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Deteccion de biopeliculas en tejido de amigdalas
y adenoides en pacientes con procesos infecciosos

crénicos y obstructivos

Detection of biofilms in tonsil and adenoid tissue in
patients with chronic and obstructive infectious processes.

Nadia B Villanueva-Ramos,* Alma R De la Mora-Fernandez,? Efrén R Rios-Burguefio,® Felipe de J Peraza-Garay*

Resumen

ANTECEDENTES: Una de las afecciones otorrinolaringolégicas mds frecuentes es la
relacionada con amigdalas y adenoides. La resistencia a antibidticos y cronicidad de
esta enfermedad pueden deberse a comunidades estructuradas de bacterias adheridas
a la superficie epitelial, conocidas como peliculas.

OBJETIVO: Analizar la existencia de biopeliculas en tejido adenoamigdalino de pa-
cientes con cuadros infecciosos o con cuadros obstructivos.

MATERIAL Y METODO: Estudio descriptivo, observacional, transversal y prospec-
tivo, en el que se analizé tejido obtenido de cirugias de pacientes con hipertrofia
adenoamigdalina, amigdalitis crénica o ambas, de agosto de 2014 a noviembre
de 2016; se determind la existencia de biopeliculas por histopatologia y variables
demograficas.

RESULTADOS: Se incluyeron 138 muestras de 73 pacientes (52.9%) masculinos y 65
(47.1%) mujeres, con edad media de 13.8 anos (intervalo: 2-62 afios). Las biopeliculas
se encontraron en 43.7% de los pacientes. Se relacioné la deteccién de biopeliculas
en cada proceso patoldgico, no se encontré diferencia estadisticamente significativa.
Se demostrd la existencia de biopeliculas en 96 muestras (69.6%) usando microscopia
de luz, de éstos, 65 pacientes (72.2%) fueron de padecimiento infeccioso y 31 pacien-
tes (64.6%) de enfermedad obstructiva (p = 0.438). No hubo diferencia significativa
entre la existencia de biopeliculas asociada con proceso adenoamigdalino infeccioso
u obstructivo.

CONCLUSIONES: Se demostrd la existencia de biopeliculas en 69.6% usando micros-
copia de luz y tres tinciones.

PALABRAS CLAVE: Amigdala palatina; amigdala faringea; biopeliculas; amigdalitis.
Abstract

BACKGROUND: One of the most frequent otorhinolaryngological conditions is related
to tonsils and adenoids. The resistance to antibiotics and chronicity that this disease
presents may be due to the presence of structured communities of bacteria adhered to
the epithelial surface, known as biofilms.

OBJECTIVE: To analyze the presence of biofilms in adenotonsillar tissue of patients
with infectious diseases or with obstructive symptoms.

MATERIAL AND METHOD: A descriptive, observational, cross-sectional and prospective
study was done in which tissue obtained postoperatively in patients with adenotonsi-
llar hypertrophy and/or chronic tonsillitis was included within the period from August
2014 to November 2016; the presence of biofilms was determined by histopathology;
demographic variables were also reported.

RESULTS: 138 samples were included, 73 patients (52.9%) were men and 65 women
(47.1%) with an average age of 13.8 years (range: 2-62 years). The biofilms were found
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in 69.6% of the patients, of these, 65 (72.2%) were of infectious pathology and 31
(64.6%) of obstructive disease (p = 0.438). Relating the detection of biofilms in each
pathological process, no statistically significant difference was found. The presence of
biofilms was demonstrated in 96 (69.6%) using light microscopy. There was no signi-
ficant difference between the presence of biofilms associated with adenoamigdaline

infection or obstructive process.

CONCLUSIONS: The presence of biofilms was demonstrated in 69.6% using light

microscopy and three stains.

KEYWORDS: Palatine tonsil; Pharyngeal tonsil; Biofilms; Tonsillitis.

