion de mascotas, exposicion ocupacional a
compuestos aéreos nocivos o exposicion a estufas de lefia. Y concluyeron que existia una
asociacion muy fuerte entre el uso de estufas de lefa y el desarrollo de PN, también existia una
importante asociacion con la exposicion en el &mbito laboral a compuestos aéreos nocivos (36). Sin

embargo, el significado de estos estudios es extremadamente débil.

1.2.3 Histopatologia de la RSC con PN.

La rinosinusitis cronica es una enfermedad inflamatoria que afecta a la mucosa de las fosas
nasales y senos paranasales. La causa de la inflamacidn crénica es desconocida y actualmente las

hipoétesis estan encaminadas a la existencia de una etiologia multifactorial (15).

Actualmente se considera a la RSCcPN como una entidad patologica subagrupada dentro de
las rinosinusitis cronicas (figura 1.2), ya que parece imposible diferenciar claramente ambas
sintomatologias. Se presenta con una afectacion bilateral difusa e idiopatica, es decir de etiologia
desconocida, que se caracteriza por la aparicion de polipos en las cavidades nasosinusales,
fundamentalmente desde los senos etmoides y que se pueden extender al resto de fosas y senos

paranasales.
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Rinosinusitis
cronica Poliposis

nasal

Figura 1.2 La Poliposis nasal es una forma clinica bilateral e idiopatica
subagrupada dentro RSC.

Los polipos nasales asociados a la rinosinusitis cronica, macroscoOpicamente son estructuras

mucosas edematosas de aspecto blanco y de coloracion traslucida o blanquecina (figura 1.3).

Figura 1.3 Imagen de poélipo nasal tras extirpacion quirdrgica

mediante CENS.

Microscopicamente los polipos nasales son estructuras formadas por tejido conectivo laxo,
recubierto por un epitelio respiratorio generalmente pseudoestratificado donde se pueden encontrar
células ciliadas y caliciformes. El estroma es de naturaleza edematosa y estd compuesto
principalmente por fibroblastos con funcion de sostén y por células inflamatorias que rodean a unas
formas pseudoquisticas con alto contenido en albumina y otras proteinas plasmaticas. El contenido

glandular y capilar en el estroma laxo es escaso siendo ausente la presencia de tejido nervioso.

13



Introduccion

Figura 1.4. Polipo nasal eosinofilico de

paciente con ASA triada.

Es caracteristica la presencia de un gran contenido de infiltrado de células inflamatorias
mostrando un alto grado de eosinofilos activados y linfocitos T con una demostrada inclinacion
hacia la expresion de citocinas de linfocitos T helper 2 (Th2)(37).

En cambio la RSCsPN presenta un grado menor de infiltracién eosinofilica y presencia de
linfocitos T helper 1 (Thl).

Este hecho parece indicar que la deposicion de proteinas plasmaticas estd regulada por un
proceso inflamatorio subepitelial, con especial protagonismo de eosinéfilos, y que actia como

factor fisiopatogénico en la formacion y desarrollo del pélipo nasal.

Las poliposis nasales secundarias a otras patologias se caracterizan por un contenido
inflamatorio compuesto por otros tipos celulares, tal es el caso de las poliposis nasales asociadas a

fibrosis quistica cuyo contenido mayoritario son neutréfilos (38).

Figura 1.5 Polipo nasal neutrofilico en paciente con discinesia

ciliar primaria.
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1.2.3.1 Eosinéfilos

Los eosinofilos, leucocitos polimorfonucleares, son células del sistema inmunitario, formadas a
partir de células precursoras de la médula 6sea o hematopoyéticas. Fueron descritos por primera vez
en 1879, por Paul Ehrlic, bacteridlogo aleman y Premio Nobel de Medicina en 1908, que desarrolld
nuevas técnicas de tincion tisular, utilizando diferentes colorantes (azul de metileno, anilina,...).
Gracias a estas nuevas técnicas clasificé a los leucocitos segiin su afinidad a los colorantes en
acidofilos, neutrofilos y basoéfilos. Posteriormente, el término acidéfilo fue sustituido por eosinofilo

al observar su gran afinidad por el colorante eosina (39).

Los eosinofilos se localizan en la dermis y en la mucosa del aparato respiratorio y digestivo. Se
diferencian de las células hematopoyéticas (CD34+) por la accion principalmente de tres citocinas
la Interleucina-3 (IL-3), el factor de crecimiento de colonias Granulocitico-Monociticas (GM-CSF)

y la Interleucina-5 (IL-5), siendo esta ultima el promotor mas importante.

Los eosinodfilos circulantes en sangre se separan en dos poblaciones, eosindfilos normodensos
mayoritarios en personas sanas y los eosinéfilos hipodensos que son células activadas presentes en

personas son eosinofilia.

En la migracion tisular se producen varios procesos, primero un proceso de adhesion al
endotelio y posterior migracion transendotelial dependiente de la expresion de moléculas y
receptores de adhesion. En un segundo lugar, la migracion a través de la matriz extracelular hacia el
lugar de la inflamacion dependiente de estimulos quimiotacticos. En este aspecto, las quimiocinas o
citocinas quimiotacticas, como IL-5, eotaxinas 0 RANTES juega un papel central en el proceso de

reclutamiento eosinofilico.
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Figura 1.6 Fotografia de microscopio optico
(x1000) tincion Giemsa de una extension de
sangre donde se visualizan linfocitos y
eosinofilos.

a) Componentes

*  Receptores de membrana

Se han identificado un elevado nimero de receptores en la membrana plasmatica de los

eosinofilos. En funcion de su ligando o sitios de unién se pueden dividir en:

* Receptores de inmunoglobulinas, para las IgG, IgA e IgE de especial relevancia. Cabe

destacar la ausencia de receptores para IgM.

* Receptores de mediadores lipidicos como prostaglandinas, leucotrienos o factor activador de

plaquetas (PAF).
* Receptores de proteinas del complemento, factor C3 y factor C5.
* Receptores de citoquinas, como CCL-5 o RANTES.

* Receptores de moléculas de adhesion, especialmente son receptores de la familia de las
integrinas (a4p1, a4B2, a6p1, VLA-4), selectinas (E-selectina, L-selectina, P-selectina). Se
unen a moléculas de adhesion vascular endoteliales como VCAM-1, permitiendo la

migracion del torrente sanguineo hacia los tejidos.
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*  Granulos pequeiios

Constituyen el 5% de los granulos. En ellos, se localizan las fosfolipasas, la fosfatasa acida y

las proteinas de los cristales de Charcot-Leyden.

*  Granulos secundarios

Los granulos secundarios de los eosinofilos, constituyen mas del 95% de los granulos

citoplasmaticos. Contienen las proteinas responsables de su accidon citotoxica. Principalmente

contienen cuatro proteinas (tabla 1.1):

Proteina Basica Principal (MBP), es el mayor componente proteico granular (55%), y forma
el core o envuelta cristaloide del granulo. Es un polipéptido de 13.8 kDa con elevada
cantidad de residuos de arginina (16%) y estructuralmente similar a las lectinas. Su principal
accion citotoxica es frente a parasitos del grupo de los helmintos aunque también se ha
descrito toxicidad frente a bacterias como E.coli o Staphylococcus aureus, desestabilizando

la bicapa lipidica debido a su carga cationica (40).

La MBP tiene otras funciones reguladoras, como la estimulacion y activacion de mastocitos

y basofilos liberando de esta forma histamina, principal factor responsable de las reacciones

de hipersensibilidad tipo I y muy estudiado en la hiperreactividad bronquial del asma (41).

Proteina catidnica del eosinofilos (ECP), también llamada RNAsa 3, miembro de la familia
proteica de las ribonucleasas. Se encuentra en la matriz granular y constituye en 30% del
contenido proteico granular. Tiene actividad bactericida, formando canales transmembrana,
actividad helmintotéxica 10 veces mayor que la MBP, y actividad neurotdxica. Se ha
demostrado su capacidad de dafar el epitelio bronquial, especialmente en asmaticos. Posee
otras propiedades no citotoxicas como la actividad estimuladora de secreciéon de moco o
inmunomoduladora, al inhibir la proliferacion de linfocitos T. También puede favorecer la
liberacion de histamina por mastocitos, interferir en la sintesis de inmunoglobulinas en
linfocito B o incrementar la expresion de moléculas de adhesion como ICAM-1 en las

células epiteliales.
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* Peroxidasa del eosinofilo (EPO), cadena polipeptidica de 66kDa. También es toxica para
helmintos, bacterias, protozoos, células tumorales y células del huésped como el epitelio

respiratorio. Aumenta su potencia en presencia de peréxido de oxigeno.

* Neurotoxina derivada del eosinéfilo (EDN), péptido cationico de 19kDa, presenta una
homologia del 67% con ECP. A parte de su demostrada actividad neurotdxica sobre

neuronas mielinizadas, tiene funcion antiviral endogena.

Proteina Localizacion Funcion

Antihelmintica, bactericida, antiprotozooaria.
Citotoxica cél. huésped (epitelio bronquial, cél.
tumorales).

Liberacion histamina por mastocitos.

Proteina Basica Principal (MBP) Envuelta

Antihelmintica, bactericida.
Citotoxica cél. huésped (epitelio bronquial).

Proteina cationica del eosinodfilos . . T . .
Matriz Liberacion histamina por mastocitos.

(E0E) Secrecion de moco.
Aumento ICAM-1 en cél. epiteliales.
Peroxidasa del eosinéfilo (EPO) Matriz Antihelmintica, bacteriostatica, antiprotozooaria.
Neurotoxina derivada del eosinofilo Matriz Antiviral.
(EDN) Citotoxica neuronas mielinizadas.

Tabla 1.1. Principales proteinas contenidas en los granulos secundarios de los eosinofilos.

b) Activacion.
Los eosinoéfilos activados expresan un mayor nimero de receptores de membrana y un mayor
nivel de metabolismo oxidativo en reposo. La activacion eosindfila va acompanada de la
degranulacion, causante de sus efectos. Son multiples las moléculas con capacidad de activacion

siendo la principal el factor de activacion plaquetario.

¢) Funciones Bioldgicas

Cada vez se conoce mas el papel del eosinéfilo en la defensa del huésped:
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Funcion fagocitaria de microorganismos, poco frecuente.

Funcion inmunorreguladora. Capaz de sintetizar y secretar nuevas moléculas como
mediadores lipidicos (tromboxano 2, leucotrieno 4, factor activador de plaquetas), radicales
libres (0xido nitrico), quimiocitoquinas (TGF, IL-1, IL-6, eotaxina). Esto les permite actuar
sobre otras células e incluso sobre los propios eosinoéfilos, induciendo diferenciacion y

activacion (GM-CSF, IL-3), y regulando de esta forma la respuesta inflamatoria local.

La actividad de la arilsulfatas y fosfolipasas induce la inactivacion de los mediadores de las

reacciones de hipersensibilidad tipo 1.

Funcion citotoxica por degranulacion o liberacion de las proteinas granulares
citoplasmaticas. Es la funcién mejor conocida, especialmente su actividad helmintotoxica.
Tras previa opsonizacion de la membrana parasitaria por anticuerpos IgE, el eosinoéfilo se
une de forma especifica al parasito recubierto mediante sus receptores de IgE y también del
factor C3b del sistema del complemento. Necesita un contacto directo con la membrana
parasitaria y esta union especifica provoca la exocitosis de los granulos y la liberacion de las
proteinas catidnicas en la superficie del pardsito. La ECP tiene una actividad mayor
antihelmintica que MBP, pero el hecho de que la MBP se encuentre en mayor cantidad hace

que sea mayor su contribucion.

1.2.3.2 Linfocitos T

Los linfocitos son células con un gran ntcleo en forma ovoide y escaso espacio citoplasmatico,

que al igual que los eosinofilos pertenecen al grupo de los leucocitos del sistema inmunitario.

Morfologicamente, los linfocitos T son indistinguibles de otras células como los linfocitos B o

células NK. El receptor especifico de membrana- Tell cell receptor- (TLR) es el responsable de su

diferenciacion.

Su principal funcion es ser responsables de la respuesta inmunitaria celular mediante:

Funcion citotoxica: al reconocer las células infectadas, secregan una serie de citocinas que

activan la apoptosis celular, destruyendo la célula afectada.
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* Accion reguladora o cooperativa: intervienen y modulan otras respuestas inmunitarias como
la producciéon de anticuerpos, o activacion de otras células inmunitarias como macrofagos,

eosinofilos,...

La actividad de los linfocitos T esta estrechamente ligada a las proteinas del complejo mayor de
histocompatibidad- Major Histocompatibility Complex- (MHC), situadas en la membrana de las
células presentadoras de antigenos (macréfagos, células endoteliales, linfocitos B, ...). Estas
proteinas estan codificadas por un conjunto de genes situados en el brazo corto del cromosoma 6
llamados HLA y son los encargados de diferenciar los productos intracelulares propios, de los
extrafios y presentarselos a los receptores especificos linfocitarios (TCR), por lo tanto son los

responsables del reconocimiento de los antigenos por parte de los linfocitos T.
Segun el receptor de membrana TCR, los linfocitos T se pueden agrupar en dos grupos:

* TCRI (y,0): suponen algo mas del 10% del total de los linfocitos T y se encuentran recluidos
en ciertos tejidos, como el epitelio intestinal. Su funciéon no estd bien conocida, se cree que
tienen actividad citolitica constitutiva y que eliminan a células epiteliales infectadas debido

a su expresion proteica aberrante.

e TCR2 (a,p): ElI 85% de la poblacion linfocitica T y a su vez se dividen en dos

subpoblaciones:

» los linfocitos T con receptor CD8+ o citoliticos; se unen a los antigenos en
asociacion con el receptor MHC clase 1 de las células diana infectadas, provocando
la activacion del linfocito. Esto desencadena una exocitosis granular que libera
perforina y granzima y una liberacion de mediadores moleculares que inducen la

apoptosis o muerte celular de la célula diana.

» Los linfocitos T con receptores CD4+ o cooperadores (helper)-Th; se unen a los
antigenos en asociacion con el receptor MHC clase II de macrofagos, linfocitos B o
células dendriticas. Su activacion genera su proliferacion celular y la liberacion de
citocinas esenciales para la activacion de otras células inmunitarias. Existen tres

poblaciones de linfocito: Thl, Th2, Thl7.
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T helper 2 o T helper 17 o
LELTE e colaboradoras proinflamatorios
Diferenciacion
de LT (citocinas) IL-12 IL-4 IL-6, TNF-B
Funcion Activar Macrofagos y | Activar y proliferar Activar células mieloides,
Linfocitos T citoliticos. | Linfocitos B y expansion de los neutréfilos
eosinofilos (a través del GM-CSF) y
quimiotaxis (quimiocinas
CXO0O)
Secrecion 11-2, INF-y, TNF-B IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, | 11-17,IL-22
citocinas IL-10
Sistema Respuesta celular e Respuesta humoral. Respuesta inmunidad innata y
respuesta inflamatoria. Accion Sintesis de anticuerpos | control de la autoinmunidad
fagocitica o citolitica
sobre la células diana.
Efectivos Infecciones virales y de | Infecciones parasitarias | Proinflamatorios infecciones
bact. intracelulares y bact.extracelulares bact. extracelulares y hongos

Tabla 1.2 Caracteristicas de los diferentes tipos de linfocitos T helper

1.2.4 Mecanismos fisiopatolégicos implicados en la RSC

En los ultimos afios, existen numerosos trabajos que abordan el estudio de los posibles
mecanismos fisiopatoldégicos que podrian estar implicados en la formacion, crecimiento y
persistencia del tejido polipoide en la mucosa nasosinusal dentro de las rinosinusitis crénica, y se

resumen en la siguiente tabla:

Alteracion en los mediadores inflamatorios
Alteracion de la produccion de mucinas
Alteracion en la integridad del epitelio nasal
Alteracion en la inmunidad innata

D¢éficit en la remodelacion tisular

Implicacién de microorganismos (Staphylococcus aureus, Aspergillus)

Tabla 1.3 Mecanismos fisiopatologicos implicados en RSCcPN
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1.2.4.1 Alteracion en los mediadores inflamatorios.

Los principales mediadores inflamatorios son las citocinas, grupo de glicoproteinas que actian
como reguladores de la respuesta inmunitaria e inflamatoria. Las quimiocinas son un subgrupo,
formado por cuatro familias de citocinas, CXCL, CCL, CL y CX;CL, especializadas en los
fendmenos de quimiotaxis (movilidad celular inducida por la concentracion de determinadas

moléculas externas y que esta mediada por un sistema de receptores).

La sintesis de citocinas esta regulada por factores de transcripcion como el factor de
transcripcion nuclear-NF«kp o proteina activadora Ap-1. Estos factores de transcripcion se activan

por cascada bioquimica tras estimulacion celular mediante union ligando-receptores de membranas:
* Receptores tipo TCR: exclusivamente en los linfocitos T.

* Receptores tipo TLR: que reconocen diferentes patrones asociados a patégenos (PAMPs).
Estos receptores se encuentran en las células de diversos epitelios y mucosas, mastocitos y

células presentadoras de antigeno.

* Receptores a TNF: principal via de activacion en procesos inflamatorios. Ocurre en diversos

tipos celulares, especialmente en los macrofagos.

La liberaciéon de citocinas especificas modula la actividad de muchos tipos celulares e incluso
la de la propia célula. De esta forma, las citocinas son las responsables del tipo de respuesta a los
estimulos extracelulares al ser capaces de modelar la diferenciacion celular, el funcionamiento

celular y la proliferacion o apoptosis.

El principal factor responsable de la formacion del polipo es la respuesta inflamatoria
eosinofilica persistente de la mucosa nasal. En los ultimos afios muchos estudios sobre la
fisiopatologia de las RSCcPN intentan aclarar la hipotesis de que una desregulacion al alza del
proceso inflamatorio subepitelial, por parte de los mediadores inflamatorios puede ser un factor

patogénico en la formacién y crecimiento de PN (42).

Un aspecto cada vez mas importante es la implicacion de las células epiteliales de la mucosa
sinusal en el proceso inflamatorio. En este sentido, las células epiteliales pueden actuar como

células presentadoras de antigeno (APC) activando linfocitos T y/o linfocitos B (43) y también
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actuar como moduladores de la respuesta, cuando son estimuladas por algunos mediadores de
origen microbiano. En este caso, las células epiteliales liberan quimiocinas como eotaxina,
RANTES e IL-8 cuya accion estimula a los eosinofilos, y ademas pueden producir citocinas como

IL-1, IL-6, TGF-B, GM-CSF que activan y aumentan la supervivencia de los eosinofilos (44, 45).

También hay que destacar el papel de las células endoteliales locales, que al ser estimuladas
por citocinas proinflamatorias como IL-4, IL-13 o TNF-a, son capaces de sintetizar una serie de
receptores, como las selectinas o las integrinas. Estos, son reconocidos por las células inflamatorias
y desencadenan el proceso primordial de migracion y extravasacion de dichas células al lugar de la

inflamacion (46).

Son numerosos los mediadores moleculares estudiados que han podido ser relacionados con la
fisiopatologia de la RSCcPN al demostrarse alterada su concentracion en pacientes con PN con

respecto a pacientes sanos.

La IL-5, con un rol autocrino de activacion de eosinofilos, se encuentra significativamente
aumentada en los RSCcPN con respecto a las RSCsPN, en especial en los pacientes con asma no
alérgico o intolerancia a AAS. Este hecho indica que IL-5 probablemente influye en la
predominancia y activacion de los eosinoéfilos en el tejido polipoide (47). Ademas, la deteccion de
una mayor concentracion de ECP, como consecuencia de la exocitosis granular eosinofilica tras su

activacion en la RSCcPN, confirma la importancia del efecto de la IL-5.

Otros estudios han analizado otras moléculas como las quimocinas RANTES y la eotaxina y
han observado que también se encuentran elevadas en las PN y son claves en el reclutamiento y
activacion de los eosinofilos (38). La eotaxina, quimiocina de la familia CCL, se ha demostrado que
tiene especial afinidad por el receptor CCR3 de los eosinofilos y de los linfocitos TA2 y que juega

un papel importante en los pacientes con asma y poliposis nasal (48).

En cambio, otros mediadores como TNF-3 con funciones antagonicas a IL-5, cuya accion anula
el efecto de supervivencia que ejerce IL-5 y GM-CSF sobre los eosinofilos, se encuentran en menor

concentracion en RSCcPN con respecto a RSCsPN.

Mediadores inflamatorios como los eicosanoides, grupo de moléculas de origen lipidico como
las prostaglandinas, leucotrienos o tromboxanos, también parecen tener un rol destacado en la PN.

Al igual que ocurre con la IL-5 y PCE, los cistein-leucotrienos como el LTC,4 se encuentran
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regulados al alza y asociados con la gravedad de la inflamacion Las prostaglandinas se caracterizan
en cambio por un déficit en su produccion en especial la PGE,, existiendo una correlacion inversa
entre el grado de inflamacion eosinofilica y la concentracion de PGE,. Especial relevancia tiene la
funcion de estos mediadores eicosanoides en los pacientes con el sindrome de ASA triada, en los
que ademads de observarse la alteracion de las concentraciones LTC4 y PGE;, se aprecia un aumento

en la lipoxina LXA4, con funcidén quimiotactica sobre neutrofilos y eosinofilos (49).

Mediador Celula diana Funcion

IL-1 LT, eosinodfilos Proliferacion y supervivencia celular

IL-3 Leucocitos, eosinofilos Diferenciacion eosinofilos.
Proliferacion y supervivencia

IL-4 LThoO, LB Diferenciacion, quimiotaxis LT
Estimulacion LB

IL-5 CHP CD34+, eosinofilos Diferenciacion eosinofilos.
Proliferacion y supervivencia

IL-6 Linfocitos, cél.endoteliales Inhibir sintesis TNF-a e IL-1

IL-8 Neutrofilos Quimiotaxis

IL-13 C¢lulas endoteliales, linfocitos | Quimiotaxis, induce sintesis de IgE y
receptores VCAM.-1, inhibe INF- o

EOTAXINA | Eosinéfilos Quimiotaxis

RANTES Eosinofilos Quimiotaxis

LTC4 Eosnéfilos, neutréfilos Quimiotaxis

PGE, Eosnofilos, neutréfilos Quimiotaxis

LXA4 Eosnéfilos, neutréfilos Quimiotaxis

TNF-a C¢lulas endoteliales Quimiotaxis

TNF-B Eosinoéfilos Inhibir efecto IL-5

TGFp Linfocitos, macrofagos Pleiotropica en proliferacion y
supervivencia celular

GM-CSF CHP CD34+, eosinofilos Diferenciacion eosinofilos.
Proliferacion y supervivencia

INF-y LTh2 Inhibir produccion IgE

Tabla 1.4 Citocinas mas importantes del sistema inmunitario.

Todas estas diferencias en la expresion de mediadores inflamatorios moleculares permiten
definir distintos fenotipos de patron inflamatorio atendiendo a las poblaciones celulares
inmunitarias que se encuentran en la mucosa de los pacientes con RSCcPN y las mucosas de

RSCsPN. De esta forma, en las RSCcPN existe una predominancia en eosinofilos, linfocitos Th2 y
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linfocitos B, mientras que en la RSCsPN se encuentra aumentada la cantidad de neutrofilos y

fibroblastos con un ligero aumento de linfocitos T mayoritariamente helper 1.

1.2.4.2  Alteracion en la produccion de mucinas

El buen funcionamiento fisiologico de los senos paranasales depende basicamente de dos
factores, del aclaramiento mucociliar y de la permeabilidad del complejo osteomeatal. La RSC con
PN se caracteriza por la existencia de una hipersecrecion e hipermucoviscosidad que dificulta el
aclaramiento mucociliar. Esta circunstancia altera la permeabilidad de complejo osteomeatal, y

junto con la inflamacion de la mucosa y los cambios histopatologicos tiende a la cronicidad.

Las mucinas son proteinas de alto peso molecular y altamente glicosiladas, con propiedad
viscoelastica responsable del aspecto de gel, y constituyen el principal componente del moco de las
vias aéreas. La familia proteica de las mucinas es muy heterogénea y actualmente se conocen al

menos 19 genes implicados en la codificacion de mucinas.

Baséandose en las caracteristicas estructurales y funcionales, las mucinas se pueden agrupar en

tres categorias (50):

1. Mucinas ancladas a la membrana plasmatica, donde se encuentran las MUCI, MUCS3,

MUC4, MUCI1 y MUCI2.

2. Mucinas de formacién de gel. Subgrupo formado por las mucinas MUC2, MUC5AC,
MUCS5B, MUC6 y MUC19.

3. Mucinas solubles.

En el trabajo de Kim y col, se observdo mediante el estudio de RNA mensajeros (mRNAs)
expresados por los genes de las mucinas, que la concentraciéon de mucinas tipo MUCSAC y
MUCSB es significativamente superior en la mucosa sinusal de pacientes con RSC que en la
mucosa de pacientes sanos, lo que indica que la hiperproduccion de estas mucinas puede jugar un
papel importante en la patogénesis de la RSC (51). A su vez Ding y col., también encontraron un
incremento significativo de la expresion de los genes de estas mismas mucinas en el grupo de

pacientes con RSCcPN. La produccion de MUCSAC se expresd principalmente en las células
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caliciformes mientras que la expresion de MUCSB se localizd en las células epiteliales de la

mucosa sinusal (52).

Las secrecion de mucinas como MUCSAC o MUCSB esta regulada mediante la via de
sefalizacion dependiente de los llamados receptores de los factores de crecimiento epidérmico -
Epidermal growth factor Receptor- (EGFR). La fosforilacion de esta familia proteica, EGFR, tras la
unién con un ligando, induce la produccion de la mucina MUCSAC. Los niveles de EGFR en la
mucosa de RSC estan significativamente mas elevados comparados con los niveles de expresion de

la poblacion sana (53).

Uno de los principales ligandos de EGFR es la citocina TGF-a, que se encuentra en su forma
inactivada (pro-TGF-a) en la superficie de las células epiteliales. Tras un estimulo (tabaco,
moléculas como los liposacaridos bacterianos) o dafo tisular (radicales de estrés) se produce una
respuesta celular que permite sintetizar una metaloproteasa dependiente de Zinc (TACE) que
escinde a Pro-TGF-a, liberando la porcion soluble, TGF-a, y activando de esta forma la via de

secrecion de moco (54).

Asi, se formula la hipotesis de que aumentos en los niveles de TGF-a en las RSC desencadenan
un aumento en la secrecion mucinas, dificultando el buen aclaramiento mucociliar, y favoreciendo

los procesos inflamatorios y la morbilidad asociada a la RSC (55).

1.2.4.3  Alteracion de la integridad del epitelio nasal

a) Uniones estrechas

Las uniones estrechas, uniones ocludens o zonula ocludens- ephitelial tight junctions- son
estructuras citoldgicas presentes en las cé€lulas epiteliales y que permiten la aproximacion de las
membranas lipidicas de las células adyacentes. Estas estructuras proteicas (claudinas, ocludinas,

caderinas) son responsables de:

A. La impermebilidad del epitelio, impidiendo ademas la entrada de particulas extrafas, como

alérgenos, a las capas subepiteliales.
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B. La regulacion del flujo paracelular. La apertura en las uniones estrechas puede permitir la

entrada de células inflamatorias hacia el lumen, favoreciendo la resolucion del proceso

inflamatorio.
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Figura 1.7 Epitelio nasal con estructura anomala en las uniones estrechas

Algunas enfermedades créonicas presentan un funcionamiento anémalo de estas estructuras
como ocurre en el asma bronquial, enfermedades inflamatorias intestinales o de la piel. Este hecho
ha llevado a plantear si alteraciones en la funcidon de barrera epitelial o en la expresion de las

uniones estrechas podrian tener un papel en la patogénesis de la RSC.

Cuando se estudio la resistencia transepitelial en biopsias de pacientes con RSCcPN se
encontr6 una disminucion tanto en dicha resistencia como en la expresion de proteinas
estructurales de las uniones estrechas (ocludina y claudina tipo 4). Esta alteracion en la integridad

epitelial indica un posible papel en la patogénesis de los pacientes con RSC (56).

b) Inhibidor de proteasa SPLINK 5

Actualmente se conocen numerosas enfermedades alérgicas como la dermatitis atdpica, la
rinitis alérgica o el asma que tienen comprometido el buen mantenimiento de la funcién de barrera

epitelial.
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Una de las muchas proteinas involucradas en el mantenimiento de las funciones de barrera en el
epitelio es la SPLINK 5 (Serine protease inhibitor Kazal type 5) o también conocida como LEKTI
(Lympho epitelial Kazal type related inhibitor), es una proteina con actividad inhibidora de enzimas

proteasas. No tiene actividad bactericida.

