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RESUMEN

La otitis media crénica (OMC) es un proceso inflamatorio en oido medio mayor a 3 meses cuyo
agente etiologico mas prevalente es Pseudomonas aeruginosa, seguido por Staphylococcus
aureus, Proteus spp, Klebsiella spp y Escherichia coli. El significado clinico de la resistencia
antibiotica y el papel de biofilms bacterianos en OMC son inciertos.

Objetivo: identificar mutaciones puntuales en genes cromosomales gyrA y parC de los
aislamientos bacterianos de otorrea de pacientes con OMC y determinar su produccién de biofilms
con el proposito de identificar factores de riesgo asociados a la falla al tratamiento médico.
Métodos: Se identificaron los aislamientos de bacterias Gram negativas de pacientes con OMC, se
extrajo ADN cromosomal, se determiné la presencia de genes de resistencia a quinolonas (gyrA 'y
parC), posteriormente se amplificaron estos genes y se compard sus secuencias de nucleétidos
con GenBank. Se determiné la produccién de biofilms de cada aislamiento. Se realiz6 un analisis
descriptivo.

Resultados: Se obtuvieron 12 aislamientos, 5 identificados como E. coli, 5 como P. aeruginosa y 2
como K. pneumoniae, el 50% presentaron resistencia a ciprofloxacino. El 58% present6
mutaciones en gyrA (posicién 87 y 83) y todos presentaron mutacion en parC (posicion 84). La
produccion de biofilm fue mayor en los pacientes con recaidas y en el grupo de las P. aeruginosa.
Conclusiones: La presencia de E.coli resistente a ciprofloxacino y con genes de resistencia gyrA
no implica falla en el tratamiento, cuando se aisla P. aeruginosa la produccion de biofilm puede

asociarse a falla en el tratamiento antibiético.



SUMMARY

Chronic otitis media is a middle ear inflammatory process that last more than three months, its main
etiologic agent is Pseudomonas aeruginosa, followed by Staphylococcus aureus, Proteus spp,
Klebsiella spp, and Escherichia coli. The role of antibiotic resistance and biofilm formation is
uncertain.

Objective: Identify punctual mutations in chromosomal genes gyrA and parC from the isolated
bacteria from otorrea from patients with this disease and to determine the biofilm formation in order
to identify risk factors associated with medical treatment failure.

Methods: Identification of bacteria from chronic otitis media otorrea, chromosomal DNA extraction,
identification of quinolone resistance gene (gyrA y parC), amplification of these gene and
comparison with GenBank. Determine the biofilm production of these bacteria. Descriptive analysis
was done.

Results: Twelve isolations were made, 5 identified as E. coli, 5 as P. aeruginosa, and 2 as K.
pneumoniae, half of them presented ciprofloxacin resistance. The 58% presented gyrA mutations
(87 and 83 position) and parC mutation was presented in every isolation(84 position). Biofilm
formation was higher in patients with clinical failure and in the P. aeruginosa group.

Conclusions: The presence of ciprofloxacin resistant E.coli with gyrA mutations does not imply
clinical failure. Isolation of P. aeruginosa and biofilm production may be associated with clinical

failure.
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Introduccioén

La otitis media crénica (OMC) es un proceso de inflamacion no resuelto en oido medio y mastoides
mayor a 3 meses. La OMC se clasifica en colesteatomatosa y no colesteamtomatosa. (1,2) Puede
estar activa o quiescente y la duracion de estos periodos varia en cada paciente.(1-4) Se
caracteriza por presentar secrecion persistente inicialmente no complicada, pero puede provocar
cambios irreversibles en la mucosa, tejido de granulacién, osteitis, petrositis, timpanosclerosis,
erosion osicular, laberintitis osificante e hipoacusia entre otras secuelas (1,3,5).

Los principales factores de riesgo para la desarrollar complicaciones por OMC son factores propios
del huésped como Diabetes Mellitus, desnutricién, inmunodeficiencia y tratamiento con algunos
medicamentos; y anatomia del hueso temporal como las variaciones en el grosor 6seo, aperturas
naturales y anatomia vascular. (1,3) Hay poca evidencia sobre factores propios de las bacterias
causantes.

