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INTRODUCCION: La rinosinusitis cronica (RSC) es la inflamacién sintomatica de la nariz y senos
paranasales con duracién > 12 semanas. Staphylococcus aureus es el patégeno bacteriano mas
frecuente en RSC. Pseudomonas aeruginosa, es la bacteria gram negativa mas encontrada,
ambas productoras de biofilms. Quinolonas y penicilinas son antibi6ticos utilizados para
tratamiento de RSC, su resistencia es multifactorial, por produccion de betalactamasas o
mediante una o varias mutaciones genéticas. Las betalactamasas de amplio espectro mas
importantes son: TEM y SHV, actualmente CTX-M ha sido la principal.

OBJETIVO: Identificar mutaciones relacionadas a resistencia de betalactamicos y quinolonas en
bacterias productoras de biofilms (Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa) en
pacientes con rinosinusitis cronica.

METODOS: Durante el periodo de mayo a julio de 2016 se identificaron pacientes mayores de 18
afios en la consulta externa del Servicio de Otorrinolaringologia y Cirugia de Cabeza y Cuello
con diagnéstico de RSC, que no mejoraron posterior a tratamiento médico. Se tomé muestra via
endoscépica de meato medio, se cultivd y se identificd Staphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa productora de biofilms, se les realiz6 extraccién de ADN con técnica de tiocinato de
guanidina, se amplificaron genes de betalactamasas SHV, TEM y CTX-M.

RESULTADOS: 14 muestras, 8 pacientes femeninos y 6 masculinos. Se aislaron 5 muestras
(35.72%) con Staphylococcus aureus y dos (14.28%) con Pseudomonas aeruginosa. Se
detectaron dos cultivos positivos a betalactamasas tipo CTX-M, asi como 7 cultivos con SHV. No
se logré amplificar betalactamasas TEM. No se identificaron bacterias con resistencia a
qguinolonas. Los porcentajes mas altos de resistencia fueron a ampicilina y amoxicilina con acido
clavulanico. Se obtuvieron 7 muestras con alta produccién de biofilms y 7 con baja.
CONCLUSIONES: Se identificaron mutaciones relacionadas a resistencia de betalactdmicos por
la produccién de betalactamasas en bacterias productoras de biofilms. No se identificaron
mutaciones relacionadas a resistencia de quinolonas en bacterias productoras y no productoras
de biofilms de pacientes con rinosinusitis cronica.

PALABRAS CLAVE: rinosinusitis crénica, biofilms, resistencia antibiotica.



ABSTRACT

BACKGROUND: Chronic rhinosinusitis (CRS) is a symptomatic inflammation of the nose and
paranasal sinuses for 12 weeks or more. Staphylococcus aureus is the most frequent bacteria in
CRS; Whithin gram-negative bacteria, Pseudomonas is the most common, both of them, biofilm
producers. The antibiotics usually used for treatment are quinolones and penicillin. Beta
lactamase production or genetic mutations are factors for antibiotic resistance, which is
multifactorial. The most important broad spectrum beta-lactamases are TEM and SHV, currently
CTX-M is the principal.

OBJECTIVE:.To identify mutations related to resistance for beta-lactams and quinolones in
biofilms producing bacteria (Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa) in Patients
with chronic rhinosinusitis.

METHODS: During May to July 2016, patients over 18 years old were identified in the outpatient
department of Otorhinolaryngology and Head and Neck Surgery with CRS who did not improve
after conventional medical treatment. A medium meatus sample was taken endoscopically. This
sample was grown and Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa producing biofilms
were identified, DNA extraction was practiced with thiocyanate guanidine technique, the
guinolone’s genes (gyrA, parC) and lactamase (SHV, TEM and CTX-M) were amplified.
RESULTS: Fourteen samples were obtained from 8 female patients and 6 male patients. In five
samples (35.72%) Staphylococcus aureus was identified and in two samples (14.28%)
Pseudomonas aeruginosa was found. Two beta-lactamasas type CTX-M positive cultures were
detected and seven cultures with SHV. No beta-lactamasa TEM was amplified. There were no
bacteria resistant to quinolonas. The higher percentage of resistant was to ampicillin and
amoxicillin with clavulanate. Seven samples were obtained with high production of biofilms and
the rest with low.