SPLINK 5 tiene un papel bien conocido en su funcion de barrera en el tejido de la piel. No
obstante, se desconoce exactamente su funcidon en vias aéreas, aunque se sospecha que inhibe la
actividad de la proteasas provenientes de la exposicion continuada a alérgenos, bacterias y/o
hongos. SPLINK 5 podria proteger las uniones estrechas existentes entre las células del epitelio
(integridad tisular) del ataque de estas proteasas microbianas, de alérgenos o incluso originadas por

el propio huésped debido a procesos inflamatorios.

Alteraciones en la inhibicion de proteasas estdn relacionadas con aumento de colonizacion
bacteriana, del mismo modo que se conoce la asociacion entre alteraciones de SPLINKS en las
dermatitis atdpicas y la colonizacion de la piel, mas de un 90%, por Staphylococcus aureus. Se ha
planteado la hipdtesis de que un déficit en SPLINK 5 facilite la colonizacion bacteriana en las

RSCcPN.

Richer y col. demostraron una menor expresion de SPLINK 5 en los polipos nasales de las
RSCcPN con respecto al grupo RSCsPN. Ademas, el grupo control tuvo niveles mas elevados que

los pacientes con RSC (57).

1.2.4.4 Alteracion en la inmunidad innata

Otro de los mecanismos fisiopatologicos propuestos en la etiologia de la RSC es la alteracion
en la funcidon del sistema inmunitario innato del huésped, que generaria una respuesta inmune
deficitaria, favoreciendo de esta forma la colonizacidn o infeccion de microorganismos, en especial,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y género Aspergillus debido a su elevado

caracter patogénico.
Los componentes del sistema inmunitario innato son principalmente:

* Las proteinas antimicrobianas como la lisozima, lactoferrina, las defensinas y catelicinas.
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* Los receptores de reconocimiento de patogenos.

* La via alternativa del sistema del complemento.

a) Proteinas antimicrobianas

A. Lisozima

La Lisozima, es una enzima con efecto bactericida que acta principalmente sobre el
peptidoglicano de la pared de las bacterias grampositivas (Staphylococcus, Streptococcus) al
hidrolizar enlaces glicosidicos N-acetil-muramico (B-1,4)- N-acetil-gluscosamina. Se barajo durante
afnos la posibilidad de que un descenso en la cantidad de esta enzima en la mucosa nasal podria
tener un rol importante en el desarrollo de procesos inflamatorios de origen bacteriano o fungico,

asociandose de esta forma como posible factor etiologico de la RSC.

Recientemente Woods y col descartaron esta posibilidad al detectar niveles mas elevados de
expresion de lisozimas en epitelios de RSC con respecto a pacientes sanos, demostrando que no

existe un defecto de expresion de esta enzima (58).

B. Lactoferrina

La Lactoferrina es una proteina secuestradora del hierro libre, que inhibe el crecimiento
bacteriano tanto en bacterias grampositivas como gramnegativas. También es capaz de actuar frente

a microorganismos que forman estructuras de biofilms.

Los estudios de Psaltis y col. han demostrado una importante reduccion en la expresion de
mRNA vy sintesis de lactoferrina en la mucosa nasal de los pacientes con RSC. Ademads, también
han puesto de manifiesto que la reduccion de esta proteina es mayor en aquellas RSC colonizadas
por microorganismos embebidos en biofilms que aquellas RSC sin colonizacion bacteriana. Lo que

indica que la lactoferrina es un importante factor en la contencion de la colonizacion bacteriana y
del desarrollo de biofilms (59, 60).
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C. PLUNC

PLUNC (Palate Lung and Nasal epithelium Clone) es una proteina codificada por el gen
BPIFA1 y secretada en el epitelio respiratorio y region nasofaringea, que se incluye dentro del
sistema de inmunidad innata por tener actividad antimicrobiana y especialmente frente
microorganismos embebidos en biofilms. Tsou y col. en su trabajo con 174 pacientes con RSCcPN
observaron una menor expresion de esta proteina en los polipos nasales que se encuentran
colonizados por bacterias, en especial por Staphylococcus aureus. Sin embargo, no encontraron
ninguna asociacion entre estos bajos niveles de expresion de PLUNC vy otros factores como la edad,

sexo o grado de ocupacion de los polipos nasales (61).

La ausencia o disminuciéon de tejido glandular en el epitelio de los polipos nasales de los
pacientes con RSCcPN podria explicar la disminucion la produccion de lisozima, lactoferrina y
PLUNC observada cuando se comparan los niveles de estas proteinas en pacientes con RSCsPN

(62).

D. Defensinas

Las defensinas, son pequefios péptidos ricos en cisteina (3-6 kDa), producidas por leucocitos y
células epiteliales, con actividad de accion de amplio espectro, y que se acumulan directamente
sobre la bicapa lipidica de las membranas plasmaticas de bacterias, hongos y virus envueltos. Estos
péptidos forman canales que aumentan la permeabilidad de la membrana por mecanismos

dependientes de cargas eléctricas.

En humanos se conocen dos grandes familias de defensinas segun su estructura molecular y
distribucion genomica, las a-defensinas y las B-defensinas. En la mucosa nasal las defensinas mas
importantes son las defensinas 1 (hBD-1) que tiene un papel constitutivo o permanente en la
defensa del epitelio nasal, mientras que las a-defensinas 1, 2 y 3 y la defensina 2 (hBD-2) estan

inducidas en la respuesta local infecciosa o inflamatoria (63).

A pesar de que todo parece indicar que las defensinas, al igual que sucede con la lactoferrina,
podrian ser un factor relevante en la fisiopatologia de la RSC, actualmente no se ha establecido
ninguna asociacion entre la morbilidad de las RSC y alguna alteraciéon en la regulacion o en la

expresion de las defensinas en la mucosa nasal.
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E. Familia S100

Las proteinas S100 son una familia multigénica compuesta por mas de 20 pequenas proteinas
de bajo peso molecular que tienen numerosas funciones, regulacion en la diferenciacion y
transformacion celular, funcién de barrera y accion directa antimicrobiana. En particular tienen

especial relevancia en esta familia las proteinas SI00A7 y S1008/9 (64).

Recientes estudios sugieren la hipdtesis de que la reduccion en la expresion de defensinas en el
epitelio sinusal podria aumentar la susceptibilidad de colonizacion o infeccion de bacterias y/o
hongos en pacientes con RSC. En este sentido, Tieu y col. demostraron que la expresion de
S100A7, también llamada psoriasina, esta drasticamente reducida en el epitelio nasal de los
pacientes con RSC. A su vez, cuando estudiaron la expresion de S1008 y S1009, que forman un
complejo heterodimero activo (S1008/9), llamado calprotectina, encontraron una disminucion
significativa de esta proteina en los pacientes con RSC con respecto al grupo control. La

calprotectina tiene su principal accion bactericida sobre Staphylococcus aureus (65).

F. Catelicidina

Las catelicinas son una familia de proteinas que ademas de tener accion bactericida similar a
las defensinas, son moléculas sefial (quimiotaxis) que forman parte del sistema inmune innato de los
mamiferos. En humanos, solo se conoce la catelicidina LL-37. Su precursor, hCAP18, se

encuentra en los lisosomas de los macrofagos y en los leucocitos polimorfonucleares.

Se ha encontrado a este pequefio péptido LL-37 en la superficie de las células epiteliales y en
las glandulas submucosas del tejido mucoso nasal, con un incremento en sus niveles en aquellas
mucosas nasales de pacientes con poliposis nasal (66). Ademas, a diferencia de lo que ocurre con la
lactoferrina, se han observado concentraciones superiores de LL-37 en los polipos nasales

colonizados por Staphylococcus aureus comparado con los p6élipos no colonizados (67).
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b) Los receptores de reconocimiento de patégenos.

Los receptores tipo Toll -Toll-Like receptors- (TLR) son una familia de glicoproteinas
transmembrana que forman parte del sistema inmunitario innnato y se encuentran presentes en
diversos tipos celulares como mastocitos, epitelio intestinal, macréfagos y otras células
presentadoras de antigeno. Estos receptores transmembrana poseen un dominio extracelular variable
que reconoce ligandos moleculares expresados por diversos agentes infecciosos y un dominio
citoplasmatico comtn -Toll-IL-1 Receptor-(TIR) que tras la unién al ligando desencadena una
sefializacion intracelular que permite alterar o modificar la produccion de citocinas, como
moléculas mediadoras en la respuesta innata. Estos ligandos moleculares estan asociados a patrones
quimicos comunes a ciertos tipos de patogenos —Pathogen associate molecular patterns- (PAMPs)
como son los acidos teicoicos presentes en la pared celular de las bacterias grampositivas, los
lipopolisacaridos de la pared celular de las bacterias gramnegativas o el ARN de doble cadena
existente en algunos virus (figura 1.8). Actualmente se conocen en la especie humana, 11 tipos de

TLRs cada uno codificado por un gen diferente.

Zimosan (hongo)
LPS (G-) Ac.teicoicos (G+) gsRNA Lipopeptidos (G-)

Figura 1.8 Receptores tipo Toll de células inmunitarias y sus principales ligandos
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Se ha demostrado la existencia de mRNA de proteinas pertenecientes a la familia de las
proteinas Toll-Like receptors (TLR) en las células del epitelio respiratorio. En experimentos in vitro
donde se estimularon estas células con RNAs de doble cadena, flagelina, LPS, peptidoglicano, etc,

se observo que eran capaces de sintetizar de mRNA TLR especialmente TLR2, TLR3 y TLRS5 (68).

Ademas en su trabajo Lane y col. demostraron la existencia de una alteracion en la expresion
de los genes asociados con la respuesta innata en las RSCcPN, ya que tras analizar 30 pacientes con
RSC y PN, se detectd una incremento significativo en la sintesis de mRNA pertenecientes a TLR2
en las células epiteliales de la mucosa etmoidal con respecto a los 11 pacientes del grupo control.
No obstante, no se detectdé una correlacion con la existencia de un aumento de la expresion de

proteinas tipo TLR2 con respecto al grupo control (69).

También se ha demostrado que los tipos TLR2, TLR3 y TLR4 estan subexpresados en
pacientes con RSCcPN colonizados por hongos del género Aspergillus y por bacterias

especialmente por Staphylococcus aureus (70).

Todo ello, sugiere la posibilidad de una desregulacion entre las sefiales de activacion e
inactivacion en las células efectoras del sistema inmunitario innato de los polipos nasales, lo que

contribuye a generar una respuesta inflamatoria alterada pudiendo afectar a la morbilidad de la
RSC.

¢) La via alternativa del sistema del complemento.

Las proteinas del sistema del complemento, formado por mas de 30 glicoproteinas, forman
parte de la respuesta innata inicial y ayudan a eliminar patogenos de las vias respiratorias. La
activacion en cascada del sistema del complemento es muy importante para mantener la
homeostasis del tejido, facilitando la fagocitosis o potenciando la respuesta inflamatoria, pero una

activacion excesiva o descontrolada puede provocar procesos y/o enfermedades inflamatorias.

El sistema del complemento puede activarse por tres vias, la via cldsica mediante
inmunocomplejos antigeno-anticuerpo, la via alternativa que reconoce moléculas bacterianas como
los lipopolisacaridos (LPS) y la via de las lectinas que utiliza proteinas llamadas Lectinas unidas a
manosa- Mannan-binding Lectin- (MBL) que reconocen carbohidratos que se encuentran en la

superficie de algunos microorganismos patogenos.
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Recientemente se ha descrito que existen defectos en la desregulacion de este sistema del
complemento en las RSC. Estas alteraciones se han detectado en diferentes componentes de las tres
vias de activacion, aunque parece que ocurre un mayor déficit en la via de las lectinas (MBL). Este
hecho, parece indicar que este déficit en el sistema del complemento tiene un rol importante en el
desarrollo de la RSC. Sin embargo, no se ha demostrado la relacion de estos defectos en el sistema

del complemento y los sintomas, severidad o recurrencia de las RSC (71, 72).

1.2.4.5 Déficit en la Remodelacion tisular

Otro de los aspectos estudiados es la tasa de remodelacion tisular existente en las RSC, ya que
cualquier afectacion en su buen funcionamiento provocaria una defectuosa reparacion de la matriz
extracelular. Especialmente, han sido estudiadas las isoformas 1, 2 y 3 de la citocina Factor de
Crecimiento Transformante - Transforming  Growth Factor- (TGF-B), que actian como
importantes moduladores en el proceso de reparacion y formacion de la matriz celular al controlar
la proliferacion y diferenciacion celular. La TGF- B favorece la produccion y deposito de proteinas
extracelulares e inhibe la activacion de monocitos, macrofagos y linfocitos B inactivando el curso

inflamatorio.

La RSC se caracteriza por un marcado patréon de remodelacion tisular que incluye dafo
epiteliar, engrosamiento de la membrana basal, fibrosis y/o edema. Los estudios de remodelacion
tisular en la RSC son controvertidos y todo parece indicar que existen diferentes patrones de
remodelacion tisular segun el estadio del proceso inflamatorio de la enfermedad y de la presencia o

ausencia de PN (73).

Van Bruenae y col. observaron que los pacientes con RSCsPN presentan concentraciones
elevadas de TGF-B1, incremento en la expresion de los receptores de TGF f3, tipo RI y elevado
numero de células activadas por este mecanismo. Cuando se compara este mecanismo en los
pacientes con RSCcPN, se detecta una concentracion en TGF-B1 significativamente menor, una
menor expresion en los receptores TGF f, tipo RII y un nimero menor de células activadas (48).
También se ha observado una menor concentracion de colageno y de metaloproteasas en la matriz

epitelial en la RSCcPN con respecto a las RSCsPN (74, 75).
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Todo parece indicar que la citocina TGF-B1 juega un papel relevante en la remodelacion tisular
involucrada en la RSC. Alteraciones en la regulacion, activacion o expresion de TGF-B1 pueden
relacionarse con los mecanismos etiopatogénicos de la diferenciacion de los diferentes subtipos de

RSC (76).

1.2.4.6  Implicacion de microorganismos

Son numerosos los estudios que relacionan la RSC con la presencia de microorganismos en la
mucosa nasal, ya que se han conseguido aislar un elevado nimero de microorganismos tras el
cultivo de porciones de mucosa nasal. Los microorganismos mas frecuentes se detallan en la Tabla

L.5.

Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus aureus
Haemophilus influenzae
Moraxella catarrhalis
Candida spp

Aspergillus spp

Tabla 1.5 Principales microorganismos aislados en los polipos nasales.

Ademas estudios en RSC recurrentes tras cirugia endoscopica sinusal, han determinado que la

infeccion bacteriana es una de las causas del agravamiento de los sintomas tras la cirugia (77).

Ambos aspectos han permitido plantear la hipotesis de que la flora microbiana estd de alguna
forma involucrada en la inflamacion y sintomas de la RSCcPN. Se han propuesto varias maneras de
participacion microbiana en la patologia, de una forma directa por infeccidon bacteriana y sus

productos (toxinas), o mediante una reaccion de hipersensibilidad frente a antigenos bacterianos

Actualmente esta hipdtesis de una infeccion directa aguda se encuentra a debate, ya que los
resultados son controvertidos. Lo mas aceptado es que la infeccion seria secundaria a la génesis de

la poliposis nasal. No obstante esta infeccion no explicaria la eosinofilia ni el perfil conjunto de
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mediadores de Linfocitos T, ya que el patron caracteristico de la rinosinusitis cronica infecciosa es

la predominancia de neutrofilos.

Otro aspecto a destacar es la imposibilidad de distinguir entre infeccidon cronica y colonizacion
microbiana. La mucosa nasal al forma parte del epitelio respiratorio de vias altas es un lugar de
continuo contacto con particulas y microorganismos exogenos y que actua de barrera evitando la
penetracion de éstos al organismo. Se conoce desde hace tiempo que las fosas nasales son el lugar
idoneo donde sobreviven numerosas bacterias como es el caso de Staphylococcus aureus, como
colonizador, definiendo a las personas como portadores asintomaticos. Se ha estimado que

aproximadamente entre el 20-30% de la poblacion general es portadora de esta bacteria (78).

Recientemente se ha descubierto que los biofilms bacterianos, estructuras compuestas por
comunidades bacterianas altamente organizadas y embebidas en una matriz protectora extracelular,
se encuentran presentes sobre la superficie de la mucosa sinusal. Esta estructura organizativa
responde a condiciones adversas de crecimiento, y proporciona nuevas caracteristicas como un
aumento a la resistencia a antibidticos y a la respuesta inmune del hospedador. Multiples estudios
revelan la presencia de estas estructuras aunque con porcentajes muy dispares segin los métodos
empleados. Las bacterias implicadas son las mismas que se aislan tras el cultivo bacteriologico del
tejido polipoide (tabla 1.5), pero con un aumento de la presencia del género Staphylococcus. (79).
Sin embargo, no esta claro cual es el rol de los biofilms en el inicio del establecimiento de la RSC

(80).

Otra teoria se centra en la liberacion de toxinas como agentes implicados en la formacién de la
poliposis nasales. En este aspecto, los superantigenos (exotoxinas o enterotoxinas bacterianas) estan
siendo las moléculas mas estudiadas por su capacidad de incrementar de forma sustancial la
activacion de los linfocitos T, especialmente los linfocitos T CD4 y la liberacién de citocinas. Los
superantigenos tienen la capacidad de activar a los linfocitos T al unirse directamente al receptor
TCR sin necesidad de ser presentados por las células presentadora de antigeno, generando una
respuesta linfocitaria mayor que los antigenos convencionales. Bachert y otros autores han
encontrado IgEs especificas frente a enteroroxinas estafilococicas en el 50% de los pacientes con
poliposis nasal y con una elevada prevalencia en los paciente con hipersensibilidad a la aspirina
(81). Pero como demuestran estudios del mismo grupo de Bachert, esta presencia de IgEs frente a

enterotoxinas no es exclusiva de la RSCcPN, ya que al estudiar grupos de pacientes con asma
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severa encontraron que casi el 60% presentaban IgEs frente a enterotoxinas de Staphylococcus

aureus (82).

Ademas estudios in vitro han demostrado la actividad de las enterotoxinas como mediadores en
las células proinflamatorias. De esta forma se ha observado que los eosinéfilos pueden actuar como
células presentadoras de antigenos en presencia de enterotoxinas (SEA, SEB y SEE) induciendo, la
estimulacion y proliferacion de linfocitos T especialmente CD4, aunque con menor eficiencia que
los macréfagos. También, afectan directamente a la actividad de los eosindfilos al inhibir su

apoptosis y modular la expresion de sus receptores de membrana como CD45, CD54 (83).

No obstante, quedan muchos aspectos por aclarar, desde el tipo o clase de enterotoxinas
involucradas hasta la correlacion existente entre la respuesta inmune especifica producida por las

enterotoxinas y la observada en la mucosa sinusal (84).

El papel de la infeccion fungica dentro de las RSCcPN es muy controvertido. El género
Aspergillus es el hongo mas estudiado y el que mas se ha podido relacionar con esta patologia. La
rinusitis fungica alérgica o también llamada rinosinusitis alérgica por Aspergillus, es una patologia
caracterizada por una alta presencia de eosinofilos e IgE local y aislamiento de hifas fungica en la
mucina sinusal. Cabe destacar que al cuantificar las IgE especificas fingicas a nivel sistémico no
existe diferencia entre los pacientes con RSC y los pacientes sanos (85). Actualmente, la hipdtesis
como factor etiopatoldgico de la poliposis nasal radica en el rol saprofitico y superficial de los
hongos sobre la mucosa nasal, donde podria producir una reaccién inmunitaria antifingica local
mediada por IgE. Ricketti y otros autores plantean la posibilidad de que una hiperreactividad
inmunitaria frente a estos organismos fingicos puede desencadenar una inflamacién local cronica y

de esta forma favorecer el desarrollo de las poliposis nasales (86, 87).

1.3 STAPHYLOCOCCUS AUREUS. CARACTERISTICAS GENERALES

1.3.1 Historia de Staphylococcus aureus

A finales del siglo XIX, en 1880, Alexander Ogshton (1844-929), cirujano escocés, describid

la presencia de microorganismos redondeados y que se agrupaban en masas “cloud-like masess” a
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los que denominoé “micrococci”, en el material purulento de abscesos de pacientes sometidos a
cirugia y demostré que eran los causantes de los abscesos piogénicos “... a cluster forming coccus
was the cause of certain pyogenous abscesses in the man”. Mas tarde, en 1882 denominaria a esos
microorganismos staphylococci, del término griego “staphyle” por su agrupamiento en forma de
racimos de uvas (88, 89). En 1884, F.J. Rosenbach (1842-1923) consiguid cultivar dos cepas de
Staphylococcus una de ella por su pigmentacion dorada la denomino Staphylococcus pyogenes
aureus del latin aurum=oro (actual Staphylococcus aureus subespecie aureus) y la otra cepa no
pigmentada la denominé Staphylococcus pyogenes albus, del latin albus=blanco actualmente

llamado Staphylococcus epidermidis (90, 91).

Actualmente el género Staphylococcus, esta compuesto mas de 40 especies, y se caracteriza por
poseer un cromosoma de 2.8-2.9 Mbp con un porcentaje de G+C entre 30-39 mol%. De todas las
especies del género menos de la mitad colonizan al hombre. Las especies con mayor importancia
clinica son Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus lugdunensis y

Staphylococcus saprophyticus.

1.3.2 Prevalencia como patégeno humano

Staphylococcus aureus coloniza la piel y las fosas nasales hasta en un 30% de las personas
sanas, pero también es uno de los mas importantes y prevalentes patogenos del ser humano capaz de
originar un amplio espectro de procesos infecciosos, desde infecciones cutaneas relativamente
benignas (foliculitis, impétigo) hasta enfermedades sistémicas potencialmente graves
(bronconeumonia, meningitis) tabla 1.6. Las infecciones asociadas a S.aureus tienen una gran
mortalidad cerca al 25%. En el contexto hospitalario las infecciones por S.aureus duplican la
estancia media, la mortalidad y los costes médicos con respecto a hospitalizaciones sin

complicaciones.
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Enfermedades mediados por toxinas
* Sindrome de piel escaldada. (SPEE)
* Sindrome de shock estafilicoco toxico (TSST)
* Intoxicaciones alimentarias (superantigenos)
Enfermedades por invasion y destruccion tisular.
* Infecciones cutaneas: Impétigo, foliculitis, heridas quirurgicas
* Infecciones respiratorias: Neumonia, empiemas
* Infecciones osteoarticulares: osteomielitis, artritis séptica.
* Infecciones genitourinarias: cistitis, prostatitis.
* Infecciones diseminadas: bacteriemias, endocarditis, meningitis.

Tabla 1.6 Principales enfermedades asociadas a Staphylococcus aureus.

Actualmente existe una subvidision fenotipica de Staphylococcus aureus atendiendo a su
comportamiento frente a los antibioticos del grupo B-lactamicos por la adquisiciéon de una porina
PBP2a codificada por el gen mec integrado dentro del elemento genético movil llamado cassete
cromosomico estafilocococico (SCCmec). Este cassete ademas esta flanqueado por genes de
recombinasas que le permiten una transmision intra e interespecies. Esta caracteristica genotipica se
detecta fenotipicamente con el comportamiento de capa cepa frente al antibiotico Meticilina. Asi a
los Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina se les denomina MRSA y a los sensibles a
Meticilina MSSA. Ademas las cepas MRSA suelen adquirir resistencias a otras familias de
antibioticos dificultando notablemente la posibilidad de tratamiento antibidtico adecuado cuando
estan involucrados en procesos infecciosos y contribuyendo de esta forma aumentar la morbi-

mortalidad de la infeccidn.

Las cepas MRSA se aislan principalmente en pacientes que tienen una relacion estrecha con
instituciones sanitarias (hospitales, residencias, centros de dia), aunque en los ultimos afios ha
aumentado la prevalencia de estas cepas en infecciones comunitarias, lo que ha llevado a poner en

marcha programas europeos de control de propagacion del MRSA (figura 1.9).
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Figura 1.9 Prevalencia de aislado MRSA ECDC 2013.

1.3.3 Caracteristicas microbiologicas de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es un coco gram-positivo de tamafio 0,5-1,5 um, inmévil, células
esféricas, que generalmente se agrupan en tétradas y/o racimos irregulares, aunque se pueden
encontrar también como cé€lulas aisladas o en parejas, no formador de esporas, anaerobio
facultativo, coagulasa y catalasa positivo (figura 1.10). Esta ultima caracteristica se utiliza como
factor clave para la identificacion de género Staphylococcus, excepto en la subespecies S.aureus
subs. anaerobius que es anaerobio y catalasa negativa. No obstante, esta subespecie rara vez se aisla
en humanos al ser un patdégeno animal, que produce abscesos principalmente en ovejas y cabras, y
rara vez produce infecciones en humanos (92). La mayoria de aislamientos de S.aureus en humanos

hacen referencia a S.aureus subespecie aureus.
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Figura 1.10 Fotografia de microscopico 6ptico (X1000)
donde se visualiza bacterias del género Staphylococcus.

1.3.4 Propiedades para la identificacion en laboratorio

Staphylococcus aureus crecen en presencia de 10% NaCl entre 18-40°C. En medios habituales
como Agar sangre o Agar Chocolate presenta unas colonias de 1-3 mm. de didmetro a 24h. y 3-8
mm. en 72h. a temperatura de 37°C. Las colonias suelen tener un pigmento entre amarillo y naranja,

lisas y hemoliticas (figura 1.11).

Figura 1.11 Fotografia de cultivo de una cepa de en medio de
cultivo en placa Agar Sangre
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La identificacion bioquimica de laboratorio se basa en las siguientes caracteristicas (figura 1.12):

* (Coagulasa positivo y deteccion positiva de proteina A. Prueba de laboratorio.

* Resistencia a concentraciones elevadas de NaCl (medio selectivo de Chapman).

* Pruebas bioquimicas: actividad fosfatasa alcalina producién de acido a partir de D-manitol y
D trehalosa. Produccion de dexosirribonucleasa termoestable (DNAsa +), B-glucosidasa

arginina descarboxilasa, N-acetilglucosamina, acetoina, reduccion de nitratos y ureasa.

Produccion de acido a partir de

Colonia pig,mentada
Oxidasa

Catalasa

Factor aglutinacion
Pyrrolidinyl
arylamidas
Reduccion de nitratos
Produccion acetoina
B-galactosidasa

D- Trehalosa

D- Manosa

D- Xilosa

Maltosa

Rafinosa

Ribosa

L-arabinosa

Staphylococcus

+
+
1
+
+
1
+
+
1
+
1
+
1

aureus subs. + +

aureus

Figura 1.12 Principales pruebas bioquimicas utilizadas para la identificacion de Staphylococcus aureus

Figura 1.13 Panel de identificacion PC31 del analizador Microscan
(Siemens).
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1.3.5 Determinantes de virulencia

Existen varios componentes del Staphylococcus aureus que determinan su virulencia e inducen
la respuesta inmunitaria del huésped, y son principalmente: la presencia de capsula, los

componentes de la pared bacteriana, las proteinas de superficie y las diferentes toxinas que produce.

1.3.5.1 Capsula

La mayoria de las cepas de Staphylococcus aureus presentan una microcapsula solo visible por
microscopia electronica. Las primeras cepas productoras de capsula fueron descritas por Gilbert en
1931 (93). Se han descrito 11 serotipos capsulares diferentes, los mayoritarios en los aislamientos
de muestras clinicas son los serotipos 5 y 8, 25% y 50% respectivamente. Existen dos serotipos
asociados a un mayor grosor de la cépsula en los serotipos 1 y 2 cuyas colonias presentan un
aspecto mucoide en los medios de cultivo habituales (94). La capsula es de naturaleza polisacaridica
y les proporciona resistencia a la fagocitosis de los linfocitos polimorfonucleares. Las cepas con
microcapsulada activan al sistema del complemento debido a componentes del peptidoglicano de la
pared celular. EI componente C3 del sistema del complemento se une a la pared celular bacteriana
pero las cepas altamente capsuladas lo cubren, impidiendo que se pueda unir a los receptores de los

leucocitos, dificultando la fagocitosis y aumentando de este modo su virulencia.