BACTERIOLOGIA

La mayoria de los estudios muestran que Pseudomonas aeruginosa es el agente etioldgico mas
prevalente (40% al 60%), seguida de Staphylococcus aureus (10% al 20%). Otras bacterias
encontradas son Proteus spp, Klebsiella spp, Escherichia coli y Bacteroides.

En 2010 se publico un estudio sobre OMC realizado en Korea que reportdé que el 69% de la
poblacién padeci6 OMC no colestomatosa, 26% OMC colestomatosa y 4.9% no especificada, el
81% presentd crecimiento bacteriano en los cultivos. En el 25% de los cultivos creci6
Pseudomonas aeruginosa, 25% Staphylococcus aureus meticilino resistente, 19% Staphylococcus
aureus meticilino sensible, 13% Staphylococcus coagulasa negativa, 2% Providencia (9).

En el 2004 Arias-Mora et al, evaluaron a 60 pacientes con OMC en México y demostraron que la
infeccion por Pseudomonas aeruginosa representa mas del 50% de los patégenos obtenidos sus
cultivos. Concluyeron que la ciprofloxacino en solucién topica es similar en eficacia a la neomicinia-
polimixina-fluocinolona pero con menos riesgos (10).

El tratamiento médico de la OMC tiene como objetivo controlar la infeccion, estabilizar el proceso

inflamatorio para prevenir y detener el dafio irreversible y el desarrollo de complicaciones graves.
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El tratamiento local incluye aseo y aplicacion tépica de medicamentos. El tratamiento de eleccion
para controlar la otorrea no complicada es antibiético tépico (2,7).

Los medicamentos 6éticos por lo general contienen uno o mas antibiéticos (neomicinia, tobramicina,
gentamicina, polimixina B, ciprofloxacino y ofloxacino) con o sin esteroide, sin embargo la
diversidad de antibidticos en esta presentacion es limitada. En general se prefiere el uso de gotas
antibiéticas de baja ototoxicidad como las de fluoroguinolonas en pacientes con perforacion
timpanica. (2,3)

El significado clinico de la resistencia antibiética con la disponibilidad de los antibiéticos topicos es
incierto, ya que estos farmacos alcanzan altas concentraciones en oido. La alta concentracion en
oido puede sobrepasar a la concentracion minima inhibitoria. La concentraciéon del antibiotico
después de su aplicacion en la mucosa del oido medio es variable (7,8).

El tratamiento antibidtico oral generalmente no es efectivo para OMC, se reserva para las
infecciones agudas, es decir, una infeccion aguda en un “oido crénico”. En ocasiones se utiliza
tratamiento sistémico adyuvante como ciprofoxacino o levofloxacino con o sin clindamicina y
piperacilina con tazobactam.

El tratamiento quirdrgico esta indicado cuando el paciente cursa la fase de remisién, es decir,
después de tres a seis meses sin presentar otorrea. Los procedimientos quirirgicos consisten en
timpanoplastia y mastoidectomia simple.

La proximidad del oido medio al compartimento intracraneal eleva el riesgo de las complicaciones
infecciosas. Por lo que el tratamiento antibidtico efectivo es de suma importancia.

QUINOLONAS

Son antibiéticos de amplio espectro, tienen una excelente actividad contra la mayoria de los Gram
negativos. Su mecanismo de accién consiste en la inhibicion de la actividad de la subunidad A de
la girasa de ADN. Se considera bactericida. La solucion de ciprofloxacino en concentracién de 0.3
mg/mL, libre de propilenglicol, constituye una solucién antibiética Gtil para uso tdpico en pacientes
con infecciones cronicas del oido medio y secuelas en la membrana timpanica ya que alcanza

altas concentraciones.
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Las quinolonas tienen una actividad que depende de la concentracién. Las fluoroquinolonas son
muy activas frente a bacterias Gram negativas, siendo la mas potente la ciprofloxacino.

La resistencia a quinolonas ha sido un problema desde la introduccién del acido nalidixico hace
mas de 40 afos. Las quinolonas han tenido un uso indiscriminado que ha llevado a un aumento
creciente de la resistencia a estos antimicrobianos mediante diferentes mecanismos:
modificaciones en las dianas moleculares (Topoisomerasas tipo Il), disminucion de la
permeabilidad de membranas, expresion o sobre-expresién de sistemas de expulsiéon activa,
resistencia mediada por plasmidos y acetilacion.