ANTECEDENTES

Una de las enfermedades otorrinolaringolégicas
mas frecuentes es la relacionada con amigdalas
palatinas y adenoides; se estan volviendo créni-
cas y resistentes a los tratamientos antibidticos de
primera eleccion.! La administracién indiscrimi-
nada de antibiéticos puede ser un factor causal
de esta resistencia; sin embargo, ésta también
puede deberse a la existencia de biopeliculas.*?
El Centro para el Control y Prevencién de Enfer-
medades (CDCP) estima que incluso 65% de los
procesos infecciosos que afectan a los humanos
se asocian con biopeliculas bacterianas.* La
biopelicula se define como una comunidad es-
tructurada de bacterias contenida en una matriz
polimérica autoproducida, que esta adherida a
una superficie y es la forma méas comdn en la
que las bacterias existen en la naturaleza.’> Chole
y Faddis fueron los primeros en demostrar evi-
dencia anatémica de biopeliculas en enfermedad
crénica amigdalina, observandolas sobre todo
en las criptas de las amigdalas, aparecian como
grandes y densas acumulaciones de diferentes
bacterias.®

El objetivo de este estudio es detectar la exis-
tencia de biopeliculas en la superficie epitelial
de tejido amigdalino y adenoideo de pacientes

intervenidos quirdrgicamente, con diagnostico
de amigdalitis crénica o de hipertrofia adenoa-
migdalina, estudiando la prevalencia y relacion
de biopeliculas y estos procesos patolégicos, asi
como determinar si la existencia de biopeliculas
estd directamente relacionada con procesos in-
fecciosos o si también se encuentran en procesos
obstructivos de hipertrofia adenoamigdalina.

MATERIAL Y METODO

Estudio descriptivo, observacional, transversal y
prospectivo en el que se incluyeron todos los pa-
cientes que fueron intervenidos quirdirgicamente
de amigdalectomia con o sin adenoidectomia
por parte del servicio de Otorrinolaringologia del
Hospital Civil de Culiacén, con el diagnéstico de
amigdalitis crénica, hipertrofia adenoamigdalina
obstructiva o ambas, en el periodo comprendido
de agosto de 2014 a noviembre de 2016. El diag-
nostico de amigdalitis crénica se definié como
siete episodios de amigdalitis aguda en un afo,
cinco episodios en dos afios consecutivos o tres
episodios por afio durante tres afos consecutivos
con documentacién médica de padecer en cada
episodio dolor de faringe y uno o mas de los
siguientes: temperatura > 38.3°C, adenopatia
cervical o exudado amigdalino. El diagnéstico
de hipertrofia amigdalina se estableci6 utilizando
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los grados de hipertrofia de amigdala palatina
(0-4) y de hipertrofia adenoidea si el paciente
tenia obstruccién nasal, ronquido, respiracion
oral, voz hiponasal y radiografia lateral de cuello
con obstruccién de mds de 50% de la via aérea
por vegetacion adenoidea (radiografia solicita-
da en caso de sospecha clinica). Se incluyeron
pacientes sin edad especifica y de uno y otro
sexo. Se excluyeron los pacientes con sospecha
de malignidad y se eliminaron muestras no pro-
cesadas o en mal estado.

Las muestras quirtrgicas recolectadas se depo-
sitaron en botes de muestra tamano estandar en
formaldehido a 10%, marcadas como amigdalas
y adenoides y enviadas al servicio de Patologia
para su andlisis histopatolégico. El andlisis lo
realizaron dos patélogos. Mediante microscopia
de luz se utilizaron las tinciones hematoxilina
y eosina (HyE), acido peryddico de Schiff (PAS)
y tincion de Gram y se buscé la existencia o no
de biopeliculas de acuerdo con caracteristicas
establecidas por el departamento de Patologia;
se considerd positivo si se observaba minimo
en una tincién; no fue intencién del estudio
cuantificar la cantidad de biopelicula, se buscé
la existencia generalizada de microorganismos
en mucosa localizada sobre superficie epitelial.

Analisis estadistico

Se utilizo el paquete estadistico SPSS. Se usaron
medidas de tendencia central y de dispersién.
Se utilizé prueba c?, ANOVA de una via. Un
valor p <0.05 se consideré estadisticamente
significativo.