1.3.5.2 Componentes de la pared

A. Peptidoglicano: el 50% de la pared celular estd compuesta por mureina,
peptidoclicano compuesto por subunidades alternas de polisacaridos N- acetilglucosamina y
N-acetilmurdmico. Ademas, S.aureus presenta enlaces cruzados de tetrapeptidos unidos al N-
acetimuramico por puentes de pentaglicina. El peptidoglicano tiene actividad endotoxica,
estimula la liberacidon de citocinas por los macrofagos, activa la via del complemento y la

agregacion plaquetaria.
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B. Acido teicoicos: constituyen el 30% de los componentes de la pared celular,

caracteristicos de las bacterias gram-positivas y especificos de especie. Staphylococcus
aureus presenta como ac. teicoico cadenas de moléculas de ribitol esterificadas entre si por
puentes de fosfato y con N- acetilglucosamina en posicion 4. Su principal accion es unirse a
la fibronectina. Juega un papel importante en la adherencia de la bacteria a las células

epiteliales de la mucosa nasal y son altamente inmunogénicos (95).

1.3.5.3  Proteinas de superficie

A. La Proteina A, sintetizada por el gen spa, se encuentra presente en la superficie de la
mayoria de las cepas de S.aureus. Tiene capacidad de unirse a la region Fc de las
inmunoglubolinas de clase G, evitando la opsonizacion mediada por estos anticuerpos,

dificultando su fagocitacion.

B. Proteinas de la superficie bacteriana que reconocen las moléculas de adhesion de la

matriz extracelular de los tejidos, microbial surface components recognizing adhesive matrix
molecules, (MRSRAMM), median la adherencia a los tejidos del hospedador e inician la
colonizacidn, lo que puede conducir al establecimiento de una posterior infeccion (96). Esta
familia de proteinas se anclan covalentemente al peptidoglicano y actian como receptores de
componentes de la matriz extracelular como son el coldgeno, la fibronectina o el fibrindgeno
entre otros. Las principales proteinas de la familia MRSRAMM se detallan en la tabla 1.7.
Estas proteinas de superficie son cruciales para el éxito de la bacteria como comensal o como
patogeno. La cantidad de proteinas de superficie depende de la especie y de la cepa.
Staphylococcus aureus puede expresar mas de 24 proteinas de superficie, mientras que otros
staphilococos coagulasa negativos, como Staphylococcus epidermidis o Staphylococcus

lugdunensis expresan un nimero menor.
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Proteina de adhesion Ligando
bbp sialoproteina osea
ebpS elastina
eno laminina
fnbA fibronectina
fnbB fibronectina
fib fibrindgeno
clfA fibrindogeno
clfB fibrinogeno
cna colageno

Tabla 1.7 Principales proteinas de la superficie de
Staphylococcus aureus que reconocen las moléculas
de adhesion de la matriz extracelular MRSRAMM.

En los ultimos afios, son numerosos los estudios que relacionan diferentes patrones de
expresion de estas proteinas de superficie de las cepas de Staphylococcus aureus aisladas,
con el foco o tipo de infeccion estudiado. De esta forma, se ha descrito que la proteina fnbA,
ligando de fibronectina, juega un importante papel esencial en el establecimiento de procesos
infecciosos como la endocarditis, ya que ademas de facilitar la adhesion bacteriana al
endotelio vascular también actia como inductor de mecanismos inflamatorios y como
procoagulante (97). En este mismo sentido, la proteina cna, ligando de colageno, se ha
asociado con infecciones musculoesqueléticas como la osteomielitis y con infecciones
respiratorias como la neumonia necrosante asociada a la leucodina Panton-Valantine de

Staphylococcus aureus (98, 99).

Ademads como se ha senalado en los estudios de endocarditis los miembros de esta familia
proteica también estan implicados en otros factores patogénicos no unicamente como
mediadores de adhesion a la matriz extracelular de los tejidos. Asi, la proteina cna se ha
demostrado que es capaz de unirse al componente C1 de la via del complemento bloqueando

la reaccion en cascada e inhibiendo de esta forma la via clasica de activacion (100).
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1.3.5.4 Toxinas

Una de las principales caracteristicas de Staphylococcus aureus como microorganismo
patdgeno es su capaz para segregar toxinas que dafian la membrana de las células del hospedador.

Estas toxinas se puedan agrupar en cuatro tipos:

a) Toxinas citoliticas

Estas toxinas proteicas, presentes en la mayoria de los aislados, forman poros en la
membrana citoplasmatica, provocando la liberacion del contenido citoplasmatico y la muerte

celular. Especialmente son cinco proteinas:

* a, B, y 0- hemolisinas, siendo la a-hemolisina la que posee mayor poder citotoxico

especialmente sobre hematies, leucocitos polimorfonucleares y hepatocitos.

* Leucocidina o toxina y, compuesta por dos proteinas S y F que deben unirse para
formar complejos perforantes de membrana y asi tener actividad hemolitica y

leucotoxica.

* Leucocicina de Panton-Valentine, descubierta en 1932 semejante a la toxina vy, sin
funcion hemolitica pero presenta una gran actividad citolitica por los leucocitos. Es una
toxina que contiene dos componentes lukS-PV y lukF-PV y a diferencia de las
anteriores toxinas citoliticas ésta se encuentra codificada por un bacteriofago que puede
transferirse a otras cepas. Se asocia como neumonia necrosante adquirida en la

comunidad y con fascitis y miositis necrosantes.

b) Enterotoxinas superantigenos

Las enterotoxinas Staphylococcus aureus constituyen una gran familia de exotoxinas

pirdgenas llamadas superantigenos (SAgs). Actualmente se han identificado més de 15 tipos
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diferentes de enterotoxinas. Son proteinas que no activan al sistema inmunitario mediante el
contacto normal, es decir, utilizando un antigeno que actia como puente entre la célula
presentadora de antigenos y el linfocito T. Los SAgs tienen la capacidad de reaccionar con la
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) tipo II de las células
presentadoras de antigeno y con el receptor TCR del linfocito, formando un complejo
trimolecular (figura 1.14). La formacion de este complejo induce una activacion del linfocito

sin necesidad de mediar ningun antigeno (estimulacidon antigeno-independiente).

Linfocito Linfocito
T T

superantigen
antigen

A

Celula Presentadora
antigeno

Celula Presentadora
antigeno

Figura 1.14. Diferencias entre el reconocimiento por MHC de moléculas
antigénicas y superantigénicas.

Esta union inespecifica activa hasta el 20% de los linfocitos T, siendo mucho mayor que
la activacion antigeno-dependiente que es 1 de cada 10.000 linfocitos. La consecuencia
principal es una liberacion masiva de citocinas linfocitarias que dan lugar a una intensa

respuesta inflamatoria.

Los SAgs de Staphylococcus aureus més conocidos son las enterotoxinas A, B, C, Dy E
(SEA, SEB, SEC, SED y SEE respectivamente) que se asocian con mayor frecuencia a
intoxicaciones alimentarias, caracterizadas por malestar general sin fiebre seguido de
sintomas gastrointestinales como vomitos, nauseas y diarrea. El mecanismo de accion a nivel

de la mucosa intestinal es todavia desconocido.
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Un nuevo grupo de enterotoxinas conocidas como cluster egc formadas por seg, sei, sem,
seo, sel y sek, también presentan actividad superantigénica aunque parece ser que se

encuentran involucrados en menos procesos toxiinfecciosos (101).

Recientemente, numerosos estudios han propuesto que los SAgs pueden estar implicados
también en la etiologia de otras enfermedades como la psoriasis, la dermatitis atopica, el

sindrome de Kawasaki o incluso en procesos inflamatorios crénicos como la RSC.

¢) Toxina del sindrome de shock toxico (TSST-1)

También conocida como exotoxina pirogénica C o enterotoxina F, descrita en 1978 por
Todd. Proteina termostable y de codificacion cromosémica. Al igual que las enterotoxinas
actua como un superantigeno provocando la extravasacion de células endoteliales y a altas
concentraciones tienen también efecto citotoxico. Su produccidn estd directamente asociada al
sindrome del shock toxico, shock hipovolémico provocado por la gran extravasacion de
liquido endovascular. La expresion de esta toxina depende de condiciones ambientales
especiales con una elevada presion parcial de CO,. Estos requerimientos necesarios explican
la poca prevalencia del sindrome de shock téxico 0.5-10 por cada 100.000 pacientes con
respecto al elevado nimero de aislados, cerca al 20%, de Staphylococcus aureus que son

productores potenciales de TSST-1 al tener el gen pero no expresar la toxina.

d) Toxinas exfoliativas (ET)

Estas toxinas son serin-proteasas con actividad proteolitica y se unen a lo glangliosidos de
membrana especificos de tipo GMy, que se encuentran inicamente en neonatos, destruyendo
las uniones intraepiteliales (desmosomas) del estrato granuloso de la epidermis queratinizada
(accion epidermolitica). No son citoliticas, no afectan a mucosas ni se asocian con ningin
mecanismo proinflamatorio. Su accidon produce el sindrome de la piel escaldada estafilococica

(SPEE), caracterizada por una dermatitis exfoliativa en neonatos. La prevalencia de estas
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toxinas es baja, menor del 5% de los aislados de Staphylococcus aureus de muestras clinicas.

Se conocen dos tipos de toxinas exfoliativas:
* ET-A: termoestable y localizada en cromosoma bacteriano.

* ET-B: termolabil y moévil al localizarse el gen en un plasmido.

1.3.5.5 Biofilms

Un biofilm puede definirse como una comunidad de microorganismo de vida sésil que estan
adheridos a un sustrato (inerte o tejido vivo) y embebidos en una matriz extracelular polimérica
(biopelicula), cuya composicioén varia entre cepas, pero en general pueden contener factores del
hospedador, polisacaridos, proteinas y/o DNA extracelular y que les confiere una alteracion
fenotipica caracterizada por un enlentecimiento del crecimiento, de la expresion de genes y de la

produccion proteica (102, 103).

Los biofilms se forman a partir de bacterias en su forma plancténica, diferentes condiciones
ambientales inducen la sintesis de material extracelular que constituye el soporte del biofilms

(figura 1.14). Existen tres etapas en la formacion del biofilms.

* Una primera etapa de adhesion, donde las bacterias planctonica presentan una
asociacion en un principio débil mediada por componente habituales de la pared
bacteriana de Staphylococcus aureus como autolisinas o los acidos teicoicos que
requieren ligandos hidrofobico. Esta adhesion va madurando en su fortaleza hasta
formarse enlaces covalentes mediada por las proteinas adhesion de la matriz
extracelular de los tejidos (MRSRAMM), que se unen a proteinas de la matriz
extracelular, que segun el tejido puede estar formada por fibrinégeno, fibrina, colageno

fibronectina o laminina.

* En la segunda etapa se forma el biofilm propiamente dicho, donde las bacterias
comienzan a secretar el exopolisacarido que constituye la matriz del biofilms y se
agrupan formando en fases tempranas microcolonias. Staphylococcus aureus produce

un biofilm multicapa embebido dentro de un glicocalix o slime con expresion
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heterogénea de proteinas. En el inicio de su formacion este glicocalix estd compuesto
principalmente por 4cidos teicoicos en un 80%, los propios microorganismos y
proteinas del huésped. Posteriormente se excreta un antigeno polisacarido intracelular
(PIA), también conocido como poli-N-acetil-glucosamina (PNAG) compuesto por
residuos D-glucosamina, fosfatos y ésteres de succinato y que posee una elevada carga
positiva. El PIA es el principal responsable de la unidén a superficies cargadas

negativamente como superficies plasticas o matriz celular de las células humanas.

Aunque la mayoria de los Staphylococcus aureus son PIA dependientes, es decir,
necesitan la presencia del locus ica para la formacion de biofilms, algunas cepas pueden
desarrollar biofilms por otras vias alternativas. De esta forma Fitzpatrick y col,
encontraron cepas de Staphylococcus aureus con delecciones en el locus ica y que son
capaces de desarrollar biofilms Resulta interesante observar que cuando se categorizo
estas cepas en funcion a su sensibilidad frente al antibiotico meticilina se observo que
las cepas meticilin-resistentes (MRSA) fueron capaces de formar biofilms con estas
delecciones, mientras que en las cepas meticilin-sensibles (MSSA) no se observo

formacion de biofilms (104).

También se han observado biofilms PIA independientes por acumulacion de proteinas
de la superficie bacteriana que reconocen las moléculas de adhesion de la matriz
extracelular de los tejidos (MRSRAMM). Staphyloccocus epidermidis desarrolla
biofilms asociados a la produccion de la proteina Aap (accumulation - associated
protein) y algunas cepas de Staphylococcus aureus también pueden desarrollar biofilms

con alto peso molecular asociados a la produccion de la proteina Bap.

En la ultima etapa, las bacterias embebidas en el biofilm adquieren nuevas
caracteristicas mediante un sistema de comunicacion llamado guorum-sensing como
resistencia a antibidticos o enlentecer el ritmo de crecimiento. En esta etapa también las
bacterias pueden desprenderse del biofilms y volver a la vida planctonica para poder

colonizar otras superficies, cerrando el ciclo de formacion de biofilms.
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Figura 1.15 Proceso de formacion de los biofilms bacterianos.

La via de expresion y sintesis del antigeno PIA estd regulada por un locus de adhesion

intercelular llamado ica. Este locus estd formado por cuatro genes de biosintesis icad, icaB, icaC e

icaD y un quinto gen, icaR, que es un regulador negativo de icaABCD. La expresion de icaABCD

esta altamente regulada. Esta regulacion se puede inducir in vitro cuando Staphylococcus se

encuentra en condiciones de estrés, altas temperaturas, anaerobiosis, elevada osmolaridad,

ambientes ricos en glucosa o en presencia de etanol. Pequefias concentraciones de antibidticos

como tetraciclinas, gentamicinas o estreptograminas pueden inducir también la produccion de PIA

(105).

IcaD

IcaB

IcaD

¢ IcaR IcaA

Figura 1.16. Organizacion de operon de la adhesina intercelular ica ABCDC.

IcaA e icaD actiian como un N-acetilglucotranferasa. Ica C es una proteina de membrana que

permite transportar los oligomeros sintetizados por icaAD a través de la membrana bacteriana. La

proteina IcaB se puede encontrar en la superficie bacteriana o secretada y su funcion es desacetilar a
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PIA para cargar positivamente al polimero. Esta desacetilacion es la promotora de la interaccion de

PIA con la superficie de las células hospedadoras que presenta carga negativa.

La regulacion es compleja y pueden intervenir numerosos factores reguladores. Pueden mediar
grandes factores reguladores como SarA y Agr que ademas afectan la regulacion de muchos otros

genes, o pequeios factores como IcaR y TCaR que regulan unos pocos genes.
IcaR

Es una proteina de 22 kDa aproximadamente que act@ia como regulador transcripcional del
operon ica ABCD. Su transcripcion difiere de los otros genes del operon al tener diferentes puntos
de iniciacién. Conlon y col inactivaron la proteina IcaR de cepas clinicas de S.epidermidis que
presentaban una estrecha capa de biofilms cuando las cultivaban in vitro. Tras la inactivacion
observaron un incremento en la expresion de icad, demostrando que el gen icaR ejercia una funcion
represora a la expresion de ica ABCD (106). Al igual que sucede en S.epidermidis IcaR actia como
regulador negativo en S.aureus. Jefferson y col demostraron que la proteina IcaR se une a una
secuencia corta de la region intergénica icaR-icad y que esta union afecta a la expresion de ica
ABCDC. Delecciones en el gen icaR aumentan la expresion de PIA entre 10-100 veces mas que las

cepas nativas (107, 108).

Familia proteica Sar

Esta familia estd compuesta por mas de 11 proteinas diferentes. La mas estudiada es la proteina
Sar A, que puede tener funcidén activadora o represora de muchos genes de S.aureus, incluyendo
genes asociados a su patogénesis. Entre ellos, se encuentra el locus agr (accesory gene regulator)
que tiene un papel muy importante en el transicion de sintesis de proteinas de membrana durante la
fase exponencial de crecimiento a la sintesis de toxinas y proteinas degradativas de la fase
estacionaria. El locus agr contiene dos promotores que producen dos transcritos, RNA II que
codifica cuatro proteinas (agrA, agrB, agrC y agrD) que conforma el sistema de comunicacion
intercelular quorum sensing system y el transcrito RNA III que actia como RNA regulador y que

también codifica la 6-toxina.

La expresion de agr puede reducir la capacidad de S.aureus de formar biofilms no por inducir

una reduccion en la expresion de PIA sino por las propiedades surfactantes de la o-toxina (109).
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SarA es un inductor positivo del locus agr por lo que puede inhibir la formacién de biofilms. No
obstante, se ha observado en estudios con cepas mutantes en Sard que tienen una reducida
capacidad de producir biofilms. Por lo que se postula que Sar4 afecta mas por su accioén inductora
de expresion de proteinasas y nucleasas, que tienen un impacto negativo en la sintesis de biofilms

por aumento de la expresion de icaR, que por su accion activadora de agr (110).

Tcar

TcaR (Teicoplanin- associated locus regulator) es un miembro de la familia de los factores de
transcripcion MarR y es un débil regulador negativo de icaABCD. No estd claro cual es su
mecanismo de regulacion aunque parece indicar que su accion depende del sitio de union a la

region promotora de ica (111).

Operon SigB

6 es un factor sigma alternativo que tiene un rol muy importante en la respuesta a condiciones
ambientales de estrés. En S.aureus, " es activado por sefiales de transduccion en respuesta a altas
temperaturas, alta osmolaridad, antibioticos o pH extremos. El operén sigB mediante los genes
rsbUVW regula la expresion de 6° y este a su vez regula una gran cantidad de proteinas bacterianas
implicadas en la patogénesis (B-hemolisina o enterotoxina B) o en la adhesion celular (clumping
factor, coagulasas...). o también interviene en la regulacion del sistema agr. Estudio de Rachid y
col revelaron que cepas de S.aureus deficientes en sigB no son capaces de formar biofilms y
detectaron un aumento de RNAIII, factor anti- biofilms inducido por el sistema regulador agr. Sin
embargo, otros estudios revelaron que mutantes de sigB si son capaces de formar biofilms. Estos
conflictos sugieren que el operon sigB puede actuar de diferentes maneras en el control de la

formacion de biofilms (105, 112).

Los Staphylococcus aureus productores de biofilms, una vez que establecen la infeccion,
tienen tendencia a progresar hacia enfermedades insidiosas, cronicas y con una elevada tasa de
recurrencia. Por este motivo, en numerosas ocasiones estan implicados como agentes etiologicos de
procesos cronicos como osteomielitis, endocarditis, infecciones cronicas de heridas especialmente

asociadas a pacientes diabéticos, perodontitis,...
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Las bacterias formadoras de biofilms se caracterizan por su capacidad de resistencia a los
mecanismos de defensa del hospedador, lo que se traduce en que la matriz del biofilm puede
impedir el acceso de algunos tipos de células de defensa inmunitaria, como los macrofagos, que
muestran una penetracion incompleta sobre el biofilm y frustrando de este modo la fagocitosis

(113). Ademas, las bacterias embebidas en el biofilm incrementan la tolerancia a los antibioticos.

A diferencia de lo que sucede en los mecanismos de resistencia a antibidticos heredables, la
tolerancia antibiotica asociada a los biofilms es transitoria a esta fase en la que normalmente
bacterias susceptibles entran en un metabolismo y fisiologia alterada donde decrece su sensibilidad.
Cuando estas células vuelven a estado planctonico, recupera su sensibilidad antibidtica normal.

(114). Existen varias hipotesis que intentan explicar esta tolerancia antibiotica:

* El biofilm bloquea el acceso del antibidtico a la célula en crecimiento que esta
embebida en su interior. Este fendmeno depende de la capacidad de penetracion del

antibidtico al biofilm.

* La tolerancia antibidtica se debe al desarrollo de un estado fisiologico durmiente y
persistente. A este descenso de actividad metabdlica va unido de forma inherente una

resistencia antibiotica (115).

Ademas, esta tolerancia antibiotica solo se presenta cuando las c€lulas se encuentran dentro del

biofilm, lo que no permite ser detectada en el crecimiento planctonico de los cultivos in vivo.

Estas caracteristicas de resistencia tanto al sistema inmune como a la antibioticoterapia hace
que las infecciones asociadas al biofilm jueguen un papel importante en la progresion hacia
enfermedades cronicas. Ademas, cabe destacar que el establecimiento de biofilms, es un foco de
dispersion de células bacterianas, que les permite llegar a otros lugares e infectarlos, pudiendo

producir infecciones agudas como la sepsis (116).
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Hipotesis

La Poliposis Nasal es una enfermedad inflamatoria cuya etiologia es todavia desconocida y cuyas
manifestaciones clinicas son insidiosas y recurrentes, que conllevan una gran dificultad en su manejo y
tratamiento. Estudios publicados en los ltimos afos parecen indicar la existencia de una fisiopatologia
multifactorial para explicar estos procesos inflamatorios. Varios de estos factores fisiopatoldgicos parecen
estar relacionados con procesos infecciosos, especialmente relacionados con la presencia de bacterias
grampositivas de la especie Staphylococcus aureus y con su posibilidad de formar estructuras embebidas
en un matriz extracelular (biofilms) y con la capacidad de sintetizar proteinas con funcion
enterotoxigénica que actuarian como superantigenos desencadenando procesos inflamatorios

eosinofilicos.

Este estudio pretende corroborar/avalar las siguientes hipotesis de trabajo:

1. Existe una mayor prevalencia de Staphylococcus aureus productores de biofilms en los pacientes
con poliposis nasal y especialmente en aquellos pacientes diagnosticados con Sindrome de ASA

triada.

2. Los Staphylococcus aureus aislados en los pacientes diagnosticados de Poliposis nasal presentan
un patréon de adhesinas y de genes enterotoxigénicos caracteristico, que se correlacionaria con un

aumento en la respuesta inmunitaria eosinofilica en el tejido rinosinusal.

3. Tanto la presencia de Staphylococcus aureus productores de biofilms como la capacidad de
sintetizar enterotoxinas serian factores relacionados con la gravedad y las recidivas de los

procesos de poliposis nasales.
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Obijetivos

Conocer la implicacion de Staphylococcus aureus en los pacientes con poliposis nasal y
determinar los factores clinicos que puedan estar asociados, especialmente en aquellos

diagnosticados con el Sindrome de ASA triada.

Caracterizar genotipicamente los factores de virulencia asociados a la adhesion celular
(adhesinas) presentes en los Staphylococcus aureus y determinar la capacidad de expresar una

matriz extracelular para formar biofilms.
Caracterizar genotipicamente los factores de virulencia asociados a la produccion de
superantigenos (enterotoxinas) de los Staphylococcus aureus aislados en los pacientes con

poliposis nasales.

Comprobar si las caracteristicas encontradas en los Staphylococcus aureus aislados en los

pacientes con poliposis nasales, son particulares de dicho grupo.

61



62

Obijetivos



63

Material y métodos

4. MATERIAL Y METODOS



64

Material y métodos



Material y métodos

4.1 CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO

4.1.1 Descripcion.

El estudio realizado es de cardcter observacional longitudinal prospectivo, con pacientes que
acudieron a las Consultas Externas del Consorcio Hospital Universitario General de Valencia (CHGUV),
con diagnostico de rinosinusitis cronica con poliposis nasal, como grupo de estudio, y que cumplian los
criterios de inclusion del estudio. Como grupo control se incluyeron pacientes que no presentaban dicha
patologia. Ademas, como grupo control de cepas de S.aureus de poblacion general se estudio el estado de
portador nasal de S.aureus de pacientes que acudian a las Consultas Externas del CHGUYV, excluyendo

aquellos pacientes que habian tenido visita al servicio de Otorrinolaringologia en el ultimo afio.

4.1.2 Ambito

El ambito del estudio fue las Consultas Externas del Servicio de Otorrinolaringologia del Consorcio
Hospital Universitario General de Valencia (CHGUV). El CHGUYV es un Hospital de tercer nivel con 518
camas, englobado en el departamento 9 de la Comunidad Valenciana que presta atencion sanitaria a una
poblacion de 372.325 habitantes. Los pacientes fueron seleccionados de la Consultas Externas del
Servicio de Otorrinolaringologia. A todos ellos se les informd6 del estudio y se solicitd su consentimiento

de aceptacion para ser incluidos en el mismo.

4.1.3 Duracion

La duracion del estudio fue de cuatro afos. La seleccion de los pacientes se comenzé en Septiembre
de 2010 y concluyo6 en Abril del 2012. La recogida de datos clinicos se hizo de forma retrospectiva tras
la inclusion de los pacientes en el estudio y concluyd en Mayo de 2013. La recogida de datos de las

muestras concluyo en Junio de 2014.
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4.2 PACIENTES
El reclutamiento de los pacientes correspondientes al objetivo del estudio, se realizd de forma
prospectiva y aleatoria, cumpliendo los criterios de inclusion del estudio, y tras comprobar la ausencia de

alglin criterio de exclusion.

4.2.1 Criterios de inclusion

El criterio de inclusion fueron pacientes mayores de edad con presencia de poliposis nasal grave que
precisaban intervencion quirdrgica para realizar una polipectomia mediante cirugia endoscopica (CENS)
y estaban diagnosticados de Rinosinusitis Cronica, definida como la inflamacion de nariz y senos

paranasales que presentaban alguno de estos sintomas (3):

* Bloqueo/obstruccion/congestion nasal.
* Rinorrea (anterior/posterior/goteo nasal posterior).
o Con o sin presion facial

o Con o sin reduccion o pérdida de olfato
y al menos alguno de los siguientes signos en la endoscopia nasal:
* Poliposis nasal.

Escala EVA: de 0 a 10 donde 0 corresponde a ninguna molestia y 10 a la peor molestia imaginable.
Asi, siguiendo los criterios de punto de corte propuestos por EP°0OS 2007 (1), se puede obtener la

siguiente clasificacion:

o Enfermedad leve (0-3)

o Enfermedad moderada (>3-7)

o Enfermedad grave (>7-10)
* Rinorrea mucopurulenta principalmente en el meato.
* Edema u obstruccion en la mucosa del meato medio.

* (Cambios en la mucosa que afectan al complejo osteomeatal y/o senos paranasales.
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4.2.2 Criterios de exclusion

Se excluyeron del estudio aquellos pacientes que presentaban al menos una de las siguientes

caracteristicas:

A. Presentaban una edad inferior a 14 afios.
B. Pacientes diagnosticados de alguna patologia otorrinolaringologica no asociada a RSC.
o Polipo de Killian.
o Polipos esfenocoanales y etmoidocoanales.
o Tumores nasosinusales.
o Sinusitis fungica alérgica.
C. Pacientes que hubieran tenido un proceso infeccioso, bacteriologico, fungico o virico agudo en
los ultimos tres meses con afectacion rinosinusal.
D. Pacientes que hubiesen sido intervenidos quirurgicamente debido a patologias

otorrinolaringolédgicas en el ultimo afio.

El grupo control estuvo formado por pacientes diagnosticados de desviacion de septum nasal, con

indicacion quirurgica de septoplastia sin clinica rinitica.

43 DISENO

4.3.1 Protocolo de trabajo

La metodologia que se siguid para detectar los casos de rinosinusitis cronica con poliposis nasal fue

la siguiente:

I.  Se solicit6 al Servicio de Otorrrinolaringologia el calendario de las intervenciones quirtrgicas

para incluir las polipectomias mediante endoscopia nasal.
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II.  Una vez obtenida la programacion, mediante la consulta de la historia clinica, se seleccionaron
solo aquellos casos que cumplian los criterios de inclusion definidos en el estudio.
III.  Se realizd una base de datos de interés de diferentes variables que tras codificacion previa, se

almacenaron en soporte informéatico para su analisis posterior.

4.3.2 Variables analizadas

En este estudio se consideraron las siguientes variables para analizar:

4.3.2.1 Variables demograficas

En los datos demograficos de cada paciente se incluye la edad, sexo y el afio en el que se le realizo el

diagnostico de rinosinusitis cronica.

4.3.2.2 Comorbilidad

* Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica.

* Asma, enfermedad crénica del sistema respiratorio que se caracteriza por episodios recurrentes de
disnea y sibilancias, por incremento en la respuesta broncoconstrictora del arbol bronquial.

* Alergias, respuesta de hipersensibilidad inmunologica a alguna particula o sustancia, ya sea
alimentos, polen, farmacos...

* Intolerancia a AINES, basado en una adecuada historia clinica de reacciones frente a dos o mas
AINES de diferentes grupos quimicos y/o una prueba de provocacion con AAS.

* Factores inmunosupresion, exceptuando uso de tratamiento corticoideo.

* Diabetes mellitus. Hiperglucemia mantenida (glucemia en ayunas mayor de 126 mg/dl) y
necesidad de tratamiento con insulina o antidiabéticos orales.

* Hipertension arterial, elevacion persistente de las cifras de tension arterial superiores a PD>140
ml/Hg y/o PS >90ml/Hg.

* Enfermedad renal, antecedentes de enfermedad renal cronica o pacientes con valores alterados de

urea o creatinina documentados en historia clinica.
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* Hepatopatia crénica, de origen toxico, viral o por consumo de alcohol, incluyendo grado de
cirrosis en el caso de que se haya realizado biopsia hepatica.
* Enfermedad neoplésica.