BIOFILM

Los biofilms o biopeliculas se definen como comunidades de microorganismos que crecen
embebidos en una matriz de exopolisacaridos y adheridos a una superficie inerte o un tejido vivo.
Aunqgue la composicién del biofilm es variable en funcién del sistema en estudio, en general, el
componente mayoritario del biofilm es el agua, que puede representar hasta un 97% del contenido
total.

Normalmente los procesos infecciosos crénicos se asocian los biofilms bacterianos, como la OMC,
y se distinguen por una mala respuesta al tratamiento antibiético ya que no se logra eliminar por
completo a la bacteria. Esto se debe a que las bacterias del biofilm pueden ser hasta 1.000 veces
mas resistentes a los antibidticos que esas mismas bacterias crecidas en medio liquido.
Probablemente por la incapacidad o variabilidad de la penetracién del antibitico a través de la
matriz exopolisacaridica de la biopelicula.

La formacién de biofilm se ha demostrado en mucosa patégenos de mucosas, como P. aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae y Moraxella
catarrhalis. No todas las cepas de una especie forman biopelicula.

Michael Robert Lee et al, publicaron recientemente un estudio sobre la presencia de biofilms en 20
pacientes con OMC. Reportaron que los biofilms son estadisticamente mas frecuentes en
pacientes con OMC por lo que sugieren una patogenia importante.

RESISTENCIA ANTIMICROBIANA
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La caracterizacion genética cromosomal y la mediada por plasmidos de la resistencia a
antibidticos tépicos en otitis media crénica ha sido poco estudiada.

Anteriormente las quinolonas eran el farmaco de eleccion para tratar pacientes con infecciones por
Pseudomonas aeruginosa. Desde la aparicion y diseminacién de cepas de P. aeruginosa
resistentes a ciprofloxacino el uso de cefalosporinas antipseudomonas y carbapenem ha
aumentado, sin embargo adn no se han desarrollado presentaciones tdpicas de estos
medicamentos. La resistencia a los antibidticos cambia constantemente y en nuestro pais ain no
se ha descrito para OMC.

El uso tépico de fluoroquinolonas en padecimientos oftalmolégicos, especificamente en Ulceras
cornéales, aumenté la resistencia bacteriana del 5% al 12% en un afio (11). Se ha descrito que la
falta de absorcién sistémica tras la aplicacion topica de fluoroquinolonas y la capacidad de alcanzar
altas concentraciones en odio medio son razones por las que el uso de antibiético tépico produce
poca resistencia antimicrobiana, sin embargo en los Ultimos afios la resistencia antibiética de las
bacterias gram negativas ha incrementado notablemente a nivel mundial.

AUn no se ha descrito estudios de resistencia antibiética a nivel genético y biofilms en OMC, por lo
que el objetivo de este estudio es identificar las caracteristicas moleculares presentan las bacterias
Gram negativas resistentes a quinolonas aisladas de otorrea de pacientes con OMC,
especificamente la identificacion las mutaciones puntuales en los genes cromosomales gyrA y
parC; y determinar la produccién de biofilms de estas bacterias. Todo lo anterior con el propoésito

de identificar un factor de riesgo asociado a la falla al tratamiento médico.
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Métodos

Estudio

Se realiz6 un estudio descriptivo observacional y transversal. Se estudiaron los cultivos de
bacterias Gram negativas aisladas de pacientes con diagnéstico de OMC con otorrea provenientes
del Servicio de Otorrinolaringologia y Cirugia de Cabeza y Cuello, durante el periodo de abril a
junio de 2011. Se eliminaron muestras repetidas, muestras contaminadas y aquellas donde se
presentaron fallas en el procesamiento.

Las muestras se obtuvieron de pacientes con diagnostico de OMC, la identificacion de las cepas se
realizé en el Laboratorio Clinico, seccion Microbiologia, con el sistema automatizado MicroScan
WalkAway 96 Plus (Siemmens), asi como la sensibilidad y resistencia que se realizd por el método
de Concentracién Minima Inhibitoria, con el mismo sistema. Posteriormente las cepas seran
almacenadas a -80°C en una suspension de caldo infusion cerebro corazén-glicerol 50% hasta ser
utilizadas (15-17).