CONCLUSIONS: Mutations related to betalactamic resistance associed with beta-lactamases
production where identified in biofilm producing bacteria. No bacterial mutations related to
guinolone resistance where identified in patients with CRS.

KEY WORDS: Chronic rhinosinusitis, biofilms, antibiotic resistance.

INTRODUCCION

La rinosinusitis cronica (RSC) se define operativamente como una inflamacién sintomética de la
nariz y senos paranasales con duraciéon > 12 semanas con sintomas sin resolucién completa del
cuadro clinico. Los criterios diagndsticos de rinosinusitis cronica son: >12 semanas de dos 0 mas
de los siguientes signos y sintomas: drenaje mucopurulento (anterior, posterior o ambos),
obstruccién nasal (congestion), plenitud, presién o dolor facial e hiposmia. Se debe acompafiar

de inflamacién que se documente por uno 0 mas de los siguientes hallazgos: moco purulento (no



claro) o edema en el meato medio o regién etmoidal, pdlipos en cavidad nasal o meato medio,
imagen radiogréafica que muestre inflamacién de senos paranasales. Se enfatiza fuertemente en
gue el diagnéstico de RSC no puede ser basado sélo en signos y sintomas, también requiere
evidencia de inflamacién rinosinusal. Con los signos objetivos de inflamacion se incrementa la
precision del diagnéstico para RSC y sirve para limitar el diagnéstico injustificado (1-5).

La rinosinusitis es una de las enfermedades ma&s comunmente diagnosticadas en Estados
Unidos y por lo tanto, un problema de salud importante. M&s de 30 millones de personas sufren
de RSC, presenta una prevalencia anual de 13 a 16% que ha ido aumentando y es una de las
enfermedades crénicas mas cominmente reportadas en Estados Unidos, més prevalente que el
asma, enfermedades cardiacas, diabetes o cefalea; la prevalencia es mayor en mujeres, con una
relacion mujeres/hombres de 6:4 (2, 4). En México no existe una cifra exacta, ya que no existen
datos poblacionales actualizados, sin embargo, de acuerdo al anuario de morbilidad 1984-2014
de la direccion general de epidemiologia, las infecciones respiratorias agudas representan el
primer lugar de causa de enfermedad nacional en todos los grupos de edad, asi como el primer
lugar de enfermedades a nivel nacional reportadas por institucion de salud durante el 2014 (6).
No existen datos de infecciones nasosinusales cronicas en nuestro pais.

En cuanto a las bacterias presentes en RSC, se ha encontrado que Staphylococcus aureus es el
patégeno bacteriano méas frecuentemente presente. Este puede residir dentro de las células
epiteliales nasales y puede formar biofilms, lo que ayuda a establecer la cronicidad de la
enfermedad (1, 4). Dentro de bacterias Gram negativas, la principal es Pseudomonas
aeruginosa. Otras bacterias presentes en pacientes con RSC son Corynebacterium,
Staphylococcus coagulasa negativo, Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae y
Moraxella catarralis (2, 7, 9).

Uno de los mecanismos propuestos para generar cronicidad por Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa es la formacién de biofilms. Los biofilms son estructuras altamente
organizadas con bacterias dentro de una matriz extracelular. Esta matriz protege contra maltiples
sistemas de defensa como anticuerpos, fagocitos y sistema de complemento, haciéndolo hasta
1,000 veces mas resistente al tratamiento cuando se compara con plancton. Ademas los biofilms
facilitan la comunicacion e intercambio interbacteriano de informacién genética via plasmido para
promover la variabilidad y mutaciones adaptativas, como la resistencia antimicrobiana. Estos
factores, ademéas de los gradientes nutricionales intrinsecos que se integran en la matriz de
biofilms, minimizan el impacto de factores ambientales estresantes y promueven la viabilidad
bacteriana, que puede contribuir a persistencia de infecciébn a pesar tratamientos antibi6ticos
prolongados (1, 2). Las bacterias productoras de biofilms més encontradas en pacientes con
RSC son Staphylococcus aureus y bacterias Gram negativas siendo la principal Pseudomonas
aeruginosa. Muchas otras especies implicadas en la produccion de biofiims son Haemophilus

influenzae, Streptococcus pneumoniae y Moraxella catarralis (2, 7-9).