* Antecedentes de cardiopatia, valvulopatia o insuficiencia cardiaca.

Atendiendo a los factores de comorbilidad de asma, intolerancia a AINES se clasificaran los

pacientes en tres grupos clinicos:

1. Poliposis nasal aislada.
2. Poliposis nasal mas asma.

3. Poliposis nasal con asma e intolerancia a AINES (grupo ASA triada).

4.3.2.3 Habitos toxicos

Las variables recogidas se definieron como variables cualitativas.

* Habito tabaquico: considerando persona fumadora aquella que consumo cualquier cantidad de
cigarrillos diariamente durante al menos un mes (definicion OMS).

* Consumidor de drogas no legales por via parenteral (UDVP).

* Habito enolico: definiéndolo como persona que ingiere habitual.

* Exfumador: persona que habiendo tenido habito tabaquico lleva al menos un afio sin consumir

ningun tipo de tabaco.

4.3.2.4 Manifestaciones clinicas

a. Signos y sintomas

Los sintomas evaluados atendiendo tanto a la duracidon como a su intensidad fueron dolor,
estornudos, sensacion de presion facial, rinorrea, reduccion o pérdida de capacidad olfativa y congestion
nasal. Y los signos recopilados fueron obstruccion u ocupacion de espacio nasosinusal por técnicas

endoscopicas y/o técnicas de imagen como la Tomografia Axial Computerizada (TAC).
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b. Grado de Poliposis

Para la evaluacién del grado endoscopico de poliposis nasal se utilizé la clasificacion de Lildholdt (tabla
4.1), que utiliza un estadiaje en 4 niveles. Esta escala deriva de un estudio realizado en 1995 en el que se
hizo un seguimiento durante 2 afios a 126 pacientes diagnosticados de poliposis nasal para evaluar la

eficacia del tratamiento con glucocorticoides (budesonida y netametasona) (117).

Grado 0 Ausencia de polipo
Grado 1 Poliposis leve que no alcanza el borde superior del cornete inferior
Grado 2 Poliposis moderada que alcanza la region situada entre los bordes

superior ¢ inferior del cornete inferior.

Grado 3 Poliposis grave, que sobrepasa el borde inferior del cornete
inferior.

Tabla 4.1. Clasificacion de la poliposis nasal segiin endoscopia nasal (Escala de Lildholdt y cols.).

En el subgrupo de pacientes con sindrome de ASA triada se utilizaron las imagenes obtenidas de la
Tomografia Axial Computerizada para estratificar el grado de ocupacion de la cavidad sinusal. Se utilizd
la escala Lund y Mackay (tabla 4.2), descrita en 1993 para evaluar ocupacion de espacio de la cavidad
sinusal y recomendado su uso en 1997 por la American Academy of Otolaryngology Head and Nech

Surgery por ser un método simple, de facil aplicacion y reproducibilidad (118).

Seno afectado Izquierda Derecha
Maxilar 0-1-2 0-1-2
Etmoides anterior 0-1-2 0-1-2
Etmoides posterior 0-1-2 0-1-2
Esfenoides 0-1-2 0-1-2
Frontal 0-1-2 0-1-2
Complejo osteomeatal 002 002

Total De(Oal2 DeOal2

0= sin ocupacion, 1=ocupacion parcial; 2=ocupacion completa. *0=libre; 2=ocupado

Tabla 4.2 Evaluacion de la poliposis nasal segun Tomografia Computerizada (Escala Lund y Mackay)
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4.3.2.5 Tratamiento con farmacos previos

Se realizd6 un estudio detallado del tratamiento farmacologico recibido desde el diagnodstico de
rinosisnisutis cronica con poliposis nasal. Para ello, se reviso la historia clinica y se recogieron los datos
relacionados con farmacoldgica recibida especialmente de dos grupos de farmacos habitualmente

empleados en el tratamiento de las rinosinusitis cronica con poliposis nasal:

A. Corticoesteroides
Tratamiento de primera eleccion para el tratamiento de las rinosinusitis cronica. Su utilizacion puede ser:

* Via topica (Corticoides topicos nasales): budesonida, beclometasona, furoatos, mometasona. Se
recogieron las variables de duracion del mantenimiento del tratamiento (semanas) y numero
episodios o tandas de tratamiento desde el diagndstico.

* Via sistémica (Corticoides orales: prednisolona el deflazacort). Se recogieron las variables de
duracion del mantenimiento del tratamiento (dias) y nimero episodios o tandas de tratamiento

desde el diagnostico.

B. Antibioticoterapia
A su vez, en la revision de la historia clinica se recogieron los datos de la administracion de algin
tratamiento antibiotico como eleccion terapeutica se la rinosinusitis cronica. En caso de haberse recibido

se detallo el grupo al que pertenece el antibiotico empleado y su duracion.

4.3.2.6 Cirugia endoscopica

Se realizd una revision de la historia clinica para recoger el nimero de episodios de cirugia
endoscopica nasosinusal para cirugia endoscopica nasal (CENS) que habia recibido cada paciente antes

de su inclusion en el estudio.
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44 METODOS

4.4.1 Técnica de obtencion de muestras

Se obtuvieron muestras de polipos nasales de todos los pacientes, diagnosticados de rinosinusitis
cronica con poliposis nasal incluidos en el estudio que cumplian los criterios de inclusion. El material se
obtuvo durante la intervencion quirtrgica (cirugia endoscopica nasal), en los quir6fanos de
Especialidades del CHGUYV previa presentacion del consentimiento informado.

El material biopsiado se fracciond en tres fragmentos (tamafio minimo 1 x 1 cm), que se depositaron
en contenedores de plastico de 25 c.c. dos fragmentos en un contenedor que contenia 10 ml de agua
destilada, para su estudio microbioldgico, y un fragmento en un contenedor con formaldehido al 10%
para estudio histologico. El transporte del material se realiz6 de manera inmediata para su procesamiento.

En los casos en los que no fue posible su transporte se conservo a 4°C durante un méaximo de 48h.

4.4.2 Estudio histolégico con microscopio optico

1. Fijacion: mediante formaldheido al 10% en agua destilada.

2. Tallado: Inclusion de la muestra en parafina.

3. Cortado con microtomo en secciones de Sum.

4. Desparafinacion con bafios seriados de xilol a distinta concentracion. Y tincion con

hematoxilina-eosina.

e

Visualizacion en microscopio optico Nikon Eclipse E200.

o

Recuento del infiltrado eosinofilo a 400X.

Se realiz6 el recuento medio del nimero de eosindfilos por campo, y se recogid el porcentaje de
eosinofilos con respecto al total de células inflamatorias por campo (dos observadores distintos):

. Ninguno o escaso <10%.

. Leve 10-30%.

. Moderado 30-60%.

. Elevado >60%.
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4.4.3 Estudio microbiologico

4.4.3.1 Deteccion in vivo de microorganismos productores de biofilms

Para ello se utilizd un microscopio confocal (CLSM) y la solucién BacLight Live/Dead kit
(Invitrogen). Las muestras de senos nasales se procesaron, tras tres lavados con agua estéril para
eliminar restos de bacterias planctonicas. Se utilizdé el kit LIVE/DEAD (Invitrogen, Molecular
Probes), segun las instrucciones del fabricante, donde se combina dos componentes; A (Syte 9 green
fluorescens nucleic acid stain) que colorea de verde a células vivas) y B (Propidium iodide) que
colorea de rojo a células dafiadas o muertas). Posteriormente se realizo el analisis por Microscopia
Laser Confocal (Confocal Nikon C1+) a 40X, para detectar la presencia de estructuras compatibles
con biofilms bacterianos. El biofilm se caracteriza por presentar una intensa fluorescencia de bacterias
vivas (color verde) organizadas en cluster o torres (79).

El criterio de presencia de biofilms viene determinado por la visualizacion de bacterias inmoviles,
con unidn irreversible al tejido, vivas de tamafio 0,5-2 um y con una morfologia caracteristica

(clusters y torres de microcolonias).

4.4.3.2 Deteccion por PCR Real-Time de S.aureus y MRSA de biopsia

Se utilizo el sistema de diagnostico molecular BDMAX™ (Becton Dickinson®), que automatiza la
lisis celular, extraccion de acidos nucleicos, preparacion de PCR, amplificacion y deteccion de dianas

moleculares a estudio mediante sondas.

™

Figura 4.1 Plataforma automatizada BDMAX
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En este estudio se utilizo el ensayo comercializado BD MAX™ StaphSR, que permite detectar
sobre muestra directa, en la misma reaccion, Staphylococcus aureus Sensibles a Meticilina (SASM)
y Staphylococcus aureus Resistentes a Meticilina (MRSA). Los componentes proporcionados por el

fabricante son los siguientes:

A. BD MAX™ StaphSR Master Mix (Mezcla maestra)

Mezcla maestra deshidratada para PCR que contiene la enzima polimerasa, nucleotidos, sondas
moleculares y cebadores especificos junto con una sonda molecular especifica para el control de

procesamiento de muestras.

B. BD MAX™ StaphSR Reagent Strip (Tiras de Reaccion)

Tira de reactivos individuales que contiene todos los reactivos liquidos y las puntas de pipeta

desechables que se necesitan para el procesamiento de las muestras y la extraccion del ADN.

Figura 4.2. Tira de reaccion BD MAX™

C. BD MAX"™ StaphSR Extraction Tube (Tubo de extraccion)

Reactivo de extraccion deshidratado que contiene microesferas de afinidad magnética al ADN,

acromopeptidasa y control de procesamiento de muestras.

D. BD MAX™ StaphSR Sample Buffer Tube (Tubo de tampén de muestras)

Contenedor donde se introduce la muestra a estudio. Permite tamponar el pH de la muestra y

favorece que el proceso de extraccion del DNA con las microesferas magnéticas sea el adecuado.
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E. BD MAX™ PCR Cartridge

Soporte donde se realiza las reacciones de amplificacion y deteccion.

Pocillos de PCR controlados de forma
individual

@ BD MAX" PCR Cartridge B 45574

0 Disgrosti, Quibec,

Cédigo de barras que incorpora . I I I l | . . I l

E| n de Iote IR 1L T AU R |

W

Orificios de entrada
de la muestra

Figura 4.3. BD MAX"™ PCR Cartridge.

Tras la impronta de la muestra para su cultivo, se fracciono6 en dos partes, una porcion para el estudio
en BHI y otra porcion se homogeneizé con 200ul de agua destilada. Posteriormente se recogié con

torunda de algodon y se introdujo en el Sample Buffer Tube se vorte6 tres veces durante 5 seg.

A continuacidn, se realizo la PCR Real-Time en la plataforma BDMAX™ siguiendo las

instrucciones del fabricante.

SIMPLY

TM. 1

Figura 4.4 Proceso de trabajo de la plataforma automatizada BDMAX .- introduccion
de los reactivos en la Reagent Strip. 2.- Introduccion de la tarjeta de soporte. 3.- Puesta en

marcha de la plataforma y posterior lectura de los resultados.
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4.4.3.3 Estudio Microbiolégico Convencional

A. Cultivo microbioldgico

Antes de cultivar la muestra se realizaron dos lavados sucesivos con suero fisioldégico de la misma.
Seguidamente, se realizd el cultivo bacteriologico mediante siembra por impronta en medios Agar
Chocolate (Becton Dickinson), Agar Sangre (Becton Dickinson). Se fracciond la muestra en dos partes y
una porcion se introdujo en medio de enriquecimiento Brain Hearth Infusion (BHI) (Becton Dickinson).
Se incubaron las placas de cultivo en atmosfera enriquecida al 5% de CO” a temperatura de 37°C, durante
48h. El medio de enriquecimiento permanecioé en incubacion hasta 7 dias a 37°C. En caso de que se
observo turbidez en el medio BHI se realizé un subcultivo, sembrandose mediante técnica de triple estria,
con asa de siembra de 10ul, en medio Agar Chocolate y Agar Sangre, y se reincub6 durante 24h en

atmosfera enriquecida al 5% de CO* a 37°C.

B. Identificacion del microorganismo.

Para la identificacion de las colonias observadas en los medios de cultivo empleados se realiz6 una
Tincion de Gram y posterior identificacion preliminar mediante espectrometria de masas, MALDI-TOF
(matriz assisted laser desorption ionization time-of-flight) (figura 4.5), que permite comparar el espectro
de masas proteico de la colonia de microorganismos problema, con una base de referencia, Maldi
BioTyper® MicroFlex LT Bruker BD, obteniendo una identificacién a nivel de especie con una elevada

especificidad.
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Figura 4.5. MALDI-TOF (matriz assisted
laser desorption ionization time-of-flight).

C. Estudio de Sensibilidad. Antibiograma

Para el estudio de sensibilidad se utilizé el sistema automatizado Microscan Walkaway (Siemens™)
(figura 4.6) que permitio desde un soporte de plastico con 96 micropocillos realizar la identificacion
bacteriana y un estudio de sensibilidad antibidtica por microdilucion en caldo, que calculo la
Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) del antibiotico a la cual la bacteria no puede multiplicarse. Las
CMI observada se interpretaron siguiendo las guias internacionales Clinical and Laboratory Standard

Institute (CLSI) para obtener una interpretacion categorica de sensible, intermedio o resistente.

Figura 4.6. Autoanalizador Microscan Walkaway.
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4.4.3.4 Caracterizacion fenotipica de la produccion de slime.

A. Ensayo cualitativo de produccion de biofilms

La deteccion cualitativa de S.aureus productores de biofilms se estudido mediante la utilizacion del
medio Agar Rojo Congo Modificado (CRCM) descrito por Freeman y col. en 1989 (119), vy
modificado posteriormente por Mariana y col. Los componentes del Agar Rojo Congo Modificado

utilizado se detallan en la tabla 4.3.

Componente Cantidad
Rojo Congo (Sigma) 0,4 g.
Glucosa (Sigma) 10 g.
Agar Sangre Base-2 (BAB-2) 40 g.
(Sigma)
Agua destilada (Braun) 1000 ml.

Tabla 4.3. Componentes del medio Agar Rojo Congo Modificado.

Se sembraron las cepas a estudio en medio CRCM mediante siembra por triple estria, con asa de
siembra de 10ul, y se incubaron las placas en atmosfera aerdbica durante 48h a 37°C. El estudio de
cada cepa se realizd por duplicado. Como cepas de referencia del ensayo se utilizaron cepas de la
Coleccion Espanola de Cultivos Tipo (CECT), control positivo la cepa productora de biofilms CECT
435, ATCC 25923 Staphylococcus aureus subespecie aureus (Rosenbach 1884) y control negativo la
cepa no productora de biofilms CECT 231, ATCC 12228 Staphylococcus epidermidis (Winslow and
Winslow 1908).

Se consideraron cepas productoras de biofilms aquellas que produjeron colonias de color negro
intenso o suave, mientras que las colonias de color rojo bourdeos se clasificaron como cepas no

productoras de biofilms (figura 4.7).
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Figura 4.7. Agar Rojo Congo. Colonias rojas corresponden
a cepas no productoras de biofilms y colonias negras a cepas
productoras de biofilms.

B. Ensayo Cuantitativo de produccion de biofilms

El estudio cuantitativo de produccion fenotipica de biofilms se determind usando un ensayo
semicuantitativo de adherencia descrito por Stepanovic y col (120).

Las cepas a estudio se cultivaron toda la noche en medio Tryptic Soy Broth (TSB) (Becton
Dickinson™), suplementado con 2% glucosa (Sigma-Aldrich®) a 37°C. Se transfirieron 200ul de
suspension celular a una placa de microtiters de 96 pocillos. El estudio se realiz6 dos veces y por
triplicado con cada cepa. Se utilizaron dos pocillos unicamente con medio TSB como control
negativo del ensayo. La placa fue incubada en atmosfera aerobica a 37*C durante 24h. La placa
microtiters fue lavada tres veces con buffers fosfato salino (PBS) para eliminar las células no
adheridas a la placa. Posteriormente se fijaron las c¢lulas adheridas al material con 500ul de etanol al
95% en cada pocillo durante 20 minutos, después se elimind el etanol sobrante y se dejo secar
durante toda la noche. Las bacterias adheridas se tifieron con cristal violeta al 1% durante 5 minutos.
La placa se lavo tres veces con agua estéril y se dejo secar. Se realizo una lectura de densidad dptica
de cada pocillo a 570 nm (ODs7) usando un lector automatizado VICTOR? PerkinElmer®.

Para la interpretacion de la lectura de absorbancia obtenida en el ensayo se sigui6 la escala utilizada

por Mack y col. (121).
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Lectura OD Interpretacion
ODs70>1 Fuerte adherencia
0,1<ODs70>1 Débil adherencia
0D570<0,1 No adherencia

Tabla 4.4. Interpretacion de absorbancia segtn escala de Marck y col.

4.4.3.5 Caracterizacion genotipica de genes involucrados en la produccion de

biofilms.

La extraccion del DNA de los aislados se realizd tras incubacion previa de la cepa de S.aureus a
estudio en medios Agar sangre durante 24h a 37°C en atmosfera aerobica. Posteriormente, se
resuspendieron 1 6 2 colonias aisladas en 500 ml de agua libre de RNAsas para obtener una suspension
1,5 McFarland. Y se realiz6 la extraccion del DNA bacteriano utilizando el extractor MagNa Pure
Compact Instrument (Roche®) siguiendo las instrucciones del fabricante y obteniendo un eluido final de

100ul.

Las reacciones de amplificaciéon por PCR estuvieron compuestas por 12,5 ul GoTaq® Hot Green
Master Mix (Promega®) que contenia 400uM de cada dNTP, 3mM de MgCl,, 10 pmoles de cada primer
(invitrogen®™), 3ul del DNA de la cepa en estudio y agua para Biologia Molecular libre de RNaAsas y
proteasas (Fisher Scientific) hasta completar un volumen total de 25 ul por cada reaccion. Se realizo la

mezcla en eppendorfs de 0,2ml (Thermo Scientific®), y para la reaccion de amplificacion se utilizo el

termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystem®) tabla 4.6.

. . [ r ar Frag. Reference
Gen Primer Secuencia Nucleotidica (5°-3") a8
amplificado

.y icaA-F  ACA CTT GCT GGC GCA GTC AA 188bp  Arciola "%
red icaA-R TCT GGA ACC AAC ATC CAACA

icaD-F  ATG GTC AAG CCC AGA CAG AG 191bp  Arciola ™
icaD . AGT ATT TTC AAT GTT TAA AGC

icaD-R AA

Tabla 4.5 Secuencia de primers y tamaiio del fragmento amplificado utilizados en el estudio.
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Etapa IcaA/IcaD
Desnaturalizacion Inicial 94°C 2 min
Desnaturalizacion 94°C 1 min
Anillamiento 55°C 1 min
Elongacion 72°C 1 min
Elongacion Final 72°C 7 min
Ciclos 25

Tabla 4.6. Parametros de amplificacion de la PCR.

Se utilizaron Sul del producto amplificado de cada reaccion para ser analizados mediante
electroforesis durante 45 minutos a 100 V Power PAC300 (Bio-Rad®™) utilizando un gel de agarosa
ultrapura (UltraPure™ Agarose Invitrogen™) al 2% en Tris-Borato-EDTA (TBE) (Roche®) al que se le
anadié 3ul de una solucion 10mg/ml de Bromuro de Etidio (Sigma). Se usé el marcador de DNA

dTM

molecular con escala de 100pb DirectLoad™ (Sigma-Aldrich®) como patrén para determinar el tamafio

del fragmento de DNA amplificado.

4.4.3.6 Caracterizacion genotipica de genes involucrados en la adhesion

bacteriana.

Se realiz6 la deteccion genotipica de diez genes que codifican proteinas involucradas en la adhesion
bacteriana a las cé€lulas del hospedador. Estas adhesinas pertenecen a un Unico complejo proteico
denominado “microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules (MSCRAMMs). En
la Tabla 4.7, se detalla los genes que se estudiaron y los primers utilizados y en la tabla 4.8 las

condiciones de amplificacion.
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Gen | Primer Secuencia Nucleotidica (5°-3") Amplicéon Referencia
bap bap-F  CCTAT ATC GAA GGT GTA GAA TTG 971bp
bap-R GCT GTT GAA GTT AAT ACT GTA CCT Cucarella "%
GC
b bp bbp-F AAC TAC ATC TAG TAC TCA ACA 575 bp
ACAG Tristan '*¥
bbp-R ATG TGC TTG AAT AAC ACC ATC ATC
T
- GTC AAG CAG TTA TTA ACA CCA
cna  cna-F GAC 423bp
Tristan '*¥
cna-R  AAT CAG TAA TTG CAC TTT GTC CAC
TG
ebpS ebpS-F CAT CCA GAA CCA ATC GAA GAC 186bp 124
ebpS-R  CTT AAC AGT TAC ATC ATC ATG TTT Tristan %%
ATCTTT G
eno eno-F ACG TGC AGC AGCTGA CT 302bp Trist (124)
ristan
eno-R CAA CAG CAT YCT TCA GTA CCTTC
fubA fnbA-F  GTG AAG TTT TAG AAG GTG GAA 643 b
AGATIAG P Tristan 2%
fnbA-R  GCT CTT GTA AGA CCA TTT TTC TTC
AC
fubB fnbB-F  GTA ACA GCT AAT GGT CGA ATT 524b
GAT ACT P Tristan 2%
fnbB-R  CAA GTT CGA TAG GAG TAC TAT GTT
C
ﬁb fib-F CTA CAA CTA CAATTG CCGTCA 404bp
ACA G Tristan '*¥
fib-R GCT CTT GTA AGA CCATTT TCT TCA
C
clfA clfA-F ATT GGC GTG GCT TCA GTG CT 292b .
If p Tristan '*¥

clIfA-R  CGT TTC TTC CGT AGT TGC ATT TG

cifp  C\B-F 2% TCA GTA ATA GTA GGG GGC 205bp Tristan (2%

clfB-R TTG GCA CTG TTT GTG TTT GCA C

Tabla 4.7. Secuencia de primers y tamafio del fragmento amplificado de genes MSCRAMMs.

Etapa MRSCRAMMs
Desnaturalizacion Inicial 94°C 3 min
Desnaturalizacion 94°C 30seg
Anillamiento 55°C 45 seg
Elongacion 72°C 45 seg
Elongacion Final 72°C 5 min
Ciclos 30

Tabla 4.8 Parametros de amplificacion de la PCR de genes MSCRAMMs.
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Caracterizacion genotipica de endotoxinas estafilococicas

Para la deteccion de las principales enterotoxinas que pueden encontrarse en las S.aureus. se

utilizaron los primers y las condiciones de amplificacién que se detallan en la tabla 4.9 y tabla 4.10.

Gen Primer Secuencia Nucleotidica (5°-3") Amplicon  Referencia
sea sea-F  CCT TTG GAA ACG GTT AAA ACG 125)
sea-R  TCT GAA CCT TCC CAT CAA AAA C 127bp Becker
seb  seb-F  TCG CAT CAA ACT GAC AAA CG
477bp Becker %Y
seb-R  GCA GGT ACT CTA TAA GTG CCT GC
sec  sec-F CTC AAG AAC TAG ACA TAA AAG CTA GG
271bp Becker 1%
sec-R  TCA AAA TCG GAT TAA CAT TAT CC
sed sed-F  CTA GTT TGG TAA TAT CTC CTT TAA ACG s
TTA ATG CTA TAT CTT ATA GGG TAA ACA  319bp Becker 1%
sed-R TC
sem sem-F  CTA TTA ATC TTT GGG TTA ATG GAG AAC
300bp Jarraud (29
sem-R  TTC AGT TTC GAC AGT TTT GTT GTC AT
seo seo-F  AGT TTG TGT AAG AAG TCA AGT GTA GA e
seo-R  ATC TTT AAA TTC AGC AGA TAT TCC ATC 180bp Jarraud 1?®
TAAC
tsst-1 tsst-F  ACC CCT GTT CCC TTA TCA TC
326bp Mehrotra 1?7
tsst-R ~ TTT TCA GTA TTT GTA ACG CC

Tabla 4.9 Secuencia de primers y tamaiio del fragmento amplificado de genes de enterotoxinas de Staphylococcus

aureus.

Las amplificaciones por PCR estuvieron compuestas por 12,5 ul GoTaq® Green Master Mix

(Promega) que contiene 400uM de cada ANTP, 3mM de MgCl2, 10 pmoles de cada primer (invitrogen),

3ul del DNA de la cepa en estudio y agua estéril ultrapura hasta completar un volumen total de 25 ul por

cada reaccion.

Etapa sea-d/tsst-1 sem/seo
Desnaturalizacion Inicial 94°C 5 min 94°C 5 min
Desnaturalizacion 94°C 2 min 94°C 5 min
Anillamiento 55°C 2 min 62°C 1 min
Elongacion 72°C 1 min 72°C 1 min
Extension elongacion 72°C 7 min 72°C 7 min
Ciclos 35

Tabla 4.10 Parametros de amplificacion de la PCR para deteccion de enterotoxinas.
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Se utilizaron 5Sul del producto amplificado de cada reaccion para ser analizado mediante
electroforesis durante 45 minutos a 100 V (Power PAC300 Bio-Rad) utilizando un gel de agarosa
ultrapura (UltraPure™ Agarose Invitrogen) al 2% en Tris-Borato-EDTA (TBE) (Roche) al que se le
anadié 3ul de una solucion 10mg/ml de Bromuro de Etidio (Sigma). Se usé el marcador de DNA
molecular con escala de 100pb (DirectLoad™ Sigma-Aldrich) como patrén para determinar el tamafio del

fragmento de DNA amplificado.

4.5 Aspectos éticos

Se garantizo la privacidad de los datos de los pacientes codificando los nombres y numeros de
historia hospitalaria. Los datos codificados se introdujeron en una base de datos informatica, cuyo
manejo fue exclusivo del investigador. El investigador es responsable de la custodia y confidencialidad

de los mismos.

El estudio fue aprobado por el comité ético del CHGUV.

4.6 Analisis estadistico.

Los datos descriptivos de cada variable se presentan en numeros absolutos o en porcentajes.
Ademas se ha realizado el célculo de la media, varianza y desviacion tipica en las variables continuas y

las proporciones en porcentajes en las variables cualitativas.

Para facilitar la interpretacion de los resultados obtenidos se agruparon por categorias las variables
cuantitativas; grado de poliposis segun la escala Lung y Mackay, eosinofilia tisular y densidad optica en

el ensayo cuantitativo de produccién de biofilms.

Previo calculo de los estadisticos de asociacion, se ha verificado la hipdtesis de que la variable edad
cumple criterios de normalidad mediante el test de Kolmogorov-Smirrnof y Test Shapiro. La

homogeneidad de la variable sexo entre grupos clinicos se realizé mediante una tabla de contingencia y
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calculo de Chi-cuadrado de Pearson (). Para dar mayor consistencia a los célculos estadisticos se

agruparon los grupos clinicos 1(PN aislada) y 2 (PN con asma).

Para los andlisis univariantes entre dos variables categdricas se realizaron tablas de contingencia
con el calculo de las frecuencias de ocurrencia y posterior estudio del estadistico de independencia de
Chi-cuadrado de Pearson (y°). Para establecer los factores potencialmente asociados de la morbilidad de
la poliposis nasal mediante afios de evolucion (variable dependiente) y las distintas variables estudiadas
se realizaron andlisis multivariantes por regresion lineal mediante el analisis de la varianza (ANOVA).
Posteriormente se realizd un analisis multivariante por regresion logistica mediante la funcion LOGIT
para el estudio de factores dependientes de la deteccion de Staphylococcus aureus. Asi mismo para el
establecimiento de medida de asociacion se realizd el calculo del Odds Ratio, como medida de

probabilidad de que el hecho ocurra con un nivel de confianza del 95% (IC 95%).

El manejo de datos estadistico y su almacenamiento se realizdo mediante el programa estadistico el
SPSS 19.0v. El grado de significacion estadistica aceptado para cada tipo de andlisis fue de p-valor

inferior a 0,05.
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5.1 Analisis de la poblacion.

5.1.1 Datos demograficos.

Resultados

Se incluyeron en el estudio 55 pacientes diagnosticados de rinosinusitis cronica con poliposis nasal.

La edad media de los pacientes fue de 55,3 afios con un rango de 25-79 afios y una desviacion tipica de

12,54. Destaca la acumulacion de casos en el intervalo de edad comprendido entre 60 y 65 afios. La

distribucion por edades se muestra en la figura 5.1.

T T
20,00 30,00 40,00

Figura 5.1 Distribucion de la frecuencia por edad del grupo de estudio.