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizé con la técnica de tiocinato de guanidina descrita por Pitcher et al .,
(1989). ElI ADN cromosomal fue utilizado para determinacion de genes de resistencia a quinolonas
amplificando los genes gyrA 'y parC, y determinar la presencia o ausencia de mutaciones puntuales
para el gen gyrA en las posiciones: Ser-83-Leu; Asp-87-Asn 6 Tyr; y para el gen parC: Ser-80-Arg
0 lle; Glu-84-Lys 6 Val.

Para identificar el gen gyrA se llevé a cabo una PCR que amplific6 un producto de 344 pb. Se
utilizaron los iniciadores 5'-ctcctcccagaccaaagaca-3' y 5'-tcacgaccgataccacagcc-3'.

Para identificar el gen parC, se realizd una PCR utlizando los iniciadores, 5'-
aaacctgttcagcgcecegcatt-‘3 y 5’-gtggtgccgttaagcaaa-‘3, para amplificar un fragmento de 188 pb.
Purificacién de productos de amplificacion y secuenciacion de ADN

Los productos de amplificacion fueron purificados utilizando el sistema comercial QIAquick de
acuerdo a las condiciones del fabricante. Cada producto amplificado fue secuenciado en ambos
sentidos mediante el método Tag FS Dye Terminator Cycle Sequencing Fourescence-Based

Sequencing, utilizando el equipo Perkin EImer/Applied Biosystems Modelo 3730. Las secuencias
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de ambas cadenas de los productos de PCR fueron alineados, y se obtuvo una secuencia
consenso. La secuencia de nucleétidos fue comparada 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 fueron determinadas mediante el uso del
National Center of Biotechnology Information (NCBI). La alineacién se realizd por medio del
programa Vector NTI (15-17).

Ensayo de produccién 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° durante 48 h, una vez transcurrido este tiempo se removieron las células plancténicas
mediante decantacién y se realizaron tres lavados sumergiendo la microplaca en agua destilada
estéril. Posteriormente se adiciond 125ul de cristal violeta al 0.1% durante 10 min a temperatura
ambiente. Después se removio el excedente de colorante mediante dos lavados. A la microplaca
se le agregd 200ul de etanol al 95% durante 15 min a temperatura ambiente. Finalmente se
transfirié 125ul de etanol y la biopelicula tefiida a otra microplaca estéril de fondo plano en donde
se efectud la lectura en espectrofotometro a una densidad Gptica de 630 nm de absorbancia, con la
finalidad de evidenciar la formacién de biofilm. Se incluyé como cepas control la E. coli DH5-a y P.
aeruginosa 27853, se tomaron como referencia sus valores de produccién de biopelicula, la E. coli
DH5-a. como productor débil y la P. aeruginosa 27853 como productor fuerte.

Todos los pacientes recibieron ciprofloxacino tépico como tratamiento y se les recomendé cuidados
de oido seco, fueron reevaluados en un periodo de 4 a 6 semanas y se determiné clinicamente si

hubo mejoria o recaida.
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Estadistica

Se realizé un analisis descriptivo.
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Resultados

Se obtuvieron 12 aislamientos de bacterias Gram negativas provenientes de pacientes con el
diagndstico de OMC del Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez. En la tabla 1 se muestran las
caracteristicas demograficas de los pacientes con OMC.

La edad promedio de los pacientes evaluados fue 33 afios, la mayoria fueron hombres (9 de 12
pacientes). En cuanto a los antecedentes de riesgo para presentar OMC, 2 pacientes refirieron
padecer Diabetes Melitus, 2 pacientes Hipertension Arterial Sistémica, 2 jovenes presentaron
secuelas de labio y paladar hendido, 4 pacientes con antecedente de hospitalizaciones en los
Gltimos 2 afos. De los antecedentes otoldgicos, llama la atencidon que todos los pacientes
presentaron OMC no colestomatosa, de 4 de ellos patologia bilateral y 5 con historia previa de
OMC. Los antecedentes quirtrgicos otoldgicos mas relevantes fueron en 3 pacientes la colocacion
de tubos de ventilaciobn timpanica, 2 pacientes con antecedente mastoidectomia simple y
posteriormente mastoidectomia de muro bajo en los oidos afectados.