Recientemente, la resistencia se ha incrementado por el extenso e inapropiado uso de los
antibiéticos (10). Las quinolonas son antibiéticos potentes de amplio espectro, cominmente
utilizados para el tratamiento de RSC, la resistencia a estos antibidticos es multifactorial y puede
ser mediante una o varias mutaciones de genes blanco, aumentando la produccién de bombas
de eflujo de resistencia a multiples fArmacos, modificando enzimas o proteinas de proteccion.
Los aislamientos clinicos de bacterias resistentes a quinolonas han surgido rapidamente y datos
recientes han demostrado que la resistencia a este tipo de antibiéticos puede tener diversos
impactos, dependiendo de la especie y del estado del hospedero (11). Las fluoroquinolonas son
inhibidores potentes de las topoisomerasas tipo Il bacterianas, que son enzimas esenciales
involucradas procesos celulares clave, incluyendo la replicacion del ADN (12-14). En las
bacterias, el ADN cromosémico permanece en un estado condensado muy compacto, esto se
debe a una torsién en las hélices del ADN, proceso conocido como super enrollamiento, lo que le
da la capacidad al ADN bacteriano de existir en un estado condensado en el que el ADN puede
ser condensado en super enrollamientos compactos permitiendo que una gran cantidad de ADN
sea empaquetado en la célula (15, 16). El super enrollamiento puede ser positivo o negativo y
esto describe la direccion en la que la torsion ha ocurrido, en sentido de las manecillas del reloj o
en contra de las manecillas del reloj. Dentro de la célula, el grado de super enrollamiento es
controlado por enzimas que trabajan en contra del super enrollamiento del ADN, ya sea positiva
0 negativamente. La topoisomerasa | y la topoisomerasa |l trabajan de forma opuesta para
controlar el nivel de enrollamiento dentro del ADN. La topoisomerasa | reduce el numero de
super enrollamiento negativos. En contraste, la topoisomerasa Il introduce super enrollamientos
negativos, lo cual desenrolla un ADN sobre enrollado a un estado relajado (15). El grado de
super enrollamiento es cambiante de acuerdo a estrés ambiental, etapa de crecimiento y proceso
celular (15-18). ElI cambio en el grado de enrollamiento dentro de la célula altera una gran
cantidad de procesos celulares y muchos genes se expresan de forma diferente en respuesta a
estos cambios. El resultado en la alteracién del super enrollamiento puede tener grandes
consecuencias fenotipicas. Las enzimas ADN girasa y ADN topoisomerasa IV son enzimas
topoisomerasa Il que incluyen dos copias de cada una de cualquier subunidad GyrA y GyrB o
ParC y ParE, respectivamente. Aunque ambas enzimas relajan positivamente el saper
enrollamiento del ADN, s6lo la ADN girasa puede introducir super enrollamientos negativos en el
ADN relajado (15).

El mecanismo de accion de las quinolonas tiene como blanco a la ADN girasa y a la
topoisomerasa |V, inhiben el control de super enrollamiento dentro de la célula lo que dafa la
replicacion del ADN y a mayores concentraciones causan la muerte celular (19-21). La ADN
girasa y la topoisomerasa IV como principal blanco de quinolonas varia de acuerdo a la especie
bacteriana, sin embargo se puede generalizar de la siguiente manera, el principal blanco de

bacterias Gram negativas es ADN girasa y el principal blanco de microorganismos Gram



positivos es topoisomerasa IV. El mecanismo més comdn de resistencia a quinolonas es por
mutacién en uno o més de los genes que codifican los blancos primarios y secundarios de estos
farmacos, las topoisomerasas tipo Il (gyrA, gyrB, parC y parE). La regién donde surge la
mutacién en estos genes que codifican resistencia a las quinolonas es una secuencia de ADN
corta conocida como region determinante de resistencia a quinolonas (QRDR, por sus siglas en
inglés) (22, 23). Las mutaciones en QRDR de estos genes, resultan en sustitucién de
aminoacidos, alteracién en la estructura proteica blanco y subsecuentemente en la alteracion de
la afinidad de unién de la enzima a la quinolona, llevando a resistencia al farmaco (24, 25). Las
mutaciones primarias en QRDR a menudo involucran la sustitucién en el gen gyrA dentro del
codén 83 (serina—leucina) para organismos Gram negativos o sitios anélogos dentro del gen
parC para organismos Gram positivos. Estas mutaciones alteran la estructura blanco y reducen
la eficiencia de unién de las quinolonas (11).