5000 50,00
EDAD
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70,00

1
80,00

90,00

El grupo control estuvo formado por 20 pacientes cuya edad media se situd en 25,25 afios con valores

comprendidos entre los 3 y los 53 afos. La desviacion tipica de este grupo control fue de 19,00. Once

pacientes fueron intervenidos quirirgicamente por septorrinoplastia y 9 por adenoidectomia.

Con respecto a la distribucion por género, el grupo de poliposis nasal estuvo formado por 34 hombres

y 21 mujeres, lo que supone un porcentaje de 61,1% y 38,2% respectivamente. El grupo control se

compuso de 3 mujeres (15%) y 17 hombres (85%).
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5.1.2 Datos comorbilidad

* En la mayoria de los pacientes (51) se hall6 algin factor de comorbilidad, lo que representa el
92,7% (tabla 5.1).

Comorbilidad N (%)
Asma 37 (67,2)
Intolerancia a AINES 28 (50,1)
Hipertension arterial (HTA) 26 (47,2)
Alergias (polen, alimentos, antibidticos...) 19 (34,5)
Dislipemia 17 (30,9)
Insuficiencia cardiaca 9(16,3)
Diabetes mellitus 6 (10,9)
EPOC 3(5,4)
Hepatitis 2 (3,6)
Insuficiencia renal 1 (1,8%)

Tabla 5.1 Factores de comorbilidad en la poblacion con RSCcPN estudiada.

La patologia asociada a la enfermedad de RSCcPN mas frecuente fue el asma, que afectdé 37
pacientes (67,2%). En la mitad de los pacientes (28) se identifico intolerancia a &cido acetilsalicilico
(AINES), lo que representa el segundo factor de comorbilidad més frecuente, con un 50,1%. Se
detectaron antecedentes de hipertension arterial en 26 pacientes (47,2%). En 19 (34,5%) se identifico
algtn tipo de alergia o intolerancia, siendo la més frecuente la alergia al polen de la parietaria, planta
de la familia Urticaceae, seguida de la alergia a algun tipo de medicamento, como antibioticos, y la
alergia a los acaros, ambos con 5 pacientes (9%). La presencia de dislipemia se observo en 17
pacientes (30,9%), mientras que la insuficiencia cardiaca se detectdo en 9 pacientes (16,3%). Seis
pacientes sufrian diabetes mellitus tipo 2 (10,9%) y en 3 pacientes (5,4%) enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC). Por ultimo, en 2 pacientes se observo inflamacion hepatica cronica por

el virus de la hepatitis B y un paciente presentd insuficiencia renal (1,8%).
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Atendiendo a estos datos de factores de comorbilidad asociados a la poliposis nasal se

clasificaron los pacientes segun los grupos clinicos descritos (figura 5.2).

* Grupo 1 Poliposis nasal aislada 16 pacientes (29,1%).
* Grupo 2 Poliposis nasal con asma 11 pacientes (20%).

* Grupo 3 Poliposis nasal con ASA triada. 28 pacientes (50,9%).

Grupos
clinicos
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Poliposis nasal Poliposis nasal + Poliposis nasal
aislada Asma Asa Triada
29.1% 20% 50,9%

Figura 5.2 Clasificacion de los pacientes segiin grupos clinicos.

Se observo que el 50,9% de los pacientes presentaban asma asociado a intolerancia a AINES,
sindrome de ASA triada. El resto de pacientes (27) se distribuyeron en los siguientes grupos,

poliposis nasal aislada (29,1%) y poliposis asociada a asma (20%).

La distribucion por edades de los distintos grupos clinicos se representa en la figura 5.3.
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Figura 5.3 Distribucion por edades de los grupos clinicos.

5.1.3 Habitos toxicos.

La mayoria de los pacientes a estudio con poliposis nasal refirieron no ser fumadores (72,2%),
mientras que 11 pacientes fueron exfumadores (20%) y Unicamente 4 pacientes tenian habito

tabaquito en momento de inicio del estudio.

Al ser preguntados por sus héabitos enolicos solo 3 pacientes consumian alcohol habitualmente,

que corresponden a un escaso 5,4% del grupo en estudio.

En ningtn caso se identificd ningun paciente con uso de drogas por via parenteral (UDVP).

5.1.4 Manifestaciones clinicas

5.1.4.1 Grado de poliposis

El grado de poliposis del grupo de estudio atendiendo a la endoscopia nasal y segiin la escala
de Lildholdt y col. La distribucion se describe en la tabla 5.4. Los grados 2 y 3 agruparon a la
mayoria de los pacientes estudiados un total de 42 pacientes, lo que representa al 76,3% del grupo

en estudio.

La media de puntuaciéon de la escala Lund y Mackay en las PN de los pacientes con sindrome

de ASA triada, también fue elevada con una media de 17,8, y un rango 14 a 24.
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Figura 5.4 Distribucion en grados poliposis (Escala Lildholdt)

Ninguno de los sujetos del grupo control presentaron poliposis nasal.

5.1.5 Tratamientos previos con farmacos.

5.1.5.1 Tratamiento antibidtico

En el momento de la inclusién de los pacientes en el estudio ningiin paciente estaban tomando
tratamiento antibidtico. Al 75,4% (44) de los pacientes, segin su historia clinica, se le habia
administrado previamente al estudio al menos una pauta antibiotica. Se observo que en mas de la
mitad (24) de los pacientes se les habia pautado varias tandas de antibioticoterapia. La familia
antibiotica mas utilizada fueron los macrolidos en 37 pacientes, concretamente la claritromicina
(31) y azitromicina (8), seguido de la combinacion aminopenicilina con inhibidor de -lactamasas
como el amoxicilina/clavulanico (6) y de la familia de las quinolonas (4), habia sido utilizado

principalmente el levofloxacino.

5.1.5.2 Tratamiento corticoideo

Unicamente 9 pacientes no habian recibido tratamiento corticoide alguno. A la mayoria se les
habia administrado varias pautas de tratamiento corticoideo sistémico, mayoritariamente

prednisolona oral y tratamiento topico.
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5.1.6 Cirugia endoscopica previa (CENS)

La media de las polipectomias quirargicas (CENS) realizadas previamente a la inclusion de los
pacientes en el estudio fue de 0,87 cirugias previas/paciente, con una desviacion tipica de 0,93. A la
mayoria de los pacientes (43) no se les habia realizado ninguna cirugia (41,8%) o unicamente una

cirugia 36,3% (figura 5.5).

Frecuencia

25

15 + —

10 + —

N2 de pacientes

O T T T T 1
0 1 2 3 4

N cirugia CENS previa/paciente

Figura 5.5. Frecuencia de N° de cirugias (CENS) previas a
la inclusion en el estudio.

5.2 Analisis experimental

5.2.1 Grado de eosinofilia en tejido polipoide.

El grado de infiltracidon eosinofilica en general, medido de 0 a 3, se situ6 de media en los pacientes
estudiados 1,81. En dos pacientes del estudio no se pudo determinar el grado de eosinofilia por un error
en el procesamiento de la muestra. Los 20 pacientes del grupo control presentaron un grado 0 de
esosinofilia que corresponde a menos de un 10% de eosindfilos. La distribucion por grados se detalla en

la tabla 5.2. El grado 2 y 3 fueron los observados mas frecuentemente con un 20,8% y un 35,8%
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respectivamente, que corresponden a muestras donde mas del 40% de las células inflamatorias observadas

son eosinofilos. 6 pacientes presentaron una eosinofilia inferior al 10%.

Control

Grupo estudio

Grado 0
Grado 1
Grado 2

Grupo 3

20 (100%)
0
0
0

6 (11,3%)
17 (32,1%)
11 (20,8%)
19 (35,8%)

Tabla 5.2 Distribucion de grado de infiltracion eosinofilica.

5.2.2 Deteccion in vivo de microorganismos productores de biofilms.

De las muestras recogidas para el estudio, por dificultades técnicas inicamente se pudieron analizar 9

muestras, para determinar la presencia in vivo de biofilms mediante la tincién con solucion BacLight

Live/Dead y posterior observacion mediante microscopia confocal. En las 8 muestras analizadas del

grupo de estudio se encontraron imagenes compatibles con formas bacterianas en disposicion de clusters

y en la muestra control no se observo ninguna imagen compatible (figura 5.6).

Figura 5.6 Fotografia de Microscopia confocal. A. Poliposis nasal, la flecha indica
agrupaciones de bacterias en forma de cluster. B. Mucosa nasal (control) sin presencia

bacteriana.
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5.2.3 Cultivo bacteriolégico

En 31 de las muestras de polipoides estudiadas se aislo al menos una especie bacteriana (figura 5.7),
24 muestras fueron resultados negativos por cultivo en la impronta directa sobre la placa Petri y en los
pases posteriores a placa Petri del cultivo en caldo de enriquecimiento. Se identificaron 56 aislamientos
bacterianos que correspondieron a 12 especies distintas, con una buena concordancia entre el
autoanalizador Microscan Walkaway y el MALDI-TOF (98,3%). Unicamente, en un aislado hubo una
discrepancia, que se realiz6 la identificacion por secuenciacion del rDNA 16S, coincidiendo el resultado
con el obtenido por MALDI-TOF. Las especies bacterianas y su frecuencia estan descritas en la tabla 5.3.
La bacteriana aislada con mayor frecuencia fue el Staphylococcus epidermidis seguido de Staphylococcus

aureus.

=

o~ .
o »

/ o Staphylococcns anrens

v

Staphylococcus epidermidis

Figura 5.7 Cultivo positivo en Agar
Chocolate de una biopsia de polipo nasal.

Aislado Poliposis nasal Control
Staphylococcus epidermidis 27 (49,1%) 20 (100%)
Staphylococcus aureus 17 (30,9%) 5 (25%)
Moraxella catarralis 3 (5,4%) 2 (10%)
Staphylococcus lugdunensis 3 (5,4%) 1 (5%)
Bacilos gramnegativos 4 (3,6%) 6 (30%)
Candida parapsilopsis 1 (1,8%) 0
Bacillus cereus 1 (1,8%) 0
Streptococcus pyogenes 0 5 (25%)

Tabla 5.3 Aislamientos en los polipos nasales.
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La bacteria mas frecuentemente aislada fue Staphylococcus epidermidis con un 49,1%, seguida de
Staphylococcus aureus (30,9%). Ademas, ambos aislamientos se encontraron en 6 de las muestras
estudiadas, siendo el aislamiento polimicrobiano mas frecuente. El resto de aislamientos tuvieron una
frecuencia mucho menor. Moraxella catarrhalis y estatilococo coagulasa negativo (Staphylococcus
lugdunensis), fueron las bacterias aisladas que ocuparon el tercer lugar (5,4%). Los “bacilos
gramnegativos” correspondieron a tres bacterias fermentadoras Escherichia coli, Morganella morganii, y

Enterobacter cloacae y a un no fermentador como Acinetobacter baumanii (figura 5.8).

En cuanto al grupo control en todos los pacientes se aislo Staphylococcus epidermidis, seguido de
Streptococcus pyogenes 'y Staphylococcus aureus, ambos con un 25%. Se aislaron 6 bacilos

gramnegativos, todos ellos fermentadores Escherichia coli (2) y Enterobacter cloacae (3).

u Staphylococcus
: epidermidis

\ M Staphylococcus aureus
M Moraxella catarralis
U Staphylococcus
lugdunensis

I Bacilo gramnegativos

w Candida parapsilopsis

Figura 5.8 Distribucion de los aislamientos bacterianos en el grupo estudio.
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5.2.3.1 Resistencia antibiotica de Staphylococcus aureus

Todos los Staphylococcus aureus pertenecientes al grupo de estudio (n=17) presentaron el mismo
patron de sensibilidad a los antibiodticos estudiados, salvo a la penicilina que fueron todos resistentes
(tabla 5.4). Los Staphylococcus aureus del grupo control (n=5), presentaron mayor variacion, en especial
los antibidticos de la familia de los macrolidos, donde tres aislamientos mostraron resistencia a
eritromicina y a clindamicina. Ademas, en este grupo control se detectd un Staphylococcus aureus

meticilina resistente.

Grupo polipos Grupo control
nasales
n=17 (100%) n=2 n=1 n=2

Antibidtico CMI (pg/ml) CMI (ng/ml) CMI (ng/ml) CMI (ng/ml)
Penicilina >0,25 R > 0,25 R >0,25 R > 0,25 R
ﬁ:il?l)i;gll(l:ga/ e <42 S <42 S | <42 R <42 8
Oxacilina <0,25 S <0,25 S <0,25 R <0,25 S
g‘;}f}i‘ﬁ?fade <4 NEG | <4 NEG| >4 POS | <4 NEG
Fosfomicina <32 S <32 S <32 S <32 S
Levofloxacino <1 S <1 S >4 R <1 S
Eritromicina <0,5 S >8 R >8 R <0,5 S
Clindamicina <0,25 S >4 R >4 R <0,25 S
Gentamicina <1 S <1 S <1 S <1 S
Tobramicina <1 S <1 S <1 S <1 S
Nitrofurantoina <32 S <32 S <32 S <32 S
Trimetropim/sulfa < 1/19 S <1/19 S <1/19 S <1/19 S
Tetraciclina <1 S <1 S >8 R <1 S
Vancomicina <1 S <1 S <1 S <1 S
Daptomicina <0,5 S <0,5 S <0,5 S <0,5 S
Mupirocina <4 S <4 S <4 S <4 S

Tabla 5.4 Perfil de sensibilidad antibiotica en los Staphylococcus aureus del grupo del grupo de
estudio de poliposis nasal y del grupo control.
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5.2.4 Deteccion por PCR Real-Time de Staphylococcus aureus

Se detecto la presencia de DNA especifico de S. aureus en 26 de las muestras estudiadas (figura 5.9),
lo que corresponde al 47,2% de los pacientes del grupo de estudio. En ninguno de los casos se detectd
presencia de MRSA. En el grupo control hubo presencia de DNA de S.aureus en 5 casos positivos para S.

aureus y un caso para MRSA.

Todos los ensayos de PCR Real-Time mostraron amplificacioén del control interno, por lo que ninguna
muestra presentaba inhibidores del proceso de amplificacion que no permitieran validar los resultados

informados por la plataforma BDMAX ™.

BD MAX StaphSR RUOv2 530/565

Figura 5.9 Resultado de la PCR Real-Time por BDMAX™.
Muestras A2 y A4 positivas para S.aureus. Muestras Al, A3,
A5 y A6 negativas.

5.3 Estudio comparativo entre los grupo control y experimental y el método de deteccion de S.

aureus

Al 47,2% de los pacientes del grupo de estudio se les ha detectado por cultivo y/o PCR Real-Time la
presencia de S.aureus (MSSA), frente a los 6 (30%) casos del grupo control (5 MSSA y 1 MRSA).

Cuando se comparan los resultados segin el método de deteccion de S.aureus empleado (figura
5.10), se observa que si se realiza unicamente por cultivo, la deteccion en el grupo experimental es del

30,9% (17) frente al 20% (5) del grupo control. Y cuando se analiza la deteccion de S.aureus mediante
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PCR Real-Time se observa que la diferencia de incidencia en ambos grupos aumenta, pasando del 30,9%
al 47,2% del grupo de estudio y del 30% al 35% en el grupo control. Todas las muestras con cultivos

positivos para S. aureus también fueron positivas mediante PCR Real-Time.

30

20 ——

15 oPCR

O Cultivo

N¢ pacientes

10

.
Grupo Control Grupo Estudio

Figura 5.10 Deteccion de S.aureus segun método diagndstico.

5.4 Estudio comparativo entre grupos clinicos

5.4.1 Variables demograficas

Para poder obtener mayor consistencia en los resultados de los calculos comparativos, se agruparon
el grupo 1 (PN aislada), con el grupo 2 (PN con asma). De esta forma se obtuvieron grupos comparativos
mas homogéneos, el agrupado estuvo compuesto por 27 pacientes y el grupo 3 lo formaron 28 pacientes

con Sindrome de ASA triada 28 (tabla 5.5).

En la variable epidemiologica edad no se encontraron diferencias significativas entre los grupos

ambos grupos.

En cuanto, a la variable sexo en nuestro grupo de estudio se encontraron diferencias significativas en

el conjunto, es decir, los grupos clinicos no tienen distribucion similar en cuanto al sexo.
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Sexo
Grupo clinico | Hombre | Mujer
1 14 2
2 9 2
3 11 17
Total 34 21

Tabla 5.5 Comparativa sexo con grupos clinicos.

La agrupacion de los grupos clinicos permite detectar mas claramente esta diferencia significativa
con un p < 0,05. El grupo de Sindrome de ASA triada presenta un mayor porcentaje de mujeres que de
hombres (1,5:1) frente al resto de poliposis nasales que mayoritariamente la forman hombres con un

77,7%.

5.4.2 Variables analizadas.

1) Grado de eosinofilia en tejido polipoide

El grado de infiltracion eosinofilica difiere significativamente segun el grupo clinico. Las poliposis
nasales asociadas al Sindrome ASA triada presentan un mayor grado de infiltracion eosinofilica, el
57,14% de los pacientes que forman este grupo presentan el mayor grado de infiltracion. Llegando a
alcanzar el 82,1% de este grupo cuando se suman los pacientes con recuentos de mas del 40% de
eosinofilos con respecto al de células inflamatorias en el tejido polipoide (figura 5.11). La poliposis
nasal aislada y la asociada a asma no presentan diferencias importantes entre ellas con respecto al grado

de eosinofilia, teniendo los dos grupos una media de eosino6filos menor del 40%.

En seis pacientes del grupo de estudio el porcentaje de eosinofilos con respecto al total de células

inflamatorias no supera el 10%.
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Grupo
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Figura 5.11. Grafico comparativo entre el grado infiltracion eosinofilica y

el grupo clinico.

En la figura 5.11 se puede apreciar el marcado incremento del grado de infiltracién eosinofilica en el
tejijo polipoide en los pacientes con poliposis nasal y Sindrome de ASA triada. Al realizar el estudio
estadistico destaca la elevada asociacion entre ambas variables con un Odds rattio de 11,8 (I1C95%, 3,21-

43,52) p<0,001.

2) Cirugia endoscopica previa

Cuando se estudia el numero de cirugias endoscdpicas previas (polipectomias) a la inclusion de los
pacientes con el grupo clinico al que pertenecen (figura 5.12). Se puede apreciar una clara tendencia de la
realizacion de esta intervencion quirdrgica sobre el grupo 3 (PN y sindrome ASA triada). Los pacientes
con PN aislada que no han sido intervenidos representan el 50% del grupo, en el grupo 2 (PN y asma) son
el 63,6%, mientras que el grupo 3 (sindrome ASA triada) son tnicamente el 28,5%. Al realizar el estudio
comparativo se observan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos clinicos en las
cirugias endoscopias previas con un p=0,029. Al estudiar los pacientes que han tenido mas de una
polipectomia, se observa que 11 (39,2%) pacientes del pertenecen al grupo PN y ASA triada mientras
que solo un paciente (3,7%) pertenece al resto de los grupos. El estudio estadistico de tener mas de una
intervencion y el grupo de Sindrome ASA triada presenta un Odds rattio de 16,8 (IC95%, 1,9-142.,4)
p=0,001, con respecto los grupos de PN no ASA triada.
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Figura 5.12 Grafico comparativo entre grupos clinicos y antecedentes de

polipectomias.

3) Duracion de la poliposis nasal

Se realizo el estudio comparativo de la variable dependiente, afios de evolucion de la poliposis nasal,
con el grupo clinico. El grupo del Sindrome ASA triada fue el que mas afios de evolucion de la poliposis
nasal con una media de 7,10 afos, seguido del grupo de poliposis nasal aislada con una media de 5,32

anos. Por ltimo, en el grupo de PN y asma la media fue de 1,8 afios (figura 5.13).

El estudio estadistico mostré diferencias estadisticamente significativas cuando se agruparon los
grupos clinicos 1 y 2, que mostrd una media de 4 afios, con respecto al grupo 3 de PN y Sindrome ASA
triada. De esta forma, la relacion de los grupos clinicos y los afios de evolucion de la poliposis nasal,
mostro un resultado con un p =0,016, infiriendo que el grupo de sindrome ASA triada se correlaciona con

mas afnos de evolucion de la PN.
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Figura 5.13. Grafico comparativo entre los afios de evolucion

de la poliposis nasal y el grupo clinico.

4) Deteccion de Staphylococcus aureus

La distribucion de la deteccion de Staphylococcus aureus segin los grupos clinicos se detalla en la
figura 5.14. Se observd que en el 67,8% de los pacientes del grupo de sindrome ASA triada, en el 18,7%
de los pacientes con PN aislada (grupo 1), en el 36,6% de los pacientes con PN y asma, se detectd
S.aureus por al menos uno de los dos métodos utilizados. Existen diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos clinicos y la deteccion de S.aureus. Siendo el grupo de ASA triada el que

presenta mayor presencia de S.aureus, p=0,004.

El valor de Odds ratio de la variable grupo frente a la deteccion de Staphylococcus aureus fue de
9,50 (IC95%, 1,69-53,39). La deteccion Staphylococcus aureus, en el tejido polipoide de pacientes con
Sindrome de ASA triada mediante los métodos utilizados en el estudio, es algo mas de nueve veces mas

probable que en los pacientes con poliposis nasal que no tiene asociado dicho Sindrome.

La deteccion por el método PCR Real-Time en la plataforma automatizada BDMAX™, present6 una
mayor significacion estadistica que el cultivo bacteriologico mediante placa en medios habituales y

enriquecimiento en BHI.
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Figura 5.14. Grafico comparativo de la deteccion de S. aureus segin
grupos clinicos.

A pesar de no ser significativa la asociacion entre las variables grado de eosinofilia y la deteccion de
S.aureus, cuando se analiza todos los datos, se puede apreciar (figura 5.15), como existe una clara

tendencia de asociacion entre los pacientes con PN y sindrome ASA triada y la presencia de S.aureus.

100

80

Frecuencia

Grado 0 Grado 1l Grado2 Grado 3

5.15 Grafico comparativo entre el grado de eosinofilia y la deteccion de
S.aureus.

No obstante, al agrupar los estadios del grado de eosinofilia en mayores y menores del 40% de
eosinofilos por células inflamatorias observadas y se analiza la asociacion con la variable deteccion de

S.aureus, se observan diferencias significativas con un Odds rattio de 3,5 (IC95%, 1,066-11,495).
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Cuando se analiza la deteccion de S.aureus y los afios de evolucion de la poliposis nasal no se
encuentra diferencias estadisticamente significativas con una p = 0.065. De la misma forma, cuando se
estudia si la deteccion de S.aureus se asocia con mas tiempo de la poliposis nasal en el grupo de sindrome

ASA triada tampoco se encuentra signifcacion estadistica (p = 0.095).

5.5 Estudio comparativo multivariante de la deteccion de Staphylococcus aureus con las variables

estudiadas.

Se realizé un andlisis de regresion logistica (modelo Logit) para predecir el resultado de la variable
deteccion de Staphylococcus aureus (variable dependiente) en funcidon de las variables independientes
sexo, edad, grupo clinico, grado de eosinofilia y grado de poliposis en el momento de la inclusion de los

pacientes al estudio.

En nuestro estudio la deteccion de Staphylococcus aureus en la poliposis nasal no tiene asociacion
con la edad ni sexo de los pacientes, ni con el grado de poliposis y eosinofilia que presenta el pélipo nasal
(Tabla 5.6). No obstante, si es significativa la asociacion entre la deteccion de Staphylococccus aureus y
el grupo clinico al que pertenece el paciente, en especial con el grupo 3, pacientes con Sindrome de ASA
triada, donde existe una probabilidad de 2,66 veces mayor de ser detectado el S.aureus que en el resto de

PN estudiadas.

Variables en la ecuacion

B ET Wald gl Sig Exp(B)
Paso EDAD -,030 ,025 1,503 1 ,220 ,970
1 SEXO -,807 734 1,207 1 272 446
GRUPO ,978 ,338 8,360 1 <002 2,660
GRADO -,205 ,384 ,285 1 ,594 ,815
Constante -,548 1,738 ,099 1 752 578

a. Variable(s) introducida(s) en el paso 1: EDAD, SEXO, GRUPO, GRADO.

Tabla 5.6 Tabla de resultado de regresion logistica (modelo Logit).
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5.6 Deteccion de produccion de biofilms en los Staphylococcus aureus y estudio de los genes

asociados a biofilms.

En la tabla se detallan los resultados de los ensayos de adherencia realizados a cada aislamiento de S.
aureus de las muestras de los pacientes estudiados. El 85,35% de las cepas presentaron color negro, con
distintos grados de intensidades del color negro (52,94% negro intenso, 32,40% negro suave) en el ensayo
de Agar Rojo Congo y el 17,64 presentaron colonias de color rojo (figura 5.16). La cepa control
Staphylococcus aureus ATCC 25923 crecidé como colonias de color negro y la cepa control de

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (cepa no productora de biofilms) como colonias de color rojo.

En el ensayo de adherencia en placas microtiter todas las cepas presentaron resultados positivos de
adherencia (ODs7 >0.1), pero unicamente 4 aislados pudieron interpretarse como cepas de fuerte
adherencia (ODs7 >1). La cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923 obtuvo valores superiores a ODs7
>1, mientras que la cepa Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (cepa no productora de biofilms)
presento valores inferiores ODs79 >0.1 (ANEXO).

Figura 5.16. Cultivo Agar Rojo Congo. A. Colonia color negro intenso. B. Colonia negro suave. Grafica de los
valores del ensayo de adherencia en placa microtiter.

Al comparar ambos ensayos se observd que los valores extremos obtenidos en el ensayo de
adherencia en placa microtiter tuvieron buena correlacion con el color de las colonias obtenido en el
ensayo Rojo Congo. Las cepas que presentaron color rojo en medio Agar Rojo Congo presentaron valores

dentro del rango 0,1< ODs70>0,300, y todas las cepas con ODs79>1 tuvieron un color negro intenso. No
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obstante, se observdé mayor diversidad en la correlacion de las cepas con los valores de ODsy

comprendidos entre 0,300 y 1.

Todas las cepas estudiadas (100%) presentaron amplificacion de los genes ica A e ica D.

5.7 Estudio genotipico de las proteinas involucradas en la adhesion bacteriana.

Se realizd el estudio genotipico de 12 proteinas de adhesion bacteriana de la familia MRSRAMM
sobre los 17 aislados de S.aureus del grupo de pacientes con poliposis nasales. Las figuras 5.17 a 5.19,
representan la lectura en gel de agarosa al 1,5% de los fragmentos de DNA amplificados correpondientes

a los genes de adhesion estudiados.

Figura 5.17. Gel de agarosa donde se observa el producto amplificado de dos fragmentos correspondientes al gen
cna (423pb) y el gen eno (302pb). Todos los aislados amplifican para el gen eno. Los aislados de las carreras 3, 7,
9,10, 14 y 15 amplifican para el gen cna y gen eno. La carrera 2 corresponde al control negativo.
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Figura 5.18. Gel de agarosa donde se observa el producto amplificado de dos fragmentos correspondientes al gen
bbp (525pb) y el gen fib (405pb). Los aislados de las carreras 1, 3, 5, 7, 10, 12, 14 y 15 amplifican para el gen fib.
Los aislados de las carreras 4, 6, 13, 17, 18 amplifican para el gen bbp. La carrera 2 corresponde al control
negativo.

Figura 5.19 Gel de agarosa donde se observa el producto amplificado de fragmentos correspondientes al gen fnbB
(524pb). Se observa producto en los aislados de las carreras 5, 9 y 10.

En la Tabla 5.7 se resume el resultado de deteccion de los 12 genes de las proteinas de adhesion en
los S.aureus estudiados. Todos los aislados presentaron més de 4 adhesinas. En el 47,05% (8) de los
S.aureus se detectaron 8 adhesinas, en el 29,4% (5) se detectaron 5 adhesinas y con el mismo porcentaje

11,76% (2) se detectaron dos grupos de 5 y 4 proteinas, respectivamente.
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Neaislado | ica A | ica D | eno | ebpS | clfA | clfB | cna | bbp | bap | fib | fnbA | fnbB al:lll‘;::i?;s
1 + A A + + - - - 3 + ) ) 6
2 + A A - + - - - ) 3 ) ) 4
3 + + + - + - + - - + - - 6
4 i + + + + - - + - - 3 - 6
5 + + | + - + | + - - -+ - - 7
6 + + + a5 + - - N - i N ' 7
7 + + |+ | - S I N I N RO - !
8 + A A - + - - - 3 3 ) ) 4
9 + + + - + - + - - ) ) * 6

10 S R T A I R T I A A I ’
11 + S N ) A A A - - >
12 S [ e e I s I I !
13 SR [ s e I I e O °
14 S s s I s R s A A (s s I ’
15 - A R D - - !
16 + S N ) A A A - - >
17 + + |+ -+ -] -]t - - !