Los 12 aislamientos correspondieron a 12 oidos; donde 5 asilamientos fueron identificados como
E. coli, 5 como P. aeruginosa y 2 como K. pneumoniae (ver tabla 2), el 50% de las bacterias
aisladas presentaron resistencia a ciprofloxacino. Todos los aislamientos de E. coli y un
aislamiento de K. pneumoniae fueron resistentes a quinolonas, mientras que todas las P.
aeruginosa y un aislamiento de K. pneumoniae fueron sensibles. En siete aislamientos (58%) se
presentaron mutaciones en gyrA y en todos los aislamientos se encontrd6 una mutacién en parC.
Las mutaciones de gyrA se localizaron en la posicion 87 (Aspargina en lugar de Acido aspartico) y
83 (Leucina en lugar de Serina), en las posiciones 82, 84 y 106 no se encontraron mutaciones. En
cuanto a parC, todas las cepas aisladas presentaron una mutaciéon en la posicion 84 (Glicina en
lugar de Acido Glutamico) y en la posicion 80 y 78 no se encontraron mutaciones (Ver figuras 1-4).

Sobresale que en los pacientes con antecedente de hospitalizaciones en los Ultimos 2 afos, las
mutaciones en gyrA estuvieron presentes en el 75%, mientras que en los que negaron este
antecedente las mutaciones se presentaron en el 50% de las cepas aisladas.

La produccion de biopelicula se presenté en la mitad de los pacientes como débil, en comparacion

con la E. coli DH5-a. La formacién de biofilm elevada, en comparacion a la P. aeruginosa 27853,
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se presento solo en dos aislamientos de Pseudomonas (que fueron sensibles a quinolonas pero los
pacientes presentaron recaidas). La produccion de biofilm fue mayor en los pacientes con recaidas
(Figura 5y 6 y tabla 3). La formacion de biopelicula fue superior en el grupo de las P. aeruginosa.

En resumen, la resistencia a quinolonas se presenté en el 50% de las bacterias aisladas (6 cepas)
de otorreas de pacientes con OMC, de los pacientes con estas bacterias el 50% (3 pacientes)
presentd mejoria clinica tras recibir ciprofloxacino topico. En cuanto al grupo de pacientes que
presentaron bacterias Gram negativas sensibles a quinolonas, sélo un paciente (16%) con una P.
aeruginosa aislada presentd mejoria clinica, el cual no presentdé enfermedades cronico
degenerativas, cirugias previa u OMC bilateral o previa y dentro de este grupo es el Unico que
presenté formacién de biopelicula débil (76%), no presenté mutaciones en gyrA y solo una
mutacién en parC. El resto de los pacientes presentaron recaidas, es importante mencionar que

estas bacterias fueron fuertes productoras de biofilm. (Ver tabla 4)
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Discusion

Hasta el momento no existen estudios publicados sobre la correlacion de la produccion de biofilm,
resistencia a quinolonas y presencia de genes de resistencia a quinolonas en otitis media crénica.
En 1996 Altuntas et al publicaron un estudio llevado a cabo en Turquia sobre la susceptibilidad a
ciprofloxacino de los microorganismos aerobicos encontrados en OMC supurativa. Estudiaron a
127 pacientes que presentaban otorrea persistente por mas de 6 meses u otorrea en el momento
de la evaluacion con antecedente de recurrencia previa en 3 ocasiones en los ultimos 12 meses. El
40% de los microorganismos aislados fue Pseudomonas spp., (6.2% resistentes a quinolonas),
21% Proteus spp (2.9% resistentes a quinolonas), 19% S. aureus (10% resistentes a quinolonas),
7% E. coli (8.3% resistentes a quinolonas) y 7% Klebsiella spp, entre los principales (12). (Ver
Tabla 5).

Recientemente Sun Kyu Lee et al, compararon la susceptibilidad antibiética de la P. aeruginosa
aislada de muestras de otorrea y de secreciones provenientes de otras partes del cuerpo (9).
Observaron que tanto la P. aeruginosa de los oidos como la aislada de otras secreciones tienen
baja susceptibilidad a ciprofloxacino, levofloxacino y tobramicina y presenta mayor susceptibilidad
a amikacina, ceftazidimia, cefepime e imipenem. Es importante mencionar estos Ultimos
medicamentos no estan disponibles en presentaciones topicas. El 41% de las cepas de P.
aeruginosa fueron susceptibles a ciprofloxacino, la sensibilidad fue mayor para otros antibioticos
que no tienen presentaciones topicas (83% de amikacina, 43% gentamicina, 46% tobramicina, 77%
cefepime, 72% piperacilina, 82% piperacilina-tazobactam, 96% imipenem, 38% levofloxacino y
67% aztreonam) (9). En nuestro estudio, el 100% de las P. aeruginosa fueron susceptibles a
ciprofloxacino.