En cuanto a betalactamasas, en 1940 una enzima producida por Escherichia coli mostr6 que
destruia la capacidad de las penicilinas para matar bacterias (26). Este primer reporte de
actividad de betalactamasas ocurrié antes del amplio uso de las penicilinas, demostrando la
actividad de enzimas para la inactivacién de betalactamicos en el medio ambiente. Estas
enzimas tienen la habilidad de hidrolizar los enlaces quimicos que distingue a los antibidticos
betalactamicos de otros agentes antibacterianos, haciendo asi incapaces a las moléculas de
matar a las bacterias. En la actualidad se han identificado mas de 890 tipos de betalactamasas
presentes naturalmente en aislados bacterianos (27, 28). Las penicilinasas comunes incluyen a
la enzima SHV-1 en Klebsiella pneumoniae y la betalactamasa TEM-1 encontrada en Neisseria
gonorrheae (29) y Haemophilus influenzae (30). Estas dos enzimas son muy prevalentes y
facilmente inhibidas por el 4cido clavulanico, sulbactam y tazobactam (31). Las betalactamasas
de amplio espectro fueron identificadas inicialmente como variantes de betalactamasas comunes
(SHV-1 y TEM-1), generalmente diferenciadas solo por uno o dos aminoacidos. Los genes que
codifican para estas enzimas se encuentran generalmente en plasmidos que confieren
resistencia a multiples clases de antibiéticos y que son facilmente transferibles entre las especies
(32). Estas betalactamasas de amplio espectro aun se asocian a brotes importantes de
resistencia a betalactdmicos, sin embargo las primeras variantes de SHV y TEM han sido
reemplazadas por la familia de CTX-M, las cuales fueron identificadas a principios de 1990 en
Europa y Sudamérica (33, 34). En una década las betalactamasas CTX-M predominaron como
betalactamasas de amplio espectro en muchos centros médicos (35-37).

La resistencia bacteriana adquirida a betalactamicos esta ligada a la produccién de
betalactamasas y representa el principal mecanismo de resistencia. Las betalactamasas mas
importantes son penicilinasas, betalactamasas de amplio espectro y carbapenemasas. Las
penicilinasas proveen resistencia a carboxipenicilinas, ureidopenicilinas y sensibilidad a

ceftazidima, cefepime, imipenem e inhibidores de betalactamasas. Las betalactamasas de



amplio espectro, representan betalactamasas que hidrolizan a cefalosporinas de amplio
espectro, monobactamicos y que no se afectan por inhibidores de betalactamasas y
carbapenemasas. Las betalactamasas de amplio espectro mas importantes son: TEM, SHV,
PER y VEB. Hasta el afio 2000 las betalactamasas de amplio espectro fueron TEM y SHV,
frecuentemente asociadas a infecciones nosocomiales. A partir de este mismo afio, CTX-M ha
sido la principal y con mayor propagacion (38).

El tratamiento de la RSC generalmente involucra terapia farmacoldgica, con cirugia reservada
para aquellos pacientes en quienes sus sintomas persistan después de un tratamiento médico
convencional. El tratamiento médico convencional de acuerdo a la guia de préactica clinica de
nuestro pais y a la guia de practica clinica de la academia americana de otorrinolaringologia y
cirugia de cabeza y cuello es: amoxicilina o amoxicilina y clavulanato (90mg/kg/dia, dividido en 2

dosis) como primera linea, durante 4 a 6 semanas (1-3, 39, 40).