Total (%) 100 100 100 529 100 11,7 41,1 176 O 529 17,6 17,6

Tabla 5.7. Distribucion de los genes de las proteinas de adhesion MRSRAMM entre los aislados de S.aureus de los
pacientes con poliposis nasal.

Al estudiar la presencia de cada gen de proteinas de adhesion en los S.aureus, se observa que existen
varios grupos bien diferenciados. Los genes que se encuentran presentes en el 100% de las cepas,
corresponden a los genes icad, icaD, eno y clfA. Un segundo grupo de adhesinas, se encuentran en
aproximadamente la mitad de los aislados, los genes ebpsS, fib (52,9%) y el gen cna (41,1%). Un tercer
grupo formado por los genes bbp, fnbA, fnbB'y clfB, que apenas se detectan en el 17,6% de los aislados.

Y por ultimo, el gen bap que no se encuentra en ninguno de los S.aureus estudiados.
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Figura 5.20 Grafica de la distribucion de los genes de proteinas de
adhesion MRSRAMM entre los aislados de S.aureus de los pacientes con
poliposis nasal.

5.8 Estudio genotipico de enterotoxinas de S.aureus.

En la tabla 5.8 se detalla el estudio genotipico de las enterotoxinas sea, seb, sec, sed, sem, seo y tsst-1
de S.aureus en las cepas aisladas del grupo de pacientes con poliposis nasal. En la mayoria de los aislados
(58,8%) no se detectd ninguna de las enterotoxinas estudiadas. En 2 (11,7%) aislados se detectd una

unica enterotoxina y en 5 (29,4%) aislados se observo la presencia de dos enterotoxinas.

. Total
NCaislado | sea | seb | sec | sed | sem | seo | tsst-1 .
enterotoxinas

1

1
+
+

1
[\S)

O | RN AW N -
1
1
1
1
1
1
1
(=3 el e N K= =l ek Bl B} \S)
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10 e T e I - 0
11 + - - - - - 2
12 - - - | - PR - 2
13 + - - - - - 2
14 e T e B - 0
15 e T e I - 0
16 o e e - 1
17 o e e - 1

Total (%) 11,7 0 0 0 41,1 17,6 0

Tabla 5.8 Distribucion de la deteccidon de enterotoxinas en los S.aureus de
pacientes con poliposis nasal.

Las enterotoxinas que mas se detectaron fueron sem y seo ambas pertencecientes al grupo egc, en un
17,6% y 41,1% de las cepas, respectivamente (figura 5.21). Las enterotoxinas denominadas clésicas

tuvieron una escasa prevalencia, inicamente se detecto la enterotoxina A (sea) en dos aislados.
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Figura 5.21. Enterotoxinas detectadas en los S.aureus de
pacientes con poliposis nasal.
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5.9 Estudio comparativo de las adhesinas y enterotoxinas de S.aureus asociados a polipois nasal y

S.aureus asociados a colonizacion nasal.

Los 19 S.aureus pertenecientes al grupo de colonizacidon nasal sin poliposis nasal fueron obtenidos de
pacientes que acudieron a consultas externas de diferentes servicios del CHGUV. Se estudidla presencia

de proteinas de adhesion y de enterotoxinas mediante andsilis molecular.

En las figura 5.22 se muestra el estudio de enterotoxina sem y seo de las cepas de S.aureus del grupo

de portadores sanos y las cepas de S.aureus del grupo de poliposis nasal.

Figura 5.22 Comparacion de la deteccion de la enterotoxinas sem (180pb) y seo (300pb) mediante la observacion
del producto amplificado en un gel de agarosa al 1,5%. La fotografia superior correspondientes a los S.aureus del
grupo con poliposis nasal se puede observar como en las carreras 1, 2 y 12 se observan amplicados sorrepondientes
a sem y seo (sem+/seot). En las carreras 4, 11, 13 y 16 unicamente se observan fragmentos de 180pb (semt/seo-).
En las carreras 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 14 y 15 no presencia de sem ni seo (sem-/seo-). En la fotografia inferior se
muestran los S.aureus correspondiente al grupo de colonizacién nasal sin poliposis nasal, se aprecia una mayor
presencia de productos amplificados carerras 1, 2,4, 8, 9, 10 sem+/seo-, carreras 3, 5, 6,7, 11, 12, 16 y 19
enterotoxinas sem-+/seo+. En las carreras 13, 14, 17, 18 no hay presencia de enterotoxinas sem-/seo-.
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En la figura 5.23 se muestra el estudio de la enterotoxina sed y sec de las cepas de S.aureus del grupo de

portadores sanos sin poliposis nasal y las cepas de S.aureus del grupo de poliposis nasal.

Figura 5.23 Comparacion de la deteccion de la enterotoxinas sed (319pb) y sec (271pb) mediante la observacion
del producto amplificado en un gel de agarosa al 1,5%. La fotografia superior correponde a los S.aureus del grupo
de poliposis nasales, se puede observar que no se detecta ningin producto amplificado, carreras 1-17 (sed-/sec-). La
carrera 18 corresponde al control negativo, y la carrera 19 corresponde al control de amplificacion S.aureus con
gen sed (319pb). La fotografia inferior corresponde a los S.aureus del grupo de colonizacion nasal sin poliposis
nasal, se aprecia una mayor presencia de productos amplificados, en las carreras 5 12, 13, 16, 18, sed+/sec-, en las
carreras 6,7 y 9 enterotoxinas sed-/sect. En las carreras 1, 2, 3, 4, 8, 10, 11, 14, 15, 17 y 19 no hay presencia de
enterotoxinas sem-/seo-.

* Analisis comparativo de los genes de las proteinas de adhesion, MRSRAMM.

Al realizar el estudio comparativo de las proteinas de adhesion MRSRAMM entre los S.aureus
pertenecientes a los pacientes con poliposis nasal y los S.aureus asociados a colonizacion nasal, se
observo que la mayoria de las proteinas (icad, icaB, bap, clfA, clfB, fib, fnbA, fnbB'y eno) no presentaban

diferencias significativas en cuanto a su prevalencia en cada grupo.

En cambio, las proteinas bbp y ebpS tuvieron mas prevalencia en el grupo de los S.aureus asociados
a la colonizacion nasal con un Odds ratio de 0,15 (0,33-0,73) p=0,013 y 0,3 (0,07-1,28) p= 0,013,

respectivamente.
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Unicamente, la proteina de adhesion cna, cuyo ligando es el coldgeno, se encontr6 en mayor

prevalencia en el grupo asociado a poliposis nasal que en el grupo de colonizacion nasal sin poliposis

nasal 12,6 (1,3-117,5), p= 0,016 (tabla 5.9).

N° (%) aislados

Polipos Colonizacion Odds ratio
Gen nasal nasal (95%)
(n=17) (n=19) P valor
icaA 17 (100) 18 (94,7) NS
icaB 17 (100) 18 (94,7) NS
bbp 3(17,6) 11 (57,8) 0,15 (0,33-0,73), 0,013
bap 0 0 NS
cna 7 (41,1) 1(5,2) 12,6 (1,3-117,5), 0,016
clfA 17 (100) 19 (100) NS
clfB 2(11,7) 1(5,2) NS
fib 9(52,9) 9 (47,3) NS
fnbA 3(17,6) 1(5,2) NS
fnbB 3(17,6) 3 (15,7) NS
ebpS 9(52,9) 15 (79,9) 0,3 (0,07-1,28), 0,013
eno 17 (100) 19 (100) NS

Tabla 5.9 Comparacion de la presencia de genes asociados a las
proteinas de adhesion (MRSRAMM) en los diferentes aislados de
S.aureus de los grupos de poliposis nasal y de colonizacién nasal sin
poliposis nasal.

* Analisis comparativo de las enterotoxinas

Cuando se realiz6 el analisis de la presencia de las enterotoxinas sea, seb, sec, sed, sem, seo y tsst-1

en los S.aureus del grupo de poliposis nasal y en los S.aureus de colonozacion nasal sin poliposis nasal,

se observo que existe mayor presencia de entetoxinas en los S.aureus el grupo de colonizacion nasal que

los S.aureus del grupo de poliposis nasal. Se detectd al menos una enterotoxina en el 89,5% del grupo de

colonizacion frente al 42,2% del S.aureus de grupo de poliposis nasal. En ambos grupos la enterotoxinas

que mas se detectaron fueron la sem y seo.
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No se encontraron diferencias significativas entre la presencia de estas enterotoxinas y cada grupo
estudiado, excepto en el analisis de la enterotoxina seo donde se observaron diferencias estadisticamente
significativas estando mas presente en los S.aureus del grupo de colonizacion nasal que en los S.aureus
del grupo de poliposis nasal con un Odds ratio de 0,05 (0,01-0,3), p <0,01 (tabla 5.10). A pesar de que
observa que la enterotoxina sed tiene mayor presencia en el grupo de colonizacion que en el grupo de
polipos nasal, es necesario aumentar el tamafio muestral para poder estudiar la significacion estadistica de

esta diferencia.

N° (%) aislados
Polipos Colonizacion Odds ratio
Gen nasal nasal (95%)

(n=17) (n=19) P valor
sea 3(17,6) 3 (15,7) NS
seb 0 0 NS
sec 0 3(15,7) NS
sed 0 5(26,3) -
sem 7(41,1) 8(42,1) NS
seo 3(17,6) 15 (100) 0,05 (0,01-0,3), <0,01
tsst-1 0 0 NS

Tabla 5.10 Comparacion de la presencia de genes asociados a
enterotoxinas en los diferentes aislados de S.aureus de los grupos de
poliposis nasal y de colonizacion nasal.
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6. DISCUSION
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6.1 Con respecto al disefio experimental.

Los pacientes del grupo de la patologia a estudio se incluyeron de forma aleatoria y su deteccion se
realizd0 mediante el seguimiento del calendario de intervenciones quirtrgicas programadas de
polipectomias. Este método de seleccion empleado es el mas utilizado en los estudios consultados, de esta
forma los grupos de estudio presentan grados de poliposis avanzados (79, 128). En nuestra serie el 76,3%
de nuestros pacientes presentaron grado 2 y 3. Aunque se habia fijado como criterio de exclusion los

pacientes pediatricos con poliposis nasal, ninguno acudio a la intervencioén quirurgica mediante CENS.

Para el estudio se han seleccionado los datos clinicos que presentaban menor grado de subjetividad,
para evitar las variaciones relativas a la percepcion sintomatoldgica de los pacientes. Asi los datos
demograficos y los datos clinicos pudieron ser comparados con los datos experimentales obtenidos. El
conjunto de las variables estudiadas generd informacién suficiente para poder ser analizada con detalle y
sobre todo nos permitio reducir el campo de investigacion, dentro del amplio tema de la poliposis nasal,

para responder a los objetivos planteados.

El tamafo de la muestra sin ser excesivamente amplio, es algo superior al tamafio muestral de otros
estudios similares, concretamente en aquellos que intentan asociar los biofilms bacterianos con las
poliposis nasal, que pueden ir desde los 12 pacientes analizados en el estudio de Zernotti y col. hasta los
50 pacientes que estudié Toth y col. (128-130). A la dificultad de inclusion de los pacientes en el estudio,
que por motivos €ticos no se modifico el calendario de intervenciones quirurgicas programadas en el
servicio de Otrorrinolaringologia, hay que sumarle el tiempo que requiere el analisis de cada muestra y en
especial de las caracteristicas de los S.aureus aislados, objeto principal de nuestro estudio. No obstante,
consideramos como una de las caracteristicas mas importantes y relevantes de nuestro estudio, el elevado
numero de pacientes con Sindrome de ASA triada, mas de la mitad de los casos de las poliposis nasales

estudiadas.

A pesar de la existencia de otras muchas variables que pueden ser estudiadas en las poliposis nasales,
como se ha indicado en la introduccion, consideramos que la implicacion de S.aureus y especialmente las
caracteristicas de los S.aureus aislados, como su capacidad de producir biofilms o el patron de proteinas

de adhesion celular, en los pacientes con poliposis nasal han sido poco estudiados.
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6.2 Con respecto a la deteccion de Staphylococcus aureus en las poliposis nasales

a) Cultivo e identificacion bacteriolégica

Existen varios procedimientos para el cultivo bacterioldgico de muestras de tejido. Por lo general,
las muestras de mayor tamafio suelen ser homogeneizadas previamente antes de ser depositadas sobre el
medio de cultivo. En nuestro caso, al ser fragmentos pequefios y para evitar la pérdida de muestra en el
proceso previo de homogenizacion, realizamos el cultivo por impronta, de forma semejante a la técnica
Maki utilizadas en los catéteres. Como se indica en numerosos estudios, también decidimos optimizar la

rentabilidad del cultivo bacterioldgico, afiadiendo un medio liquido de enriquecimiento.

La identificacion de la especie S.aureus por los dos métodos elegidos en el estudio, el
semiautoanalizador Microscan Walkaway (Siemens®) y el espectometro de masas MALDI-TOF
mostraron una elevada concordancia entre los datos proporcionados. Unicamente pudimos encontrar una
discrepancia en un aislamiento, el cual fue identificado por Microscan como Staphylococcus schleiferi y
el MALDI-TOF lo identific6 como S.aureus. En este caso, y para obtener una identificacion correcta, se
decidio realizar la secuenciacion de un pequeno fragmento del rDNA 168, cuyo resultado coincidi6 con el

informado por MALDI-TOF, Staphylococcus aureus.

Estas pequefias discrepancias también han sido encontradas por otros autores al realizar estudios
comparativos entre varios métodos de identificacion bacteriana y la espectometria de masas. Todos los
estudios proporcionaron mejores resultados en la identificacion a nivel de especie, especialmente en el
género Staphylococcus, mediante la espectometria de masas que con los métodos microbioldgicos

convencionales todos ellos basados en pruebas bioquimicas.

La incorporacion de esta nueva herramienta de identificacion basada en la espectometria de masas
ha permitido, a parte de mejorar en la identificacion bacteriana, como sucedié en nuestro estudio, agilizar
los tiempos de respuesta ya que en menos de 10 min. proporciona una identificacion bacteriana fiable.
Este tiempo es mucho menor que 17-24 horas que tardan los métodos de identificacion convencionales, lo

que ayuda a mejorar el diagnostico.

120



Discusion

b) Resistencia antibidtica de S.aureus

En cuanto a la resistencia antibiotica encontrada cabe destacar la homogeneidad de los aislados. No se
detect6d ningin MRSA ni tampoco ningln S.aureus resistente a macrélidos, siendo esta familia antibiotica
habitualmente utilizada en la pauta antimicrobiana de este tipo de pacientes. Exactamente en nuestra
serie, a 37 pacientes (67,27%) se les pautdé al menos una vez, alguna clase de macrolido antes de su

inclusion.

Actualmente, en Espafia aproximadamente el 30% de los S.aureus aislados son MRSA. Las causas de
este porcentaje tan elevado, son multiples, pero fundamentalmente se deben a la elevada presion
antibiodtica, lo que beneficia la adaptacion bioldgica de MRSA frente a las cepas MSSA, especialmente en
ambitos asociados a centros sanitarios (131). En nuestro estudio no se aislé ningin MRSA a pesar de la

prevalencia y presion antibiotica existente.

En los ultimos afos cada vez se conoce mas sobre la eficiencia o fitness bioldgico que ocasiona la
acumulacion de factores de resistencia antibidtica en las bacterias (132). Uno de los trabajos mas
destacables a este respecto, fue el publicado por Laurent y col., donde analizaron el fitness bioldgico de
cepas MSSA con respecto a cepas MRSA y concluyeron que las cepas sensibles, son un 20% mas
eficientes en su crecimiento (tiempo de generacion) que las cepas MRSA. Ademas, también demostraron,
mediante el desplazamiento de diferentes clones de MRSA, que existia una acumulacion de mutaciones
en cepas resistentes para corregir este déficit de eficiencia (133). Desde este prisma de fitness biologico,
se podria explicar la no deteccion de cepas MRSA en nuestro estudio. La capacidad de formar biofilms,
proporciona a S.aureus una mayor tolerancia antibiotica, y la poca relacion existente entre los pacientes
estudiados y el ambito sanitario, donde exite una mayor presion antibiotica, son factores que podrian estar

favoreciendo la presencia del tipo de S.aureus MSSA que encontramos en nuestro estudio.

¢) Prevalencia

La bacteria mayoritariamente aislada en nuestro estudio fue Staphylococcus epidermidis en un 49,1%
de las muestras. Es la bacteria mas frecuentemente aislada en los laboratorios de microbiologia y debido a
su amplia distribucién, superficies inaninamadas o la piel, y a sus pocos factores de patogeneicidad es

comunmente considerada como probable contaminante cutaneo (134).
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Aunque en los ultimos afos, S.epidermidis estd apareciendo con mayor presencia como agente
etiologico en estudios de procesos infecciosos lentos, persistentes e insidiosos, generalmente asociados a
cuerpos extrafios como en endocarditis de valvula protésica, infecciones asociadas a catéteres o a
implantes. Asi lo detallan los estudios de ENVIN-UCI publicados en Espafia, donde cerca del 40% de las
bacteriemias asociadas a catéteres en personas ingresadas en servicios intensivos estd causada por

S.epidermidis (135).

A pesar de estos datos, la localizacion del aislamiento en este estudio de S.epidermidis y la no
existencia de ningin factor exdgeno que pudiera actuar como un cuerpo extrafio, nos ha permitido

considerar a este aislamiento como contaminante de origen cutaneo.

Staphylococcus aureus fue la segunda bacteria mas frecuentemente aislada con un 30,9%. Como ya
hemos indicado en la introduccidn, S.aureus es una bacteria con un gran potencial patogénico y se
encuentra relacionada con multiples procesos infecciosos. S.aureus es un colonizador habitual de las
fosas nasales anteriores, siendo este su principal nicho ecoldgico en humanos. Estd ampliamente
demostrado que el estado de portador de S.aureus es un factor de riesgo importante de padecer

infecciones en otras localizaciones como bacteriemias e infecciones postquirtrgicas (136, 137).

En nuestra serie de estudio la prevalencia de Staphylococcus aureus muestra unos valores muy
elevados con respecto a la poblacion general. Se estima que cerca del 10-15% de la poblacion mundial se
encuentra en estado portador con respecto a la presencia asintomatica de Staphylococcus aureus en las
fosas nasales. Esta prevalencia es mayor en aquellos grupos de personas intimamente relacionados con
los sistemas sanitarios, personas ingresadas en hospitales, en residencias de la tercera edad o personas
que acuden asiduamente a centros sanitarios como centros de hemodialisis u hospitales de dia. En estos

casos, la prevalencia puede llegar a ser superior al 30% (138).

La prevalencia Staphylococcus aureus de los pacientes con poliposis nasal es del 47,2% frente al
30% del grupo control. Prevalencia algo mas elevada de lo esperable de un grupo de pacientes
intimimamente relacionados con centros hospitalarios. No obstante, a pesar de ser pacientes que acuden
con cierta periodicidad, no menor de 6 meses, al servicio de Consultas Externas no creemos que puedan
ser considerados como pacientes con elevada relacion con centros sanitarios como en los casos
anteriormente descritos. Tampoco ninguno de los pacientes estudiados posee alguna patologia de base
diagnosticada que explique una mayor relacion hospitalaria. Por lo tanto, se podria concluir que

Staphylococcus aureus tiene una elevada incidencia en los pacientes con poliposis nasal.
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Estos datos de prevalencia corroboran los publicados por otros autores que oscilan entre un 34% y

un 86%, siendo destacable la variacion de prevalencia existente entre los diferentes estudios (139)

Uno de los aspectos mas importantes a los que se puede atribuir dicha variacion, es a las distintas
metodologias utilizadas para la deteccion de Staphylococcus aureus en cada estudio. De tal manera que
los valores de menor prevalencia de Staphylococcus aureus se observan en aquellos estudios donde
unicamente se ha utilizado el cultivo bacterioldgico en sus dos variantes, el cultivo en medio en placa y el
cultivo en medio liquido enriquecido (79, 128). Mientras que los valores de prevalencia mas elevados, los
encontramos en estudios que han empleado métodos moleculares para la deteccion Staphylococcus
aureus bien mediante amplificacion de su material genético por PCR Real-Time o bien mediante la

deteccion del material genético con sondas fluorescentes (FISH) (140)

Todo ello, parece indicar que la eleccion del método empleado en la deteccion de Staphylococcus
aureus es clave para obtener resultados de mayor o menor frecuencia. Las causas que originan estas

diferencias con respecto a método convencional del cultivo bacterioldgico pueden ser varias:

En primer lugar, puede deberse a una menor sensibilidad del cultivo con respecto a las técnicas
moleculares. No obstante y aunque esto es cierto, no explica la amplia diferencia de incidencia existente.
Estudios comparativos de sensibilidad entre ambos métodos, PCR y cultivo bacteriologico (cultivo en
placa y utilizacion de subcultivos tras incubacion en medio de enriquecimiento) muestran un aumento de
sensibilidad, pero este no es superior al 1% (141). Por lo que parece indicar que existen otras causas que
justifiquen estas diferencias. Otra de las explicaciones que cobra mayor relevancia, y al igual que sucede
en otras infecciones bacterianas asociadas a cultivos bacterioldgicos negativos, es la que se atribuye a la
especial disposicién en que se encuentran las bacterias en el tejido estudiado, como es la formacion de
biofilms donde se encuentran embebidas las bacterias. Gracias a esta estructura, las bacterias se
encuentran inmovilizadas al estar adheridas al tejido y en un estado de “latencia” con una reducida
actividad metabdlica. Esto dificulta notablemente la dispersion de las bacterias e impacta directamente
sobre la capacidad de crecimiento en los medios de cultivo, comprometiendo de esta forma la sensibilidad

del cultivo bacterioldgico.

Otra de las teorias sugeridas que explicarian la menor capacidad de deteccién del cultivo es la
supervivencia de S.aureus en el interior de las células epiteliales de la mucosa nasal. Este estado
intracelular le permitiria a la bacteria ser refractaria a los tratamientos antibidticos ademas de no poder ser

detectada su presencia mediante el cultivo bacteriologico. En un estudio reciente, realizado a 51 pacientes
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con RSC, mediante sondas FISH especificas de S.aureus y microscopia confocal, se detectd S.aureus

intracelular en el 39% de los pacientes, y ademads todos ellos estaban asociados también con la formacion
de biofilms (142).

d) Asociacion con los factores clinicos.
* Edady sexo

La media de edad del grupo fue de 55,3 anos, aunque el rango de edad donde mayor nimero de
pacientes se concentraron fue entre 60-65 afios. Existe significacion estadistica con respecto al sexo ya
que se observd mayor proporcion de hombres que de la de mujeres (1,5:1) con respecto a la presencia de
poliposis nasal. Estos datos de prevalencia de poliposis nasal, con predominancia en hombres, son los
observados en las series de estudios similares (16). No obstante, cuando se analizo6 el grupo de Sindrome
ASA triada se observo como el nimero de mujeres fue bastante mas elevado que el de los hombres. Estas
proporciones de mujeres con respecto a hombres en cuanto a la incidencia del Sindrome de Widal
mostraron diferencias estadisticamente significativas con respecto a la proporciones de género del resto
de poliposis nasales. Otros estudios del Sindrome de ASA triada como el realizado por Tudorache y col.
que analizaron la prevalencia de dicho sindrome entre 473 pacientes asmaticos, detectaron que el 4,8%

eran ASA triada con una proporcion de mujeres 3:1 con respecto a los hombres (143).

Cuando realizamos una busqueda del comportamiento de los factores demograficos (edad y sexo) en
los estudios de prevalencia de colonizacidon por S.aureus observamos que el factor ser hombre y el de
tener una edad inferior a 65 afios, tienen un mayor riesgo de ser colonizados, que con respecto a ser mujer
o tener mas de 65 afios (144). No obstante, cuando se analizd nuestra serie, no encontramos asociacion
significativa entre la deteccion de S.aureus y los hombres, de hecho, no se detectd6 ninguna diferencia
entre la deteccion de S.aureus y el género de los pacientes (15 hombres y 11 mujeres), aunque si se puede

apreciar una mayor frecuencia de deteccion en los hombres.

* Grupos clinicos

Los grupos clinicos de nuestro estudio se describieron utilizando los factores asociados a la poliposis

nasal mas caracteristicos. Esta distribucion la encontramos habitualmente en los estudios asociados a las
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poliposis nasal. En nuestra serie destaca el elevado niimero de pacientes con ASA triada (50,9%), lo que
ha obligado a agrupar en muchas ocasiones el resto de grupos clinicos (PN aislada, PN asociada a asma y
PN asociada a alergia) para homogeneizar el nimero de pacientes por grupo y facilitar los calculos
estadisticos, de esta forma se realizaron las comparaciones entre PN con ASA triada (n=28) y PN sin

ASA triada (n=27).

Los pacientes con poliposis nasal sin ASA triada tienen una prevalencia de deteccion de S.aureus del
25,9% mientras que los pacientes con Sindrome de ASA triada alcanzan el 62,8%. Es decir, el padecer el
Sindrome de ASA triada aumenta de forma significativa la deteccion de S.aureus mientras que el resto de
pacientes con poliposis nasal podriamos decir que se encuentran en valores esperados de deteccion de
S.aureus dentro de la poblacidon general. Segln los resultados de nuestro estudio, la deteccion de S.aureus
es algo mas de nueve veces mas probable en los pacientes con ASA triada que en los pacientes con

poliposis nasal que no tienen asociado dicho Sindrome.

Existen pocos estudios que corroboran estas observaciones. El estudio mas citado es el que realizod
Van Zele y col. que analizé la colonizacion por S.aureus, mediante cultivo bacteriologico de escobillon
nasal en 55 pacientes con poliposis nasal, destacando el grupo de pacientes asociados a asma (n=18) y el
grupo asociado a ASA triada formado solo por 8 pacientes. Los datos de colonizacion fueron del 66,7% y
87,5% respectivamente. En nuestro estudio, a pesar de utilizar técnicas moleculares como la PCR Real-
Time, observando diferencias significativas con respecto al cultivo, y a pesar de detectar porcentajes
elevados de S. aureus, especialmente significativos en el grupo de ASA triada (62,8%), no alcanzamos

ese nivel.

Consideramos dos aspectos importantes a tener en cuenta en nuestro estudio, que son: el nimero mas
elevado de pacientes con ASA triada, 28 con respecto a los 8 pacientes del estudio de Van Zele y col., y
la calidad de la muestra estudiada, el material utilizado en nuestro estudio fue una porcioén de biopsia del
polipo nasal recogida mediante intervencion quirurgica, mientras que en el estudio de Van Zele se

utilizaron frotis nasales recogidos mediante escobillones (145).

Por otro lado, es ampliamente conocido que S.aureus es una de las principales causas de infecciones
adquiridas en el hospital. Especialmente en infecciones asociadas a unidades de cuidados intensivos, y de

infecciones postquirargica del lugar de la incision (146, 147).
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También, es relevante que el estado de portador en la zona nasal por S.aureus es un importante factor
de riesgo de padecer infecciones por esta bacteria, ya sea por translocacion endégena o por transmision
exdgena a otras personas que comparten lugares cercanos (148). Por ello, actualmente existen numerosos
programas de deteccion del estado portador nasal asintomatico para prevenir estas infecciones. Estos
programas pueden tener un cardcter universal o pueden depender de criterios de busqueda asociados a las
caracteristicas de los pacientes, como haber estado ingresado previamente, haber tomado antibidticos
como quinolonas o ser pacientes hemodializados. En todos estos criterios se ha demostrado su asociacion

directa con una mayor prevalencia del estado de portador nasal por S.aureus.

La eficacia de estos programas también ha sido ampliamente estudiada tanto a nivel de prevencion
de las infecciones asociadas a S.aureus como a nivel de coste-eficacia de su implantacion. Dando todos
ellos, unos excelentes resultados especialmente a nivel de prevenciéon de infecciones nososcomiales (149).
Ademas, en una revision de estos programas de cribado realizada por Collins y col. que analiz6 la coste-
eficacia de estos programas, se demostrdo que los programas que utilizan criterios de inclusion de los

pacientes son programas con mayor coste-eficacia que los programas de caracter universal (150).

En este aspecto, nuestro estudio con los datos de prevalencia obtenidos en los pacientes con poliposis
nasales, especialmente en aquellos con sindrome de ASA triada, contribuye a considerar que padecer esta
enfermedad, podria ser uno de los criterios de inclusion en todos los programas de cribado o busqueda de
S.aureus que estan siendo implantados en los diferentes centros sanitarios para la prevencién de

enfermedades nososcomiales.

* Grado de eosinofilia en el tejido polipoide.