Seung Geun Yeo y cols en 2007 publicaron un trabajo sobre la bacteriologia de la OMC supurativa.
Encontraron que el crecimiento bacteriano del 31% correspondio a P. aeruginosa (61% resistentes
a ciprofloxacino), 24% a S. aureus meticilino resistente, 16% a S. aureus meticilino sensible y 11%

a S. coagulasa negativo. (13)
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En un estudio realizado en Africa, Van Hasselt et al, demostraron que el desarrollo de resistencia
después del tratamiento con ofloxacino en pacientes con otitis media crénica no es la mayor causa
de falla del tratamiento, sino la recolonizacién por otras bacterias. En este estudio la P. aeruginosa
se aislé con mayor frecuencia. Los oidos en los que persistié la otorrea posterior al tratamiento
tépico se atribuyo la persistencia a la reinfeccion por enterobacterias (11). Al comparar estos
resultados con lo que encontramos en este estudio, es probable que la falla del tratamiento en esta
poblacion africana se debié a la alta produccién de biofilm, muy similar a lo que nosotros
presentamos en nuestros resultados.

En un estudio publicado por Sun Kyu Lee et al en 2010 demostré que el uso de quinolonas topicas
y limpieza frecuente es eficiente para el control de otorrea, sin embargo este estudio sélo se
reporta la susceptibilidad antibiética y no presenta una correlacion clinica, tampoco muestra el
seguimiento de los pacientes y los factores de riesgo de los pacientes como Diabetes Mellitus,
inmunodeficiencias, antecedentes de cirugias otoldgicas previas, entre otras (9).

Supuyaphun et al, evaluaron el tratamiento topico con ofloxacino en pacientes con otitis media
crénica supurativa y otitis externa, demostré que de 103 oidos s6lo 2 presentaron Pseudomonas
resistentes a quinolonas, sin embargo ambos casos tuvieron una resolucion clinica de la infeccion.
En este estudio la resistencia bacteriana se definié con la presencia de una concentracion minima
inhibitoria mayor de 8 mg/ml, sin embargo se sabe que los niveles de concentracibn minima
inhibitoria tienen un valor limitado al evaluar el uso de antibidticos tépicos, ya que las
concentraciones son mucho mayores que el uso de antibiéticos sistémicos. La tasa de éxito clinico
fue del 92% para otitis media crénica supurativa (11).

La resistencia que encontramos en las cepas aisladas de pacientes con OMC se compar6 con lo
reportado en nuestro hospital sobre gérmenes nosocomiales. E. coli presenta una resistencia del
72%, Pseudomonas del 50% y la K. pneumoniae del 50%, la resistencia de los aislamientos de
mientras que en nuestros resultados se observa una resistencia total a quinolonas de E. coli y K.
pneumoniae fueron similares a los aislamientos de infecciones nosocomiales, Pseudomonas es

mas sensible en nuestro medio (19).
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El 50% de las bacterias aisladas en este estudio son fuertes productoras de biopelicula, a
diferencia de lo reportado por Saunders en 2011, quien encontré que sélo el 14% de las bacterias
aisladas en pacientes con OMC no colestomatosa son productoras de biofilms (20). Mientras que
Burmolle en 2009 reporta una evidencia del 83% de biofilm es nifios con OMC y del 80% en
adultos con cirugias otologicas por OMC (21). La presencia de biofilms sugiere la persistencia de
bacterias patdgenas a pesar del tratamiento médico que provoca recaidas, sin embargo el rol del
biofilm se debe estudiar mas.