En éste trabajo realizamos un estudio descriptivo, prospectivo, observacional y transversal con el
objetivo de identificar mutaciones relacionadas a resistencia de betalactdmicos y quinolonas en
bacterias productoras de biofilms (Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa) en

pacientes con rinosinusitis cronica.

METODOS

Durante el periodo de mayo a julio de 2016 se identificaron pacientes masculinos y femeninos,
mayores de 18 afios en la consulta externa del Servicio de Otorrinolaringologia y Cirugia de
Cabeza y Cuello provenientes de centros de salud, referidos de otro hospital, servicio de
urgencias o que solicitaron consulta de primera vez. Los pacientes cumplieron con los criterios
diagndsticos de RSC, no mejoraron clinicamente posterior a tratamiento médico convencional y
no recibieron tratamiento antibidtico tépico o sistémico siete dias previos a la toma de muestra
para cultivo. Se les informé del protocolo de investigacion y firmaron consentimiento informado,
se tomé una muestra de rinorrea con hisopo estéril, modelo BBLTM CultureSwabTM, marca BD,
bajo vision con endoscopio estéril, rigido de 0 grados de 4mm x 17.5mm, proveniente del meato
medio de la nariz (cualquiera de las dos fosas nasales) y se envi6 a laboratorio para su siembra
y cultivo. Se identificaron cepas bacterianas a las cuales se les determind sensibilidad y
resistencia con el método de Concentracibn Minima Inhibitoria. Posteriormente las cepas se
almacenaron a -80°C en una suspension de caldo infusion cerebro corazén-glicerol 50% hasta

que fueron utilizadas.
Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizé con técnica de tiocinato de guanidina descrita por Pitcher, et al.,

1989 (47). EI ADN cromosémico se utilizd para determinacion de genes de resistencia a
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penicilina amplificando los genes gyrA y parC, y se determiné presencia de mutaciones
puntuales para el gen gyrA en las posiciones: Ser-83-Leu; Asp-87-Asn o Tyr; y para el gen parC:
Ser-80-Arg o lle; Glu-84-Lys o Val. Para identificar el gen gyrA se llevé a cabo una PCR que
amplificé un producto de 344 pb. Se utilizaron iniciadores 5-CTCCTCCCAGACCAAAGACA-3'y
5'-TCACGACCGATA CCACAGCC-3'. Para identificar el gen parC, se realiz6 PCR utilizando los
iniciadores, 5- AAACCTGTTCAGCGCCGCATT- 3' y 5-GTGGTGCCGTTAAGCAAA- 3, para

amplificar un fragmento de 188 pb.

Purificacion de productos de amplificacién y secuenciacion de ADN

Los productos de amplificacion se purificaron utilizando el sistema comercial QIAquick. Cada
producto amplificado fue secuenciado en ambos sentidos mediante el método Taq FS Dye
Terminator Cycle Sequencing Fourescence-Based Sequencing, utilizando el equipo Perkin
Elmer/Applied Biosystems Modelo 3730. Las secuencias de ambas cadenas de los productos de
PCR se alinearon y se obtuvo una secuencia consenso. La secuencia de nucleétidos se comparé
con la base de datos del GenBank para buscar la homologia y determinar la variante genética
mediante el sistema Blastn. Los porcentajes de similaridad entre las secuencias se determinaron
mediante el uso del National Center of Biotechnology Information (NCBI). La alineacion se realizé
por medio del programa Vector NTI.

Para determinar el tipo de betalactamasa presente en las cepas se amplificaron los genes
blaSHV, blaTEM y blaCTX-M utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para el
gen blaSHV se utilizaron los iniciadores 5-ATGCGTTATATTCGCCTGTG-3' y 5'-
TTGTTATTCGGGCCAA-3' que amplificaron un producto de 723 pb, para el gen blaTEM se
emplearon iniciadores 5-AAACGCTGGTGAAAGTA-3' y 5-AGCGATCTGTCTAT-3' para
amplificar un producto de 717 pb y para el gen el blaCTX-M se utilizaron los iniciadores 5'-
CGCTTTGCGATGTGCAG-3' y 5-ACCGCGATATCGTTGGT-3' para amplificar un producto de
550 pb.