RESULTADOS

En el periodo establecido se programaron 187
cirugias relacionadas con amigdalas, adenoides
0 ambas, de éstas se eliminaron 33 por cance-
lacién de cirugia, 14 muestras no se procesaron
y 2 se excluyeron por sospecha de malignidad,

por lo que quedd un total de 138 muestras
que se incluyeron en este protocolo. Los datos
demograficos y los tipos de cirugia realizada se
muestran en el Cuadro 1.

Noventa pacientes (65.1%) tuvieron enfermedad
infecciosa y 48 pacientes (34.7%) obstructiva
(Cuadro 1). La media de edad de pacientes con
enfermedad infecciosa fue de 17.8 afios y con
afeccion obstructiva fue de 6.4 afos (p = 0.00).

Al comparar el proceso infeccioso u obstructi-
vo con los diferentes grados de hipertrofia de
amigdalina palatina, no se encontré diferencia
estadisticamente significativa (p = 0.105). La en-
fermedad que en su mayor parte se manifesté con
hipertrofia amigdalina grado | fue la infecciosa
(n=7,7.8%), la hipertrofia amigdalina grado II
se manifesté igualmente en su mayor parte en
enfermedad infecciosa (n = 26, 28.9%), el gra-

Cuadro 1. Aspectos demogréficos, tipo de cirugia y tipo de
enfermedad

Género Hombres: 73 (52.9%)
Mujeres: 65 (47.1%)

Amigdalectomia: 51 pacientes
(37%)

Adenoamigdalectomfa: 77 pacien-
tes (55.8%)

Adenoamigdalectomia + TV: 7
pacientes (5.1%)

Tipo de cirugia

Adenoidectomia + TV: 1 paciente
(0.7%)

Adenoidectomia + septoplastia: 1
paciente (0.7 %)

Adenoidectomia: 1 paciente
(0.7%)

Infecciosa: 90 pacientes (65.1%)

Obstructiva: 48 pacientes (34.7%)

Enfermedad

Tiempo de evolucién

- Infecciosa: 3.8 = 2.4
(anos)

Obstructiva: 3.0 + 1.9

TV: tubos de ventilacion.
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do de hipertrofia Il se manifest6 sobre todo en
proceso obstructivo (n = 25, 52.1%) y el grado
de hipertrofia IV se manifesté con mds frecuen-
cia en pacientes con enfermedad obstructiva
(n=15,31.2%).

La hipertrofia de adenoides se reporté en 79
pacientes (57.2%); en la enfermedad infecciosa
se manifesté en 34 pacientes (37.8%) y en la
obstructiva en 45 pacientes (93.8%; p = 0.000).

La hipertrofia de adenoides se manifesté con mas
frecuencia en los grados Il y IV de hipertrofia de
amigdalina palatina en 46.8 y 36.7%, respecti-
vamente (p = 0.00).

El tiempo de evolucién tuvo media de 3.8 afios
en pacientes con enfermedad infecciosa y 3 afos
en enfermedad obstructiva (p=0.035). Cuadro 1

Las biopeliculas se encontraron en 96 muestras
de las 138 analizadas (69.6%) independien-
temente de la tincién utilizada; de éstas, 65
(72.2%) fueron de enfermedad infecciosa y 31
(64.6%) de enfermedad obstructiva (p = 0.438).
Cuadro 2

Se encontraron biopeliculas con frecuencia
de 66 de los 138 pacientes (47.8%) utilizan-
do la tincion de hematoxilina-eosina, con la
tincion de PAS se detectaron biopeliculas en
44 pacientes (31.9%) y en 69 pacientes (50%)
utilizando la tincién de Gram. Al relacionar
la deteccion de biopeliculas en cada proceso
patolégico con las diferentes tinciones, no se
encontré diferencia estadisticamente signifi-
cativa (Cuadro 3).