Hay que destacar que no existe unanimidad entre los autores en los criterios a seguir para cuantificar
los eosinofilos, ya que algunos estudios proporcionan datos de cuantificacion en valores absolutos y otros
en valores relativos. Ademds, hay que tener en cuenta que los eosinofilos no se distribuyen
homogéneamente por el tejido polipoide, teniendo mayor presencia en la zona intraepitelial. En nuestro
estudio hemos decidido, con el fin de simplificar los datos, expresar los resultados en valor relativo, de

forma semicuantitativa, como porcentaje de eosinofilos respecto al total de células inflamatorias (151).

La eosinofilia en el tejido polipoide esta presente en la mayoria de los pacientes estudiados (90%).

Hubo 6 pacientes que no mostraron una eosinofilia mayor del 10%, hecho que puede estar en relacion con
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las fluctuaciones en la evolucidon de la enfermedad que también observamos en la clinica. Aun con la
existencia de esta posible desviacion, se pudieron obtener diferencias significativas entre el grado de

infiltracion eosinofilica y las variables estudiadas.

Se pudo observar una estrecha asociacion entre la elevada presencia de infiltracion eosinofilica en el
tejido polipoide y el grupo de PN asociada a ASA triada. En un estudio realizado por Jankowsky y col.
con 263 pacientes operados de polipectomias, analizaron el porcentaje de eosinofilos y encontraron que
mas del 75% de los pacientes con el Sindrome de Widal presentaron valores elevados de eosinofilos y
concluyeron, al igual que en nuestro estudio que existe una clara correlacion entre la PN con Sindrome de

ASA triada y la respuesta eosinofilica del tejido polipoide (152, 153).

Cuando comparamos el grado de infiltrado eosinofilico y la deteccion S.aureus, se observa que
existen diferencias significativas, lo que pone de manifiesto que existe una relacion entre el infiltrado
eosinofilico del tejido polipoide y la presencia de S.aureus. Todavia, no estd claro el papel que
desempefian los eosindfilos en la respuesta inmunitaria que genera la infeccion por S.aureus, y
especialmente en infecciones de vias respiratorias. En los ultimos afios, han sido muchos los estudios que
intentan explicar estd respuesta, algunos como el estudio publicado por Rodriguez-Fernandez y col.
asocian esta respuesta eosinofilica como indicador de buen prondstico en la evolucion de neumonias
asociadas a ventilacion mecénica por S.aureus en pacientes graves. Otros estudios, realizados en
pacientes asmaticos, relacionan de forma significativa el aumento de eosinofilos con infecciones
bacterianas respiratorias producidas por S.aureus, mientras que las infecciones ocasionadas por otros
patogenos como Haemophilus influenzae o Pseudomonas aeruginosa no generan este tipo de respuesta

eosinofilica (154, 155).

A su vez, un interesante estudio realizado por Horokio y col. sobre personas con dermatitis atopicas,
cuyo estado de colonizacion por S.aureus esta estrechamente relacionado con las exacerbaciones de la
enfermedad, pus6 de manifiesto la capacidad que tiene S. aureus de activar directamente a los eosinofilos
mediante la via de los receptores del factor activador plaquetario (PAFR) (156). Recientemente, en
estudios con modelos murinos han demostrado que los receptores CD48 de los eosinéfilos juegan un

importante papel en la union y activacion celular producida por S.aureus (157).

Con todo ello, la presencia de S.aureus en el polipo nasal y la respuesta eosinofilica encontrada

podrian estar estrechamente relacionadas, y ademas como se ha indicado en el apartado anterior esta
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relacion adquiere mayor significacion cuando nos encontramos ante pacientes diagndsticados de ASA

triada.

* Grado de la poliposis nasal.

Con respecto a la extension del tejido polipoide no se pudo determinar ninguna relacion con el resto
de variables estudiadas. Es importante tener en cuenta el disefio utilizado en el estudio para la seleccion
de los pacientes. Todos los pacientes estaban programados para realizacion de polipectomias por
indicacion del otorrinolaring6logo, lo que se vio reflejado en el hecho de que mas del 80% de los
pacientes presentaban poélipos de grado 2 o superior. Este sesgo en la seleccion de los pacientes no ha

permitido poder asociar el grado de la poliposis nasal con ninguna variable estudiada.

* Cirugia previa endoscopica.

Hemos encontrado diferencias significativas entre el nimero de polipectomias previas en los distintos
grupos clinicos. Los pacientes con Sindrome de ASA triada presentaban un numero mayor de
polipectomias realizadas, lo que indica que en estos pacientes el proceso polipoide ha tenido mayor
recurrencia y exacerbaciones en comparacion con los otros grupos clinicos. Estos datos coinciden con los
observados en otros estudios donde los pacientes con el Sindrome de ASA triada presentan mayor

numero de exacerbaciones y recurrencias (158).

* Duracion de la poliposis nasal

En nuestro estudio al igual que lo que sucede con estudios similares el factor Sindrome de ASA
triada estd asociado a un mayor tiempo de evolucidon de la poliposis nasal, con una media de 7,10 afios

(159).

A pesar de que no hemos detectado diferencias estadistificamente significativas entre la duracién de
la poliposis nasal y la presencia de S.aureus, cuando se realiz6 el estudio estadistico se observd una clara
tendencia de asociacion entre ambas variables tanto en el conjunto de los pacientes con poliposis nasal

estudiados como cuando se restringio el analisis al grupo de Sindrome de ASA triada (0,10<p > 0,05).
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No hemos encontrado referencias en la literatura sobre est4 asociacion. Consideramos que el aumento
en el numero de pacientes estudiados ayudaria a sustentar la hipotesis del papel de S.aureus en la

duracion de la poliposis nasal.

6.3 Con respecto a la produccion de biofilms y conjunto de adhesinas de los Staphylococcus

aureus.

a) Productores de biofilms

Son numerosos los estudios en los ultimos afios que intentan poner de manifiesto la presencia de
biofilms bacterianos en ciertos tipos de infecciones. Las relaciones mas notables son las infecciones
asociadas a cuerpos extrafios como se ha comentado anteriormente. No obstante, existe otro grupo de
infecciones sin presencia de material exdgeno, donde se ha visto que la formacioén de biofilms tiene
especialmente interés, como es el caso de las otitis media, colesteatoma, amigdalitis, neumonias asociadas

a pacientes EPOC.

Todos los S.aureus aislados en los pacientes del grupo de estudio fueron productores de biofilms. Se
detectd en el 100% de las cepas el operdn ica ABCD, imprescindible para la produccion del principal
componente de la matriz exopolisacarida que forma el biofilm en S.aureus. Ademas, in vitro se pudo
observar la capacidad productora de biofilms cuando existen elevadas concentraciones de glucosa
(inductor de biofilms), mediante el ensayo de adherencia en placa de microtiter y en el ensayo de Agar

Rojo Congo.

Existen varios métodos empleados para el estudio del cultivo y cuantificacion in vitro de los biofilms
bacterianos, pero ninguno esta estandarizado lo que dificulta en gran medida poder evaluar en las

diferentes especies bacterianas su capacidad de produccion de biofilms.

Actualmente el método mas empleado es el cultivo en placa microtiter. No obstante, existen
numerosas modificaciones de este método, que pueden afectar a la cantidad de inoculacién bacteriana, al
medio de crecimiento empleado, el tiempo de incubacion y el tipo de colorante utilizado. Todo ello,

impide notablemente la posible comparacion de los resultados obtenidos entre los diferentes estudios.
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En nuestro estudio, los dos métodos utilizados tuvieron un comportamiento muy similar, siendo el
método de cultivo en placa microtiter el que mas concordancia tuvo con la caracterizacion genotipica de
presencia del operon ica ABCD, 100% con respecto al 95% observado en el cultivo Agar Rojo Congo.
Ademas, el método de cultivo en placa microtiter permitié cuantificar de forma objetiva la capacidad de
produccion de biofilms evitando las tonalidades subjetivas del color, en las colonias producidas en el
medio Agar Rojo Congo. La mayoria de los aislados se encontraban en valores de produccion moderada,
resultados algo inferiores cuando se comparan con los obtenidos por el método Agar Rojo Congo. Esta

disminucién también se puede apreciar en otros estudios que comparan ambos métodos (160).

No se pudo realizar la visualizacion in vivo de formaciones compatibles con biofilms en todas las
muestras estudiadas. Sobre las ocho muestras que pudieron analizar se observaron formas bacterianas

agrupadas compatibles con la presencia de biofilms y en todas ellas se detectd la presencia de S.aureus

(figura 6.1).
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Figura 6.1. Fotografia microscopia Optica
(x1000). Tincion Giemsa de poélipos nasal, la
flecha indica agrupaciones de bacterias en forma
de cocos.

Desde que en 1978 Bill Costerton establecid un nuevo paradigma microbiologico, la teoria del
biofilm, son muchos los estudios que han asociado la presencia de biofilms bacterianos en procesos
infecciosos. Recientemente, se han publicado algunos articulos que revelan la presencia de estos biofilms
en la mucosa nasal de las RSC. La mayoria de estos estudios se han realizado mediante el analisis de
imagenes obtenidas por microscopia confocal (CSLM). Uno de los primeros fue el publicado por Psaltis y

col. donde analizaron la mucosa del meato medio o de la cavidad etmoidal en 38 pacientes con RSC y en
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mas de la mitad de los pacientes (17) se obtuvieron imagenes mediante CSLM compatibles con formas

bacterianas con arquitectura de biofilms (79).

En nuestra serie utilizando el mismo método empleado por Psaltis pudimos realizar este analisis
sobre el tejido polipoide en 8 pacientes del grupo de estudio y sobre la mucosa de un paciente del grupo
control, intervenido de septorinoplastia. En los 8 casos se detectaron imagenes compatibles con biofilms
bacterianos y en todos ellos se detectd presencia de S.aureus, ya fuese por cultivo bacterioldgico o por

PCR Real-Time.

Una de los inconvenientes de este método es no poder identificar la especie bacteriana que se esta
observando en las iméagenes del CSLM. Existen unos pocos estudios que han intentado abordar este
problema, uno de los mas destacados es el realizado por Foreman y col. donde emplearon sondas

moleculares especificas que hibridaban con el material genético de especies bacterianas a estudio (sondas
FISH) (161).

En nuestro estudio hemos intentado abordar este inconveniente poniendo de manifiesto la presencia
en los S.aureus aislados, los principales genes implicados en la sintesis del material que compone los
biofilms, el operon ica ABCD. Todos los aislados poseian este operdén. Lo que indica la posibilidad de
poder desarrollar biofilms si se establecen las condiciones ambientales adecuadas para su formacion.
Como se ha indicado en la introduccion existen algunas condiciones de estrés, como altas temperaturas,

anaerobiosis, elevada osmolaridad que actian como inductores de establecimiento de biofilms.

No obstante, en la mayoria de los ambientes naturales, las bacterias establecen estructuras de biofilms
como estilo de vida predominante, lo que les permite adherirse a una superficie y crear un ambiente
idoneo para su supervivencia. En el otro extremo, se pueden encontrar bacterias de estilo de vida libre,
que en muchas oscasiones proceden de biofilms, y que es el principal mecanismo de dispersion y

traslocacion bacteriana de una nueva superficie a otra, para invadir nuevos nichos (162).

En este sentido, la deteccion de biofilms de S.aureus y la presencia en todas las cepas estudiadas de
los genes necesarios para poder establecer biofilms, es un indicador de que el polipo nasal es un nicho que
cumple las condiciones adecuadas para el establecimiento de S.aureus. La mayor prevalencia de S.aureus
encontrados en las poliposis asociada a ASA triada (62,8%) con respecto a la poblacion general asi lo
corrobora y hace sospechar que existen algunas caracteristicas particulares que facilitan su

establecimiento.
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Estas condiciones especiales estan actualmente poco estudiadas, aunque todo parece indicar que
pueden estar implicados varios aspectos relacionados con factores dependientes de la bacteria, como son
las proteinas de adhesion, los mecanismos reguladores de la formacion de biofilms o la resistencia al
ataque del sistema inmunitario; y también con factores dependientes del hospedador, como la existencia
de mayor superficie que permita la adhesion bacteriana o aspectos relacionados con el sistema
inmunitario, como la produccion de mucinas y enzimas bactericidas, o la desregulacion de la inmunidad

celular (hipersensibilidad), que se encuentra intimamente ligado a la respuesta eosinofilica.

Esto explicaria el aumento de prevalencia de S.aureus, debido a su mayor adherencia y dificultad de
eliminacion, también explicaria la mayor observacion de estructuras compatibles con biofilms en el tejido
in vivo y por ultimo, la presencia del operon ica ABCD en todos los aislados de S.aureus asociados a la

poliposis nasal también respaldaria esta hipotesis.

Con respecto a la regulacion del operén ica ABCD, como se ha comentado en la introduccion, la
regulacion de la formacion de biofilms es muy compleja. Se conocen diferentes vias de comunicacion que
les permite a las bacterias responder a los factores externos, mediante la estimulacién del operon ica
ABCD. No obstante, pensamos que el estudio de las principales familias involucradas en su regulacion,
como SarA, SarX, sigmaB o TcaR, podria aclarar si existe una via especifica de formacion de biofilms en

los S.aureus aislados en los pélipos nasales.

En nuestro estudio, también analizamos la presencia de la proteina bap, que es una proteina
intimamente relacionada con las mastitis cronicas producidas por S.aureus en el ganado bovino. Esta
proteina es capaz de formar biofilms en ausencia del operon ica ABCD, y ademas si aparece
conjuntamente con este operdn, se ha asociado a una mayor persistencia de las mastitis crénicas (123).
Ninguna de las cepas de S.aureus estudiadas contenian la proteina bap. Estos resultados se observan
también en otros estudios publicados (163), lo que corrobora la hipotesis de que esta proteina inicamente

se encuentra en las cepas de S.aureus presentes en infecciones cronicas de animales.

b) Adhesinas.

En S.aureus las proteinas de adhesion, familia MRSRAMM, juegan un importante papel en la

capacidad de unién y del establecimiento inicial bacteriano sobre la matriz de las células humanas. Esta
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caracteristica de las proteinas MRSRAMM, permite englobarlas dentro de los factores de patogeneicidad

de S.aureus.

Son numerosos los estudios que sugieren que patrones especificos de proteinas de adhesion se asocian
a cepas de S.aureus aisladas en determinados procesos infecciosos. Los primeros estudios realizados
fueron los de Moreillon y col. que relacionaron cepas de S.aureus que expresaban receptores especificos
frente a fibrindgeno y fibronectina en endocarditis infecciosas; y el estudio de Johansson y col. que
observo una mayor presencia de receptores de colageno, fibronectina y de sialoproetina dsea en cepas de

S.aureus aisladas en osteomielitis y artritis (164, 165).

En la tabla 6.1 se resume el papel como factor de virulencia de estas proteinas en la colonizacion o

procesos infecciosos.

Papel colonizacion /infeccion Proteina Mecanismo Referencia
b e clfB Adhesion a locricrina en epitelio (166)
escamosas
clf4 Adhesion a trombos (165)
Endocarditis fnbA Adhesion a trombos en invasion a (167)
epitelio adyacente
Mastitis fnbs Inya510n cél. . epiteliales  en (168)
glandulas mamarias.
Infeccion cuerpos extrafios fnbs Adhesion a parches intraadrticos. (169)
. clfA Aumento de la supervivencia en
Sepsis
sangre
clf4 Aumento de la supervivencia en (170)
Artritis séptica sangre
cna Adhesion a cartilago (171)

Tabla 6.1 Principales proteinas de adhesion de S.aureus y procesos infecciosos en el que estan involucradas.

No obstante, son numerosas las proteinas que forman parte de las llamadas MRSRAMM, y ademas
algunas de estas proteinas son redundantes, es decir, S.aureus es capaz de sintetizar diferentes proteinas
MRSRAMM, que se unen a un mismo ligando, como por ejemplo las proteinas fib, clfA y clfB que
comparten el mismo ligando, el fibrindgeno. Estos dos aspectos dificultan poder encontrar asociaciones

entre estas proteinas y los diferentes procesos infecciosos producidos por S.aureus.
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En nuestro estudio, observamos que las proteinas MRSRAMM mayormente involucradas en los
S.aureus aislados con poliposis nasal son c/f4 (proteina de union al fibrindgeno), eno (proteina de union a
la laminina) y en un segundo grupo de importancia se encuentran las proteinas ebpS (proteina de union a

la elastina), fib (proteina de union al fibrindgeno) y cna (proteina de union al coldgeno).

Segun estudios realizados por Garin y col. el tejido predominante de los pdlipos nasales es el tejido
conectivo laxo y en ocasiones se encuentra asociados a tejido conectivo denso, que contiene un mayor
predominio de fibras de coldgeno involucradas en la remodelacion tisular (172). Entre las principales
glicoproteinas que forman la matriz extracelular de estos tejidos se encuentran la laminina y la

fibronectina. En cuanto a las proteinas fibrilares mas abundantes destacan las fibras de elastina.

Por lo que, podemos afirmar que las proteinas de adhesion MRSRAMM, encontradas en los S.aureus

en nuestro estudio responden directamente a las caracteristicas particulares del tejido polipoide estudiado.

6.4 Con respecto a las enterotoxinas producidas por Staphylococcus aureus

Recientemente algunos autores han postulado la hipotesis de que las toxinas de S.aureus y su rol
como superantigenos podrian estar involucradas en los cambios observados en la mucosa inflamatoria de
las RSCcPN. En un metaandlisis realizado por Ou y col. sobre 12 estudios, concluyé que la deteccion de
IgE especificas frente a las enterotoxinas clésicas (sea, seb, sec y sed) es significativamente mas elevada
en las RSCcPN que en el grupo control. También, encontré mas elevado el recuento de linfocitos CD4(+)
en los pacientes que presentaban IgE de enterotoxinas. Sin embargo, no se encuentraron diferencias en la

cantidad de eosinodfilos entre los pacientes con IgE especificas de enterotoxinas y el grupo control (173).

En nuestro estudio, encontramos una escasa presencia de enterotoxinas en los S.aureus aislados en
los poélipos nasales, especialmente cuando estudiamos las enterotoxinas clasicas donde tinicamente en 2

aislados (11,7%) se detecto las enterotoxina sea.

Al estudiar las enteroxinas del cluster egc (sem, seo) se aprecia un aumento en la prevalencia, 47,1%

en la enterotoxina sem y 17,6% en la enterotoxina seo.

Existen pocos estudios de la deteccion de enterotoxinas en las cepas de S.aureus aisladas en los

polipos nasales, ya que la mayoria de los estudios hacen referencia a la deteccion de IgE especificas de
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enterotoxinas clasicas de S.aureus. No obstante, nuestros datos no alcanzan a los publicados por Van Zele
y col que obtuvieron porcentajes del 38,4% en la deteccion de enterotoxinas clasicas y 73,1% en las
enterotoxinas del grupo egc. Estas variaciones pueden deberse a que en nuestro estudio, a diferencia del
estudio de Van Zele, no estudiamos la enterotoxina clésica see ni las enterotoxinas del grupo egc, sel ni

sek (174).

Al igual que sucede en la regulacion de la formacion de biofilms, la regulacion de la sintesis de
enterotoxinas no esta bien conocida, aunque todo parece indicar que el sistema agr del quorum-sensing es
el principal regulador (109). Este sistema regulador estd ubicado en el gen agr. El estudio de las regiones
variables de este locus ha permitido dividir a los S.aureus en cuatro principales genotipos, agrl, agril,
agrlll y agrlV (175). Ademas, se han encontrado que existen asociaciones entre los distintos genotipos de
agr de los S.aureus y los diferentes procesos infecciosos. De esta forma, Jarraud y col. encontraron que el
genotipo IV fue el predominante en las enfermedades de S.aureus producidas por sus toxinas (sindrome
exfoliativo) y que los genotipos agrl y agrll estuvieron mas asociados a infecciones supurativas (126).
Monk y col. encontraron asociacion entre los genotipos de agrl y los S.aureus aislados de abscesos e
infeciones asociadas a ADVP (176). En cuanto a los S.aureus aislados en los pacientes con polipos

nasales, Van Zele y col. observaron mayor prevalencia de los grupos agrl 'y agril (174).

6.5 Con respecto a las caracteristicas encontradas en los Staphylococcus aureus en las poliposis

nasales

Cuando comparamos los patrones genotipicos de las proteinas de adhesion MRSRAMM entre los
S.aureus aislados en los polipos nasales y los S.aureus de portadores nasales apenas se encuentran

diferencias significativas entre ambos grupos.

Cabe destacar el aumento significativo de la presencia de la proteina cna con respecto al grupo de
colonizacién nasal que pasa del 5,4% en este grupo, al 41,1% en el grupo de estudio, con una
significacion de odds ratio 12,6 (1,3-117,5), p= 0,016. Estos resultados indican que existe una seleccion
positiva de la presencia de la proteina cna, cuyo ligando es el colageno, en las cepas de S.aureus
presentes en los polipos nasales con respecto a las cepas encontradas en los portadores nasales sin

poliposis.
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No obstante, no hemos encontrado estudios publicados similares que puedan corroborar esta
afirmacién, por lo que consideramos que se deben ampliar los grupos de estudio para constatar esta

hipotesis.

A su vez, hemos encontrado dos proteinas de adhesion, bbp y ebpS, que se encuentran
significativamente en menor prevalencia en el grupo de poliposis nasal que en el grupo de portadores
nasales sin poliposis. La presencia de bbp en los S.aureus del grupo de estudio es muy baja, algo mas del
3%, con respecto al grupo control que alcanza el 57% (OD 0,15 (0,33-0,73), 0,013). Tampoco existen
estudios que corroboren estos resultados. En el estudio de Tristan y col. encontraron una prevalencia del
38% de esta proteina en cepas de S.aureus aisladas de un grupo de pacientes con infecciones

hematogenas como la osteomileitis y la artritis (124).

Con respecto a los patrones genotipicos encontrados al estudiar las diferentes enterotoxinas, existe
una mayor prevalencia de enterotoxinas en el grupo de portadores sanos que en el grupo de estudio.
Nuestros resultados aunque no alcancen los porcentajes que los publicados por Van Zele y col.,
comparten esta tendencia de menor prevalencia en el grupo de las cepas de S.aureus aisladas en los
polipos nasales. Ademads, al igual que sucede en nuestro estudio apenas encuentraron diferencias

significativas cuando se analiz6 cada enterotoxina de foma independiente (174).

La enterotoxina seo es la tnica en la que encontramos diferencias significativas (OD 0,05 (0,01-0,3),
p<0,01), con una mayor prevalencia en el grupo de colonizacion nasal sin poliposis. El estudio realizado
por Belkum y col. obtuvieron resultados similares donde encuentraron mayor prevalencia de

enterotoxinas del grupo egc en portadores nasales que en los S.aureus asociados a infecciones invasivas
(101).

Una de las hipdtesis que explicarian la menor presencia de estas enterotoxinas en las cepas de
S.aureus asociadas a infecciones es que estas toxinas se expresan en menor cantidad y ademas tienen una
menor capacidad inmunogénica con respecto a las denominadas enterotoxinas clasicas, lo que podria
explicar porque estas cepas son toleradas en las fosas nasales (177). El estudio de Beckert y col. ofrecen
también resultados similares con respecto al total de la prevalencia de enterotoxinas donde no
encuentraron diferencias significativas entre los S.aureus causantes de bacteriemias y las cepas de
portadores sanos sin poliposis. No obstante, cuando se analizaron las enterotoxinas individualmente, si
que se observo una mayor prevalencia de enterotoxina sed en los S.aureus asociados a bacteriemias frente

a los S.aureus de portadores sanos (178).
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Nuestros resultados no explican la presencia tan elevada de IgE especificas frente a las enterotoxinas
clasicas que se encuentran en los pacientes con RSCcPN y que han sido publicados en diferentes estudios
(82, 139, 173, 179), ya que los S.aureus estudiados no presentan una prevalencia tan elevada de
enterotoxinas, ni en el grupo de S.aureus aislados en los polipos nasales ni en los del grupo de
colonizacidn nasal sin poliposis. Ademas, a diferencia de los S.aureus aislados en la piel de las personas
con dermatitis atopica donde al menos el 65% secretan algun superantigeno o enterotdxina clasica (180),
en ninguna de las series de S.aureus aislados en procesos infecciosos de otros estudios revisados, al igual

que en nuestro estudio, pueden explicar esta elevada presencia de IgE (140).

Para aclarar esta controversia seria necesario realizar nuevos estudios donde se pueda comparar en un
mismo grupo de pacientes afectados por RSCcPN los niveles de IgE especificos frente a enteroxinas de
S.aureus y el patron genotipico de las enterotoxinas tanto cldsicas como del cluster egc que se encuentren

en los S.aureus aislados en el polipos nasales de estos pacientes.

Ademas, debido a la capacidad de las enterotoxinas de actuar como superantigenos, pudiendo activar
directamente a los linfocitos T y estos a su vez estimular una respuesta policlonal de IgE mediada por los
linfocitos B, seria interesante en el futuro estudiar si todas las enterotoxinas de S.aureus son capaces de

generar respuestas policlonales de IgE y en especial las enterotoxinas del cluster egc.
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Existe una elevada prevalencia de Staphylococcus aureus, sensibles a los antibioticos estudiados
(MSSA), en los pdlipos nasales de las personas con rinosinusitis cronica eosinofilica idiopatica,
especialmente en el grupo diagnosticado de ASA triada. Esta elevada prevalencia permite
considerar la inclusion de este grupo en los programas de prevencion de infecciones nosocomiales

y postquirtrgicas por Staphylococcus aureus.

El incremento en la deteccion de Staphylococcus aureus mediante PCR Real-time con respecto al
cultivo bacterioldgico permite concluir que la PCR Real-time deberia ser considerado como el
método de eleccion para la deteccion de Staphylococcus aureus en los pacientes con poliposis

nasal.

Existe una clara correlacion entre la deteccion de Staphylococcus aureus y la presencia de un

elevado infiltrado eosinofilico en el tejido polipoide.

Los Staphylococcus aureus asociados a la rinosinusitis cronica con poliposis nasal presentan una
moderada capacidad de producir biofilms, estudiada mediante el método de adherencia en placa

microtiter 'y el método de cultivo en Agar Rojo Congo.

Los genes de las proteinas de adhesion mas predominantes en los Staphylococcus aureus
asociados a las poliposis nasales son los genes eno, clf4, fib, ebpSy cna. Siendo éste ultimo, cuyo
ligando es el coldgeno, el unico que se detecta con mayor prevalencia respecto a Staphylococcus

aureus procedentes de colonizaciones nasales sin poliposis nasal.

Es infrecuente la presencia de genes codificadores para enterotoxinas clésicas y del cluster egc en
los Staphylococcus aureus asociados a las poliposis nasales. La deteccion de estos genes
relacionados con la produccion de enterotoxinas en los Staphylococcus aureus procedentes de
colonizaciones nasales sin poliposis nasal (aun siendo baja) es mayor que los Staphylococcus

aureus asociados a las poliposis nasales.
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TABLAS DE RESULTADOS
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12

16
15

10

19
10
12

13

14
16

50
69

73

74
49

64
56
58
54
53

35
61

69

74
61

60

37
62

44
71

35
69

49

53

52

45

45

51

39
79
35
69

60

33
61

43

CASO | EDAD | SEXO0 | GRUPO | CIR.PRE | EOSINO | GRADO | EVOLUCION | DETECC | BDMAX | SAUR

10
11

12

13

14
15

16
17
18
19
20
21

22
23

24
25

26
27
28
29
30
31

32

33

34
35

36
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37 69 1 3 1 2 1 3 0 0 0
38 40 0 1 2 1 1 8 0 0 0
39 60 0 2 0 1 2 1 0 0 0
40 68 0 1 1 1 3 5 0 0 0
41 63 0 1 0 0 2 1 2 1 1
42 25 1 3 0 1 3 3 2 1 1
43 51 1 3 1 3 3 8 2 1 1
44 55 1 2 0 0 1 1 0 0

45 71 0 2 0 1 1 2 2 1 1
46 64 0 2 0 1 1 2 0 0 0
47 56 0 1 0 NA 1 2 0 0 0
48 55 0 1 1 0 2 8 2 1 1
49 71 1 2 0 0 1 0 0 0 0
50 51 0 1 1 1 3 13 0 0 0
51 64 0 3 0 0 1 2 2 1 1
52 44 0 3 2 3 3 2 2 1 1
53 55 0 1 0 1 2 5 0 0 0
54 48 0 1 1 1 1 2 2 1 1
55 37 0 2 0 NA 3 2 0 0 0

NORMALIDAD DE LA VARIABLE EDAD

Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu. Max.
25.00 46.50 55.00 55.25 64.00 79.00

Estadisticos

EDAD
N Validos 55
Perdidos 0
Media 55,25
Mediana 55,00
Desv. tip. 12,617
Minimo 25
Maximo 79
Percentiles 25 45,00
50 55,00
75 64,00

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra

a La distribucion de contraste es la Normal.
b Se han calculado a partir de los datos.
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Histogram of EDAD
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TEST de normalidad (Shapiro-Wilk)

data: EDAD

W = 0.9754, p-value = 0.3175

Prueba de Kolmogorov-Smirnov para una muestra. Test de normalidad.

a La distribucion de contraste es la Normal.
b Se han calculado a partir de los datos.