Ensayo de produccidn de biofilms en microplaca de 96 pozos

Del cultivo inicial se realizé una dilucion de 1:100 en el medio BHI-TT y se tomaron 100ul, se
transfirieron por triplicado a una microplaca de polivinil de 96 pozos de fondo en U. Se incubaron
a 37°C durante 48 horas, se removieron las células plancténicas mediante decantacién y se
realizaron tres lavados sumergiendo la microplaca en agua destilada estéril. Posteriormente se
adicionaron 125ul de cristal violeta al 0.1% durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después
se removié el excedente de colorante mediante dos lavados. A la microplaca se le agregaron 200
ul de etanol al 95% durante 15 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se transfirieron 125
ul de etanol y el biofilm tefiido a otra microplaca estéril de fondo plano en donde se efectud la

lectura en espectrofotdmetro a una densidad 6ptica de 630 nm de absorbancia, con la finalidad
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de evidenciar la formacién de biofilms. Se incluyeron como cepas control Escherichia coli DH5-a
y Pseudomonas aeruginosa 27853, se tomaron como referencia sus valores de produccién de
biofilms, Escherichia coli DH5-a como productor débil y Pseudomonas aeruginosa 27853 y

Staphylococcus aureus como productor fuerte.

RESULTADOS

Se obtuvieron 14 muestras procedentes de 8 pacientes femeninos y 6 masculinos, con un
promedio de edad de 44 afios, con un minimo de 19 afios hasta 65 afios como méaximo. No se
presentaron complicaciones en ningln paciente durante o posterior a la toma del cultivo. Se
lograron aislar 5 muestras (35.72%) con Staphylococcus aureus y dos muestras (14.28%) con
Pseudomonas aeruginosa, sin embargo 3 muestras (21.42%) presentaron Klebsiella
pneumoniae. Staphylocuccus epidermidis, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis y
Aeromonas hydrophila estuvieron presentes en una muestra cada uno (7.14%/cu). En total, en el
50% se aislaron bacterias gram positivas (Staphylococcus) y 50% bacterias gram negativas.

Se detectaron dos cepas de Klebsiella pneumoniae (muestra 2 y 11) positivas a betalactamasas
de espectro extendido tipo CTX-M (Figura 1), asi como 7 cepas con presencia de
betalactamasas de espectro extendido tipo SHV, de estas, 3 cepas fueron Klebsiella
pneumoniae, 2 cepas Pseudomonas aeruginosa, una cepa Enterobacter cloacae y otra
Aeromonas hydrophila (Figura 2). Por otro lado, no se logré6 amplificar la betalactamasa tipo
TEM.

1000 pb

550 pb —_— P g(s)gglt:

e -
Figura 1. Amplificacién de un producto de 550 pb de betalactamasas tipo CTX-M. Carril 1 y 2:

muestras positivas; Carril 3: control negativo; Carril 4: Marcador de peso molecular 1 kb plus
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Figura 2. Amplificacion de un producto de 723 pb de betalactamasas tipo SHV. Carril 1:

Marcador de peso molecular 1 kb plus; Carril 2-5: muestras positivas; Carril 6: control negativo.

No se identificaron cepas con resistencia a ciprofloxacino o alguna otra quinolona presente en
los ensayos de antibiograma, por lo que no se realiz6 la identificacion de mutaciones puntuales
en los genes gyrA y parC.

Los perfiles de resistencia ajustados a gram positivos y negativos fueron los siguientes
Amikacina (6 cepas sensibles y 1 resistente), Ampicilina (2 cepas sensibles y 11 resistentes),
Ceftriaxona (6 sensibles y 6 resistentes), Ceftazidima (4 sensibles y 3 resistentes), Cefazolina (1
sensibles y 5 resistentes), Ciprofloxacina (14 sensibles), Gentamicina (10 sensibles y 3
resistentes), Imipenem (7 sensibles), Meropenem (7 sensibles), Piperacilina-Tazobactam (4
sensibles y 3 resistentes), Trimetoprim—Sulfametoxasol (10 sensibles y 4 resistentes), Ertapemen
(4 sensibles), Doripemen (4 sensibles), Amoxicilina/Acido clavulanico (4 sensibles y 7
resistentes), Cefoxitina (3 sensibles y 4 resistentes), y Nitrofurantoina (12 sensibles y 1
resistente). Los porcentajes mas altos de resistencia en orden descendiente fueron ampicilina
con 78.57%, amoxicilina/acido clavuladnico con un 50%, ceftriaxona con 42%, cefazolina con
35%, cefoxitina y trimetoptim/sulfametoxazol con 28.57%, ceftazidima, gentamicina vy
piperacilina/tazobactam con 21.42%, amikacina y nitrofurantoina con 7.14%. Ciprofloxacino,
imipenem, ertapenem, meropenem, y doripenem fueron sensibles en todas las muestras (Figura
3).
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Figura 3. Perfil de resistencia ajustado a bacterias gram positivas y negativas.