Cuadro 2. Biopelicula segin enfermedad
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De acuerdo con el grado de hipertrofia de amig-
dala palatina, las biopeliculas se detectaron con
mas frecuencia en el grado Ill en 44 (45.8%)
muestras; sin embargo, no representd signifi-
cacion en comparacion con los otros grados
(p = 0.152). Cuadro 4

En 53 casos de hipertrofia adenoidea se detecta-
ron biopeliculas (p = 0.575). Cuadro 5

DISCUSION

Las biopeliculas existen desde épocas muy
remotas en todo el ambiente. En el ser humano
pueden condicionar la existencia y supervi-
vencia de microcolonias bacterianas que son
resistentes a tratamiento; esta resistencia puede
ser dada por su matriz polimérica autoproducida
y extracelular que las hace demasiado volumi-
nosas para ser fagocitadas siendo el sistema
inmunitario humoral incapaz de eliminarlo.”
Para su identificacién hay muchos métodos. Es
dificil que las biopeliculas bacterianas crezcan
en cultivos, por lo que la visualizacién directa
de éstos ha sido clave para su identificacion. El
estudio ideal para identificar las biopeliculas
es la microscopia electrénica y de barrido; sin
embargo, con técnicas mas simples y accesibles
puede buscarse la existencia de biopeliculas.**”#
Nuestro estudio recomienda hacer las tres tin-
ciones por muestra (hematoxilina-eosina, PAS y
de Gram), porque si se realiza por separado el
porcentaje de deteccién es menor. No hubo dife-
rencia significativa entre las tinciones utilizadas
para detectar biopeliculas. La tinciéon que mas
biopeliculas detect6 fue la de Gram (50%); sin
embargo, no tuvo un valor significativo para ser

Biopelicula 65/90, 72.2%

31/48, 64.6%

96/138, 69.6% 0.438



Villanueva-Ramos NB y col. Biopeliculas en tejido de amigdalas y adenoides '

Cuadro 3. Relacién entre tinciones y deteccion de biopeliculas

Padecimiento del paciente, niimero de pacientes

Hematoxilina-eosina 46 (69.7%) 20 (30.3%) 66 (47.8%) 0.371
PAS 30 (33.3%) 14 (29.2%) 44 (31.9%) 0.703
De Gram 46 (51.1%) 23 (47.9%) 69 (50.0%) 0.858

Tincion

Cuadro 4. Grado de hipertrofia amigdalina y deteccién de biopeliculas

Hlpertrofla amigdalina Sin biopelicula Biopelicula n

5 (11.9%) 4 (4.2%) 9 (6.5%)
1l 12 (28.6%) 0 (20.8%) 32 (23.2%)
1 18 (42.9%) 4 (45.8%) 62 (44.9%)
\% 7 (16.7%) 8 (29.2%) 35 (25.4%)
Total 42 96 138 0.152

Cuadro 5. Hipertrofia adenoidea y deteccién de biopeliculas

Hipertrofia adenoidea Sin biopelicula Biopelicula “

26 (61.9%) 53 (55.2%) 79 (57.2%)
No 16 (61.9%) 43 (44.8%) 59 (42.8)
Total 42 138 0.575

utilizada aisladamente (p = 0.858). En las Figu-
ras 1 a 3 se observan imagenes histoldgicas de
biopeliculas de acuerdo con la tincién utilizada.

En comparacién con bibliografia internacional,
la prevalencia de biopeliculas observadas en
este estudio fue similar a la reportada en otros
estudios (69.6% en este estudio vs 70% aproxi-
madamente reportado).®®

Pese a que las biopeliculas se observaron con
mas frecuencia en los procesos infecciosos, se
demostré que en enfermedad adenoamigdalina
obstructiva habia biopeliculas en aproximada-
mente 64% de los pacientes, no se encontré

diferencia estadisticamente significativa entre la
existencia de biopeliculas y el proceso patoldgi-
co asociado (p = 0.438); con lo que se descarta
que la existencia de biopeliculas condicione
un proceso infeccioso crénico porque también
se encontraron biopeliculas en procesos obs-
tructivos.