60

70

80

EDAD

N 55
Media 55,25

Parametros normales(a,b)  Desviacién tipica
12,617
Diferencias mas extremas Absoluta ,083
Positiva ,053
Negativa -,083
Z de Kolmogorov-Smirnov ,615
Sig. asintét. (bilateral) ,844
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Tablas de contingencia GRUPO CLINICO-SEXO

Resumen del procesamiento de los casos

Anexo

Casos
Validos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
GRUPO4 * SEXO 55 100,0% 0 ,0% 55 100,0%
Tabla de Frecuencias
Tabla de contingencia GRUPO4 * SEXO
Recuento
SEXO
0 1 Total
GRUPO4 O 23 4 27
4 11 17 28
Total 34 21 55
Pruebas de chi-cuadrado
Sig. asintética | Sig. exacta | Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 12,269° 1 ,000
Correcciéon gor
continuidad 10,401 1 001
Razén de verosimilitudes 12,972 1 ,000
Estadistico exacto de
Fisher ,001 ,000
N de casos validos 55

a. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada

es 10,31.

Regresion

Variables introducidas/eliminada&

Variables Variables
Modelo introducidas eliminadas Método
1 GRUPCO? Introducir

a. Todas las variables solicitadas introducidas

b. Variable dependiente: CGIAPRE
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Resumen del modelo

Anexo

R cuadrado | Error tip. dela
Modelo R R cuadrado corregida estimaciéon
1 ,339°2 ,115 ,098 ,896
a. Variables predictoras: (Constante), GRUPO
ANOVA
Suma de Media
Modelo cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regresién 5,529 1 5,529 6,882 ,0118
Residual 42,580 53 ,803
Total 48,109 54
a. Variables predictoras: (Constante), GRUPO
b. Variable dependiente: CGIAPRE
Coeficientes?
Coeficientes
Coeficientes no estandarizad Intervalo de confianza para
estandarizados os B al 95%
Limite
Modelo B Error tip. Beta t Sig. Limite inferior | superior
1 (Constante) ,120 ,311 ,385 ,702 -,505 744
GRUPO ,259 ,099 ,339 2,623 ,011 ,061 ,457
a. Variable dependiente: CGIAPRE
Tablas de contingencia Grupo Clinico-BDMax
Resumen del procesamiento de los casos
Casos
Vdlidos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
GRUPO4 * BDMAX 55 100,0% 0 ,0% 55 100,0%
GRUPO4 * SAUR 54 98,2% 1 1,8% 55 100,0%
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Tabla de contingencia

Anexo

BDMAX
0 1 Total
GRUPO4 O Recuento 20 7 27
% del total 36,4% 12,7% 49.1%
4 Recuento 9 19 28
% del total 16,4% 34.5% 50,9%
Total Recuento 29 26 55
% del total 52,7% 47 3% 100,0%
Pruebas de chi-cuadrado
Sig. asintdtica | Sig. exacta | Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 9,696° 1 ,002
Correccion gor
continuidad 8,087 1 004
Razdn de verosimilitudes 10,015 1 ,002
Estadistico exacto de
Fisher ,003 ,002
N de casos validos 55

a. Calculado solo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada

es 12,76.

Tablas de contingencia Grupo Clinico-Cultivo

Tabla de contingencia

SAUR
0 1 Total

GRUPO4 O Recuento 22 4 26
% del total 40,7% 7,4% 48,1%

4 Recuento 15 13 28

% del total 27.,8% 24 1% 51,9%

Total Recuento 37 17 54
% del total 68,5% 31,5% 100,0%
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Pruebas de chi-cuadrado

Anexo

Sig. asintética | Sig. exacta | Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 6,023° 1 ,014
Correcciéon gor
continuidad 4,670 1 031
Razén de verosimilitudes 6,275 1 ,012
Estadistico exacto de
Fisher ,020 ,014
N de casos validos 54

a. Calculado sélo para una tabla de 2x2.

b. 0 casillas (,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada

es 8,19.

Regresion Conjunta afios evolucion-Sexo-Edad-Grupo clinico

Variables introducidas/eliminadad

Variables Variables
Modelo introducidas eliminadas Método
1 SEXO, E!DAD’ Introducir
GRADO

a. Todas las variables solicitadas introducidas
b. Variable dependiente: EVOLUCION

Resumen del modelo

R cuadrado | Error tip. dela
Modelo R R cuadrado corregida estimacién
1 ,3572 ,128 ,076 4,660

a. Variables predictoras: (Constante), SEXO, EDAD, GRADO

ANOVA
Suma de Media
Modelo cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regresién 162,045 3 54,015 2,488 ,0712@
Residual 1107,337 51 21,712
Total 1269,382 54

a. Variables predictoras: (Constante), SEXO, EDAD, GRADO
b. Variable dependiente: EVOLUCION
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Coeficientes®

Anexo

Coeficientes
Coeficientes no estandarizad Intervalo de confianza para
estandarizados 0s B al 95%
Limite
Modelo B Error tip. Beta t Sig. Limite inferior | superior
1 (Constante) 2,333 3,547 ,658 ,514 -4,789 9,455
GRADO 1,629 ,748 ,291 2,178 ,034 ,128 3,131
EDAD -,019 ,051 -,049 -,367 , 715 -121 ,084
SEXO 1,600 1,305 ,162 1,226 ,226 -1,020 4,220
a. Variable dependiente: EVOLUCION
Regresion aiios evolucion-Grado poliposis
Variables introducidas/eliminada®
Variables Variables
Modelo | introducidas eliminadas Método
1 GRADCG Introducir
a. Todas las variables solicitadas introducidas
b. Variable dependiente: EVOLUCION
Resumen del modelo
R cuadrado | Error tip. dela
Modelo R R cuadrado corregida estimacién
1 , 3172 ,101 ,084 4,641
a. Variables predictoras: (Constante), GRADO
ANOVA
Suma de Media
Modelo cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regresion 127,684 1 127,684 5,927 ,0182
Residual 1141,698 53 21,541
Total 1269,382 54

a. Variables predictoras: (Constante), GRADO
b. Variable dependiente: EVOLUCION
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Coeficientes?
Coeficientes
Coeficientes no estandarizad Intervalo de confianza para
estandarizados 0s B al95%
Limite
Modelo B Error tip. Beta t Sig. Limite inferior | superior
1 (Constante) 1,576 1,761 ,895 ,375 -1,956 5,107
GRADO 1,777 ,730 ,317 2,435 ,018 ,313 3,241

a. Variable dependiente: EVOLUCION

Regresion logistica Deteccion-Grado poliposis-Grupo Clinico-Sexo-
Edad

Resumen del procesamiento de los casos

Casos no ponderados® N Porcentaje
Casos seleccionados Incluidos en el analisis 55 100,0
Casos perdidos 0 ,0
Total 55 100,0
Casos no seleccionados 0 ,0
Total 55 100,0

a. Si esta activada la ponderacion, consulte la tabla de clasificacion para
ver el numero total de casos.

Codificacion de la variable dependiente

Valor original | Valor interno
0 0
1 1
Tabla de clasificaciorf®
Pronosticado
DETECC Porcentaje
Observado 0 1 correcto
Paso0 DETECC 0 29 0 100,0
1 26 0 ,0
Porcentaje global 52,7

a. En el modelo se incluye una constante.
b. El valor de corte es ,500
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Variables en la ecuacion

Anexo

| B E.T. Wald gl Sig. Exp(B)
Paso 0 Constante -,109 ,270 ,163 1 ,686 ,897
Variables que no estan en la ecuacion
_ Puntuacion gl Sig.
Paso Variables EDAD 1,103 1 ,294
0 SEXO ,356 1 ,551
GRUPO 8,680 1 ,003
GRADO ,563 1 ,453
Estadisticos globales 11,193 4 ,024
Pruebas omnibus sobre los coeficientes del modelo
Chi-cuadrado gl Sig.
Paso 1 Paso 12,125 4 ,016
Bloque 12,125 4 ,016
Modelo 12,125 4 ,016
Resumen de los modelos
R cuadrado
-2 log de la R cuadrado de
Paso verosimilitud | de Coxy Snell | Nagelkerke
1 63,9572 ,198 ,264
a. La estimacion ha finalizado en el numero de
iteracion 4 porque las estimaciones de los
parametros han cambiado en menos de ,001.
Tabla de clasificaciorf
Pronosticado
DETECC Porcentaje
Obs_ervado 0 1 correcto
Paso1 DETECC 0 18 11 62,1
1 9 17 65,4
Porcentaje global 63,6

a. El valor de corte es ,500
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Variables en la ecuacion

Anexo

| _ B E.T. Wald gl Sig. Exp(B)
Paso EDAD -,030 ,025 1,503 1 ,220 ,970
1 SEXO -,807 , 7134 1,207 1 ,272 ,446
GRUPO ,978 ,338 8,360 1 ,004 2,660
GRADO -,205 ,384 ,285 1 ,594 ,815
Constante -,548 1,738 ,099 1 , 752 ,578
a. Variable(s) introducida(s) en el paso 1: EDAD, SEXO, GRUPO, GRADO.
Regresion logistica Grupo clinico-Deteccion
Regresion grupo deteccion
Classification Table*”
Observed Predicted
Deteccion Percentage
No Si Correct
No 29 0 100,0
Deteccion
Step 0 Si 26 0 ,0
Overall Percentage 52,7
a. Constant is included in the model.
b. The cut value is ,500
Variables in the Equation
B S.E. Wald df Sig. Exp(B)
Step 0  Constant -,109 ,270 ,163 1 ,686 ,897
Variables not in the Equation
Score df Sig_;.
Grupo 10,512 3 ,015
Grupo(1) ,656 1 ,418
Variables
Step 0 Grupo(2) 1,641 1 ,200
Grupo(3) 9,696 1 ,002
Overall Statistics 10,512 3 ,015
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Omnibus Tests of Model Coefficients

Chi-square df Sig.
Step 11,062 3 ,011
Step1  Block 11,062 3 ,011
Model 11,062 3 ,011

Model Summary

Step -2 Log likelihood | Cox & Snell R Nagelkerke R

Square Square

1 65,020° ,182 ,243

a. Estimation terminated at iteration number 4 because

parameter estimates changed by less than ,001.

Classification Table®

Observed Predicted
Deteccion Percentage
No Si Correct
No 20 9 69,0
Deteccion
Step 1 Si 7 19 73,1
Overall Percentage 70,9

a. The cut value is ,500

Variables in the Equation
B S.E. Wald df Sig. Exp(B) 95% C.l.for EXP(B)
Lower Upper
Grupo 9,429 3 ,024
Grupo(1) ,944 1,002 ,888 1 ,346 2,571 ,361 18,326
Step 1% Grupo(2) ,118 1,364 ,007 1 ,931 1,125 ,078 16,307
Grupo(3) 2,251 ,880 6,541 1 ,011 9,500 1,692 53,334
Constant| -1,504 ,782 3,702 1 ,054 ,222

a. Variable(s) entered on step 1: Grupo.
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Correlation Matrix

Constant Grupo(1) Grupo(2) Grupo(3)
Constant 1,000 -,780 -,573 -,888
Grupo(1) -,780 1,000 447 ,693
Step 1
Grupo(2) -,573 447 1,000 ,509
Grupo(3) -,888 ,693 ,509 1,000
Resumen del procesamiento de los casos
Casos no ponderados® N Porcentaje
Casos seleccionados Incluidos en el analisis 55 100,0
Casos perdidos 0 ,0
Total 55 100,0
Casos no seleccionados 0 ,0
Total 55 100,0

a. Si esta activada la ponderacion, consulte la tabla de clasificacion para
ver el numero total de casos.

Codificacion de la variable dependiente

Valor original | Valor interno
0 0
1 1
Tabla de clasificaciorf®
Pronosticado
DETECC Porcentaje
Observado 0 1 correcto
Paso0 DETECC 0 29 0 100,0
1 26 0 ,0
Porcentaje global 52,7
a. En el modelo se incluye una constante.
b. El valor de corte es ,500
Variables en la ecuacion
| B E.T. Wald gl Sig. Exp(B)
Paso 0 Constante -,109 ,270 ,163 1 ,686 ,897
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Variables que no estan en la ecuacion

Anexo

Puntuacion gl Sig.
Paso 0 Variables GRUPO 8,680 1 ,003
Estadisticos globales 8,680 1 ,003
Pruebas omnibus sobre los coeficientes del modelo
Chi-cuadrado gl Sig.
Paso 1 Paso 9,153 1 ,002
Bloque 9,153 1 ,002
Modelo 9,153 1 ,002
Resumen de los modelos
R cuadrado
-2 log de la R cuadrado de
Paso verosimilitud | de Cox y Snell | Nagelkerke
1 66,9307 ,153 ,205
a. La estimacién ha finalizado en el nUmero de
iteracion 4 porque las estimaciones de los
parametros han cambiado en menos de ,001.
Tabla de clasificaciorn
Pronosticado
DETECC Porcentaje
Observado 0 1 correcto
Paso1 DETECC 0 20 9 69,0
1 7 19 731
Porcentaje global 70,9
a. El valor de corte es ,500
Variables en la ecuacion
B E.T. Wald gl Sig. Exp(B)
Paso GRUPO , 722 ,258 7,850 1 ,005 2,059
1 Constante -2,257 ,844 7,150 1 ,007 ,105

a. Variable(s) introducida(s) en el paso 1: GRUPO.
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Tabla contingencia Grado Eosinofilia-Grupo clinico

Case Processing Summary

Anexo

Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent Percent
Grupo * Eosinofilia 53 100,0% 0 0,0% 53 100,0%
Grupo * Eosinofilia Crosstabulation
Eosinofilia Total
NO Sl
Count 18 7 25
NO

% within Grupo 72,0% 28,0% 100,0%
Grupo

Count 5 23 28

Sl

% within Grupo 17,9% 82,1% 100,0%

Count 23 30 53
Total

% within Grupo 43,4% 56,6% 100,0%

Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2- | Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided)

Pearson Chi-Square 15,762° 1 ,000
Continuity Correction® 13,635 1 ,000
Likelihood Ratio 16,622 1 ,000
Fisher's Exact Test ,000 ,000
N of Valid Cases 53

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 10,85.

b. Computed only for a 2x2 table
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Risk Estimate

Value 95% Confidence Interval
Lower Upper

Odds Ratio for Grupo (NO /

11,829 3,214 43,528
Sl)
For cohort Eosinofilia = NO 4,032 1,756 9,258
For cohort Eosinofilia = Sl ,341 ,178 ,654
N of Valid Cases 53

Tabla contingencia Grado eosinofilia -Deteccion

Case Processing Summary

Anexo

Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
Eosinofilia * Deteccion 53 100,0% 0 0,0% 53 100,0%
Eosinofilia * Deteccion Crosstabulation
Deteccion Total
NO Sl
Count 21 13 34
NO

% within Eosinofilia 61,8% 38,2% 100,0%
Eosinofilia

Count 6 13 19

Sl

% within Eosinofilia 31,6% 68,4% 100,0%

Count 27 26 53
Total

% within Eosinofilia 50,9% 49, 1% 100,0%

Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2- | Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square 4.444° 1 ,035
Continuity Correction® 3,318 1 ,069
Likelihood Ratio 4,522 1 ,033
Fisher's Exact Test ,047 ,034
N of Valid Cases 53

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 9,32.

b. Computed only for a 2x2 table
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Risk Estimate

Value 95% Confidence Interval
Lower Upper

Odds Ratio for Eosinofilia

3,500 1,066 11,495
(NO/ Sl)
For cohort Deteccion = NO 1,956 ,959 3,989
For cohort Deteccion = SI ,559 ,331 ,945
N of Valid Cases 53

Anexo

Regresion aiios evolucion-grupo clinico

Variables introducidas/eliminada®

Variables Variables
Modelo introducidas eliminadas Método
! AGRUPADO4 | Introducir

a. Todas las variables solicitadas introducidas
b. Variable dependiente: EVOLUCION

Resumen del modeld

R cuadrado | Error tip. dela
Modelo R R cuadrado corregida estimacion
1 ,3232 ,105 ,088 4,631
a. Variables predictoras: (Constante), AGRUPADO4
b. Variable dependiente: EVOLUCION
ANOVA
Suma de Media
Modelo cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regresion 132,703 1 132,703 6,188 ,0162
Residual 1136,679 53 21,447
Total 1269,382 54

a. Variables predictoras: (Constante), AGRUPADO4

b. Variable dependiente: EVOLUCION
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Anexo

Coeficientes?

Coeficientes
Coeficientes no estandarizad
estandarizados 0s
Modelo B Error tip. Beta t Sig.
1 (Constante) 4,000 ,891 4,488 ,000
AGRUPADO4 3,107 1,249 ,323 2,487 ,016
a. Variable dependiente: EVOLUCION
Tabla contingencia Evolucion-Deteccion
Omnibus Tests of Model Coefficients
Chi-square df Sig.
Step 3,713 1 ,054
Step1  Block 3,713 1 ,054
Model 3,713 1 ,054
Model Summary
Step -2 Log likelihood | Cox & Snell R Nagelkerke R
Square Square
1 72,3697 ,065 ,087
a. Estimation terminated at iteration number 3 because
parameter estimates changed by less than ,001.
Classification Table®
Observed Predicted
Deteccion Percentage
NO SI Correct
NO 21 8 72,4
Deteccion
Step 1 SI 13 13 50,0
Overall Percentage 61,8
a. The cut value is ,500
Variables in the Equation
B S.E. Wald df Sig. Exp(B) [95% C.l.for EXP(B)
Lower Upper
Afos ,113 ,061 3,396 1 ,065 1,119 ,993 1,262
Step 1°
Constant -,734 ,433 2,877 1 ,090 ,480

a. Variable(s) entered on step 1: Afios.
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Anexo

Dicotomizado en tres categorias, Afios (0-5=1 er grupo, 6-10=2 y >11 afos=3

Model Summary

Step

-2 Log likelihood

Cox & Snell R

Square

Nagelkerke R

Square

1

73,098°

,053

,070

a. Estimation terminated at iteration number 3 because

parameter estimates changed by less than ,001.

Classification Table?

Observed Predicted
Deteccion Percentage
NO S| Correct
NO 21 8 72,4
Deteccién
Step 1 Sl 13 13 50,0
Overall Percentage 61,8

a. The cut value is ,500

Variables in the Equation

B S.E. Wald df Sig. Exp(B) 95% C.l.for
EXP(B)
Lower Upper
, anos_trescat ,631 ,376 2,814 1 ,093 1,879 ,899 3,928
Step ! Constant -1,082 ,637 2,883 1 ,090 ,339

a. Variable(s) entered on step 1: anos_trescat.

Aifios evolucion- Grupo Asa triada

Model Summary

Step

-2 Log likelihood

Cox & Snell R

Square

Nagelkerke R

Square

1

31,709°

,116

,162

a. Estimation terminated at iteration number 4 because

parameter estimates changed by less than ,001.
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Classification Table®

Observed Predicted
Deteccion Percentage
NO S| Correct
NO 3 6 33,3
Deteccién
Step 1 Sl 0 19 100,0
Overall Percentage 78,6

a. The cut value is ,500

Variables in the Equation

Anexo

B S.E. Wald df Sig. Exp(B) | 95% C.l.for EXP(B)
Lower Upper
., Afos ,164 ,098 2,789 1 ,095 1,178 ,972 1,428
Sep Constant -,277 ,684 ,164 1 ,685 ,758
a. Variable(s) entered on step 1: Afios.
Dicotomizando:
Model Summary
Step -2 Log likelihood | Cox & Snell R Nagelkerke R
Square Square
1 32,699° ,084 ,118
a. Estimation terminated at iteration number 4 because
parameter estimates changed by less than ,001.
Classification Table®
Observed Predicted
Deteccion Percentage
NO SI Correct
NO 0 9 ,0
Deteccion
Step 1 SI 0 19 100,0
Overall Percentage 67,9

a. The cut value is ,500
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Variables in the Equation

Anexo

B S.E. Wald df Sig. Exp(B) 95% C.l.for
EXP(B)
Lower Upper
, anos_trescat ,846 577 2,146 1 ,143 2,330 ,751 7,226
Step 1
Constant -,673 1,000 453 1 ,501 ,510
a. Variable(s) entered on step 1: anos_trescat.
Tabla contingencia polipectomias-Grupo clinico
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
Polipectomias * Grupo 55 100,0% 0 0,0% 55 100,0%
Polipectomias * Grupo Crosstabulation
Grupo Total
1,00 2,00 3,00
Count 8 7 8 23
,00
% within Polipectomias 34,8% 30,4% 34,8% 100,0%
Count 7 4 9 20
1,00
% within Polipectomias 35,0% 20,0% 45,0% 100,0%
Count 1 0 8 9
Polipectomias 2,00
% within Polipectomias 11,1% 0,0% 88,9% 100,0%
Count 0 0 2 2
3,00
% within Polipectomias 0,0% 0,0% 100,0% 100,0%
Count 0 0 1 1
4,00
% within Polipectomias 0,0% 0,0% 100,0% 100,0%
Count 16 11 28 55
Total
% within Polipectomias 29,1% 20,0% 50,9% 100,0%
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Chi-Square Tests

Value df Asymp. Sig. (2-
sided)
Pearson Chi-Square 11,3042 8 ,185
Likelihood Ratio 14,054 8 ,080
Linear-by-Linear
6,540 1 ,011

Association
N of Valid Cases 55

a. 11 cells (73,3%) have expected count less than 5. The minimum

expected count is ,20.

Risk Estimate

Value

Odds Ratio for
Polipectomias (,00 / 1,00)

a. Risk Estimate statistics cannot be
computed. They are only computed for a

2*2 table without empty cells.

Grupos agrupados

Case Processing Summary

Anexo

Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
Polipectomias * Grupoagr 55 100,0% 0 0,0% 55 100,0%
Polipectomias * Grupoagr Crosstabulation
Grupoagr Total
,00 1,00
Count 15 8 23
,00
% within Polipectomias 65,2% 34,8% 100,0%
Polipectomias
Count 11 9 20
1,00
% within Polipectomias 55,0% 45,0% 100,0%
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Count 1 8 9
2,00
% within Polipectomias 11,1% 88,9% 100,0%
Count 0 2 2
3,00
% within Polipectomias 0,0% 100,0% 100,0%
Count 0 1 1
4,00
% within Polipectomias 0,0% 100,0% 100,0%
Count 27 28 55
Total
% within Polipectomias 49,1% 50,9% 100,0%
Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2-
sided)
Pearson Chi-Square 10,760° ,029
Likelihood Ratio 12,703 ,013
Linear-by-Linear
9,112 ,003
Association
N of Valid Cases 55
a. 6 cells (60,0%) have expected count less than 5. The minimum
expected count is ,49.
Grupo * Polipectomias Crosstabulation
Polipectomias Total
NO Sl
Count 26 1 27
NO
% within Grupo 96,3% 3,7% 100,0%
Grupo
Count 17 11 28
Si
% within Grupo 60,7% 39,3% 100,0%
Count 43 12 55
Total
% within Grupo 78,2% 21,8% 100,0%
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Chi-Square Tests

Anexo

Value df Asymp. Sig. (2- | Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 10,202° 1 ,001
Continuity Correction® 8,223 1 ,004
Likelihood Ratio 11,631 1 ,001
Fisher's Exact Test ,002 ,001
N of Valid Cases 55
a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 5,89.
b. Computed only for a 2x2 table
Risk Estimate
Value 95% Confidence Interval
Lower Upper
Odds Ratio for Grupo (NO /
16,824 1,986 142,483
Sl)
For cohort Polipectomias =
1,586 1,167 2,156
NO
For cohort Polipectomias =
,094 ,013 ,681
Si
N of Valid Cases 55
Adhesinas cna
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
Adhesinascna * Grupos 36 100,0% 0 0,0% 36 100,0%
Adhesinascna * Grupos Crosstabulation
Grupos Total
NO Sl
Count 18 1 19
NO
% within Adhesinascna 94,7% 5,3% 100,0%
Adhesinascna
Count 10 7 17
SI
% within Adhesinascna 58,8% 41,2% 100,0%
Count 28 8 36
Total
% within Adhesinascna 77,8% 22,2% 100,0%
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Chi-Square Tests

Anexo

Value df Asymp. Sig. (2- | Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 6,695° 1 ,010
Continuity Correction® 4,779 1 ,029
Likelihood Ratio 7,269 1 ,007
Fisher's Exact Test ,016 ,013
N of Valid Cases 36

a. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 3,78.

b. Computed only for a 2x2 table

Risk Estimate

Value 95% Confidence Interval
Lower Upper

Odds Ratio for

12,600 1,350 117,570
Adhesinascna (NO / Sl)
For cohort Grupos = NO 1,611 1,067 2,431
For cohort Grupos = Sl ,128 ,017 ,936
N of Valid Cases 36

Adhesina bbp
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
Adhesinasbbp * Grupos 36 100,0% 0 0,0% 36 100,0%
Adhesinasbbp * Grupos Crosstabulation
Grupos Total
NO Sl
Count 8 14 22
NO
% within Adhesinasbbp 36,4% 63,6% 100,0%
Adhesinasbbp
Count 11 3 14
Si
% within Adhesinasbbp 78,6% 21,4% 100,0%
Count 19 17 36
Total
% within Adhesinasbbp 52,8% 47,2% 100,0%
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Chi-Square Tests

Anexo

Value df Asymp. Sig. (2- | Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 6,116° 1 ,013
Continuity Correction® 4,539 1 ,033
Likelihood Ratio 6,406 1 ,011
Fisher's Exact Test ,019 ,015
N of Valid Cases 36
a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 6,61.
b. Computed only for a 2x2 table
Risk Estimate
Value 95% Confidence Interval
Lower Upper
Odds Ratio for
Adhesinasbbp (NO / SI) /199 093 730
For cohort Grupos = NO ,463 ,250 ,858
For cohort Grupos = SlI 2,970 1,038 8,500
N of Valid Cases 36
Adhesina ebpS
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
AdhesinasebpS * Grupos 36 100,0% 0 0,0% 36 100,0%
Adhesinasebp$S * Grupos Crosstabulation
Grupos Total
NO SI
Count 4 8 12
NO
% within AdhesinasebpS 33,3% 66,7% 100,0%
AdhesinasebpS
Count 15 9 24
! % within AdhesinasebpS 62,5% 37,5% 100,0%
Count 19 17 36
Total
% within AdhesinasebpS 52,8% 47,2% 100,0%
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Chi-Square Tests

Anexo

Value df Asymp. Sig. (2- | Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square 2,731° ,098

Continuity Correction® 1,686 ,194

Likelihood Ratio 2,764 ,096

Fisher's Exact Test ,158 ,097
N of Valid Cases 36

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 5,67.

b. Computed only for a 2x2 table

Risk Estimate
Value 95% Confidence Interval
Lower Upper

Odds Ratio for

AdhesinasebpS (NO / SI) s o eEE

For cohort Grupos = NO ,533 ,226 1,258

For cohort Grupos = SlI 1,778 ,925 3,417

N of Valid Cases 36
Enterotoxina sem

Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
N Percent N Percent N Percent
semo * Grupos 36 100,0% 0 0,0% 36 100,0%

semo * Grupos Crosstabulation

Grupos Total
NO Sl
Count 4 15 19
NO
% within semo 21,1% 78,9% 100,0%
semo
Count 14 3 17
Sl
% within semo 82,4% 17,6% 100,0%
Count 18 18 36
Total
% within semo 50,0% 50,0% 100,0%
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Chi-Square Tests

Anexo

Value df Asymp. Sig. (2- | Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 13,486° 1 ,000
Continuity Correction® 11,146 1 ,001
Likelihood Ratio 14,506 1 ,000
Fisher's Exact Test ,001 ,000
N of Valid Cases 36

a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 8,50.

b. Computed only for a 2x2 table

Risk Estimate

Value 95% Confidence Interval
Lower Upper

Odds Ratio for semo (NO /

,057 ,011 ,302
Sl)
For cohort Grupos = NO ,256 ,(104 ,628
For cohort Grupos = Sl 4,474 1,561 12,820
N of Valid Cases 36
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