Las cepas con mayor perfil de resistencia a betalactamasas fueron Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae y Aeromonas hydrophila, seguidas por las del
género Staphylococcus.

Valores de biopelicula después de ser cuantificados utilizando una densidad 6ptica (OD630)
nandémetros. Se utilizé una cepa control de biopelicula baja (E. coli DH5a), una cepa control de
S. aureus ATCC 29213 alta y una cepa control alta de P. aeuroginosa. Cada experimento se
repitié tres veces en experimentos independientes y se obtuvo un promedio de cada muestra
(Figura 4). 1.- 0,239000 (K. pneumoniae), 2.- 0,229000 (K. pneumoniae), 3. -0,265000 (E.
cloacae), 4.- 0,068000 (S. aureus), 5.- 0,062000 (S. aureus), 6.- 0,063500 (E. faecalis), 7.-
0,251000 (P. aeruginosa), 8.- 0,082000 (S. aureus), 9.- 0,057000 (S. saureus), 10.- 0.04000 (S.
aureus), 11.- 0,263700 (K. pneumoniae), 12.- 0,063900 (S. epidermidis), 13.- 0,258000 (P.
aeruginosa), 14.- 0,175000 (A. hydrophila), S. aureus: 0,131000, E. coli: 0,062000 y P.
aeruginosa: 0,414000 (Figura 5). De acuerdo a los valores de los controles y las muestras
clinicas se obtuvieron 7 muestras con alta produccion de biopelicula (muestras 1, 2, 3, 7, 11, 13

y 14). Las restantes muestras fueron productoras bajas de biopelicula (4, 5, 6, 8,9, 10y 12).
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Figura 4.- Produccion de biopelicula en placas de poliestireno tefiida con cristal violeta al 0.1%.

Pocillos de fondo en U, los tres primeros pozos pertenecen a la muestra 5 productora baja de
biopelicula, los tres siguientes pozos pertenecen a la muestra 7 productora alta de biopelicula.
Los dos ultimos pozos son controles de medio de cultivo (control negativo). Las flechas negras
indican la baja y alta produccién de biopelicula, respectivamente.
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Figura 5. Produccion de biopelicula en placa de poliestireno cuantificada por espectrofotometria
(OD630). Como control de cepa alta productora se incluyé a S. aureus ATCC 29213 y P.
aeruginosa y como cepa baja productora a E. coli DH5.
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DISCUSION

Tratandose de nuestro hospital, la muestra obtenida fue representativa, sin embargo existen
otros estudios en los que esta es més grande, haciéndolos por ende de mayor impacto. Nuestra
poblacién al igual que la literatura arroj6 al sexo femenino como predominante en padecer
rinosinusitis crénica, en la misma proporcion.

El estudio se disefid para evidenciar las causas de resistencia a antibidticos de las bacterias
gram positivas y negativas en pacientes con rinosinusitis crénica, en nuestro estudio
predominaron Staphylococcus aureus entre los gram postiivos, sin embargo, aislamos otras
bacterias resistentes a los antibigticos, que consideramos que también es importante reportarlas.
Las bacterias aisladas de nuestros pacientes, a diferencia de lo reportado, fueron diversas,
teniendo a Staphylococcus aureus como principal bacteria aislada, representado el 35.72%,
seguida de Klebsiella pneumoniae en un 21.42% y Pseudomonas aeruginosa, la cual se
encontré presente en 14.28% de las muestras. Esto coloca a Klebsiella pneumoniae como
principal bacteria gram negativa presente en nuestra poblacién, lo que difiere con lo reportado
por Thanasumpun y Batra quienes en 2015 mediante técnicas similares en recoleccion de
muestra reportaron en segundo lugar de frecuencia a Staphylococcus aureus, pseudomonas
aeruginosa en quinto lugar y no aislaron Klebsiella pneumoniae. Foreman en su estudio de 50
pacientes reporta a Staphylococccus aureus como principal bacteria aislada, al igual que la
mayoria de autores en distintos estudios quienes reportan a esta Ultima bacteria como la mas
frecuentemente encontrada.