El grado de hipertrofia de amigdalas palatinas
puede estar relacionado con la existencia de
biopeliculas, lo que coincide con lo reportado
por Torretta y colaboradores,® quienes encontra-
ron que amigdalas palatinas mayores a grado I
de hipertrofia tienen mas posibilidad de tener
biopeliculas; para realizar esta comparacién en
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Figura 1. Fotografia en objetivo 10x con tincién de
Gram, se observa acumulacion de bacterias en la
superficie epitelial (flecha).

Figura 2. Fotografia en objetivo 10x con tincién PAS,
con acumulacién de bacterias en la superficie epitelial
(flecha).

nuestro estudio, se dividieron los grados I y Il en
un grupo y los grados Il y IV en otro y se encon-
tr6 que las biopeliculas se observaron con mas
frecuencia en el grupo de los grados Il y 1V (75%,
72 muestras; p = 0.073), mismos grados que se
aprecian con mas frecuencia en enfermedad
obstructiva, lo que afirma que las biopeliculas
también se encuentran en enfermedad obstruc-
tiva con frecuencia alta.

2019 enero-marzo;64(1)

Figura 3. Fotografia en objetivo 10x en tincién HyE,
se observa acumulacion de bacterias en la superficie
epitelial (flecha).

Un factor determinante en el proceso obs-
tructivo es la hipertrofia de adenoides.
Hall-Stoodley y Stoodley describieron que
las colonias de biopeliculas son capaces de
liberar células aisladas o en racimos peque-
fios y que éstas pueden fijarse a la superficie
de biopeliculas en formacién, lo que per-
mite la diseminacién de biopeliculas y esto
pudiera explicar la colonizacién de la amig-
dala adenoide (que se cree que actiia como
reservorio potencial bacteriano).’® En este
estudio, se detectaron biopeliculas en 55.2%
de los 79 pacientes que tuvieron hipertrofia
de adenoides. La enfermedad mas frecuente
concomitante en hipertrofia adenoidea fue la
obstructiva en 93.8%.

Algunos autores sugieren que las biopeliculas
bacterianas son parte de la flora microbiana
amigdalina y estan presentes en las amigdalas
clinicamente afectadas, pero se han encontrado
agregados de biopeliculas en pacientes sin ante-
cedente clinico adenoamigdalino, lo que puede
ser un proceso de vigilancia inmunolégica." En
este estudio no pudo compararse la existencia
de biopeliculas en sujetos sanos, porque sélo
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fueron intervenidos quirdrgicamente pacientes
con enfermedad.

En este estudio no pudo corroborarse que la
existencia de biopeliculas en tejido adenoamig-
dalino condiciona la cronicidad de procesos
infecciosos adenoamigdalinos, porque también
las manifiestan procesos obstructivos.

El uso de tinciones con microscopia de luz puede
ser una alternativa en la visualizacién de biope-
liculas y tiene ventajas de costo, accesibilidad
y de tiempo.

CONCLUSIONES

Se demostré la existencia de biopeliculas en
69.6% de las muestras usando microscopia de
luz y tres tinciones. Pese a que las biopeliculas
se detectaron con mas frecuencia en procesos
infecciosos (72.2 vs 64.6%), no hubo diferencia
significativa entre la existencia de biopeliculas
vinculadas con proceso adenoamigdalino in-
feccioso u obstructivo (p = 0.438), por lo que
se descarta la relacién directa de biopeliculas
con cuadros infecciosos adenoamigdalinos.
La microscopia de luz es una técnica barata y
accesible. Se recomienda hacer las tres tincio-
nes por muestra; si se realiza por separado, el
porcentaje de deteccion es menor; sin embar-
go, al no ser estadisticamente significativo, la
deteccién intencionada de biopelicula no se
recomienda en enfermedad adenoamigdalina.
Se necesitan mas estudios para demostrar que
la existencia de biopeliculas esté implicada en
la cronicidad y resistencia de amigdalitis.
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