Chen reporté que el 54.2% de sus muestras present6 formacién de biofilms, lo cual concuerda
con lo obtenido por nosotros, en donde el 50% de nuestras bacterias lo produjeron, sin embargo
no hace mencién cuantitativa de la biopelicula formada por cada cepa bacteriana aislada, ya que
utilizé un método cualitativo para determinar su presencia (microscopia electronica). Entendiendo
gue la alta o baja produccion de biopelicula es significativa en la respuesta al tratamiento de los
pacientes, consideramos que es importante su determinacion y reporte.

Las cepas aisladas por nosotros no mostraron resistencia a ciprofloxacino ni a otro tipo de
qguinolonas, a aminoglucésidos mostraron baja resistencia, pero si mostraron resistencia a
antibiéticos betalactamicos, principalmente penicilinas y cefalosporinas, arrojando a ampicilina y
amoxicilina con é&cido clavulanico como los antibidticos con mas porcentaje de resistencia
(78.57% y 50% respectivamente).

Teniendo en cuenta que el tratamiento para rinosinusitis segin la guia de practica clinica de
nuestro pais y otras guias de manejo internacionales relevantes nos sugieren a amoxicilina con
acido clavulanico como primera linea de tratamiento, podemos considerar, en base en nuestro
estudio y al menos en nuestra poblacion, que en caso de falla, es adecuado el uso de

guinolonas, ya que no encontramos resistencias, y seguirlas considerando como segunda linea
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de tratamiento, tal como esta planteado en las guias. Esto se soporta también con otros estudios
antes realizados, en los que se evidencia la resistencia a los antibi6ticos.

Siete de las cepas presentaron betalactamasas tipo SHV y 2 cepas presentaron tipo CTX-M, no
hubo presencia de betalactamasas tipo TEM lo que en parte concuerda con lo encontrado en
otros estudios ya que CTX-M no se identific6 como la més frecuente.

Como se mencion6 antes, de las 14 muestras solo 7 presentaron alta produccién de biopelicula
mismas que fueron bacterias gram negativas, asi mismo estas mismas cepas fueron positivas a
betalactamasas (7 cepas a SHV y 2 cepas a CTX-M), lo que potencia y explica la resistencia al
tratamiento; mientras que en los gram positivos (Staphylococcus) se encontré en nuestro estudio

resistencia a amoxicilina con acido clavulanico en 40% con menor produccién de biofilms.

CONCLUSIONES

» En pacientes con rinosinusitis crénica con falla al tratamiento inicial, se identificaron
mutaciones relacionadas a resistencia de betalactAmicos por la produccién de
betalactamasas, siendo principalmente SHV, en bacterias también productoras de
biofilms.

* No se identificaron mutaciones relacionadas a resistencia de quinolonas en bacterias
productoras y no productoras de biofilms en pacientes con rinosinusitis cronica.

« Es de suma importancia obtener una muestra mayor, y mantener actualizada la
bacteriologia y el patron de resistencias prevalentes, para confirmar las
recomendaciones plasmadas en las guias de practica clinica; este estudio apoya la
recomendacioén actual.

» Staphylococcus aureus continla siendo la bacteria mas aislada en pacientes con
rinosinusitis cronica, sin embargo no se deben descartar otras bacterias, principalmente
del grupo de las gram negativas.

» Para tener una mejor respuesta clinica en nuestros pacientes se debe estandarizar la
toma de cultivo y antibiograma en pacientes que no respondan al tratamiento médico

convencional.
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