Existen pocos antibiéticos tépicos para el oido, ciprofloxacino y la combinacion de polimixina B y
neomicina son los principales. Como se mencion6é anteriormente la ciprofloxacina alcanza
concentraciones muy altas en el oido y esto participa en una buena respuesta terapéutica. La
polimixina B es un antibidtico altamente efectivo para infecciones provocadas por bacterias Gram
negativas, debido a su efecto bactericida y a su accion como detergente catiénico. Este antibigtico
es de utilidad en el tratamiento de infecciones provocadas por bacterias Gram negativas que son
productoras de biofilm, como P. aeruginosa. En base a lo anterior, el uso topico de polimixina B
con neomicina puede ser una buena opcion terapéutica para los pacientes con OMC en cuya
otorrea se aisld6 P. aeruginosa. Esto con el propdsito de erradicar por completo las bacterias

causantes y evitar asi las recaidas.
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Conclusiones

Finalmente, a pesar de ser una muestra pequefia, con los resultados obtenidos podemos sugerir

que:

Es importante tomar cultivos de la otorrea en pacientes con OMC ya que la especie aislada
puede orientar la eleccion del antibidtico tdpico.

En los pacientes en que se aisla E.coli aln siendo resistente a ciprofloxacino en el perfil de
susceptibilidad y confirmandose la presencia de gene de resistencia gyrA, los pacientes
presentaron mejoria clinica concordando con lo propuesto en la literatura que las altas
concentraciones de ciprofloxacino alin en cepas resistentes pueden llevar a la cura clinica.
Cuando la OMC es causada por P. aeruginosa, especie que puede producir biofilm, adn
cuando sea susceptible a quinolonas puede no presentar cura clinica bajo este tratamiento
antibidtico.

Auln cuando el antibiograma reporte sensibilidad a quinolonas esto no excluye la presencia
de mutaciones asociadas a resistencia pero como son de bajo nivel no se expresan en el

perfil de susceptibilidad como es en el caso de la P. aeruginosa (ver tabla 4).

Con estas observaciones podriamos concluir que es necesario un estudio aleatorizado

ciprofloxacino vs polimixina, en pacientes con OMC con gérmenes productores de biofilm, donde

se haga un analisis multivariado de las otras variables (Diabetes Mellitus, malformaciones

craneofaciales y hospitalizaciones previas) que podrian impactar en la cura clinica.
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Tablas

Tabla 1. Caracteristicas demograficas de los pacientes con OMC

Hospita
lizacion B :
Historia OMC
Edad Género Oido Microorganismo DM HAS es SLPH . TVT MS MMB Antibiéticos previos
reciente de OMC bilateral
S
17 M | E. coli X X X X
49 M D E. coli X X Ciprofloxacino (T)
79 M | E.coli X Amoxicilina con clavulanato (S)
i . Polimixina By neomicina
8 M D E. coli 2 ainos X X X X i .
(T), Rifampicina (S)
39 M | K. pneumoniae X 1 mes X Ciprofloxacino (T)(S)
46 F D K. pneumoniae 1 mes Polimixina B yneomicina (T)
67 F | P. aeruginosa
8 M D P. geruginosa Cefuroxima (S)
i Cefalexina (S),
15 F D P. ageruginosa L.
Amoxicilina con
23 M D P. ageruginosa X X X X
X Polimixina By neomicina
33 M D P. aeruginosa 1 mes X X X X X . K
(T), Ciprofloxacino (T)
18 M D P. geruginosa

F: femenino, M: masculino, D: derecho, l:izquierdo, DM: Diabetes Mellitus, HAS: Hipertension
Arterial Sistémica, SLPH: secuelas de labio y paladar hendido, TVT: tubo de ventilacion timpanica,

MS: mastoidectomia simple, MMB: mastoidectomia de muro bajo, T: tépico, S:sistémico
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Tabla 2. Bacterias aisladas

Resistentes
No. de Mejoria

pacientes clinica

Sensibles
No. de Mejoria

pacientes clinica

E. coli 5 (100%) 3/5 0 0

P. aeruginosa 0 0 5 (100%) 1/5

K. pneumoniae 1 (50%) 0 1 (50%) 0
n=12
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Tabla 3. Promedio de produccion de biofilm por bacterias Gram negativas

Evolucién del
paciente

Mejoria  Recaida

Resistentes 61% (3) 113% (3)
Sensibles 76% (1) 213% (5)
n=12
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Tabla 4. Caracteristicas de las bacterias Gram negativas aisladas de otorrea de pacientes con

OMC y su desenlace

Microorganism

Ciprofloxacino

Mutaciones

Mutaciones

Produccion de

Cepa o MIC (mcg/ml) Interpretacion en gyrA en parC biofilm (%) Desenlace
548 E. coli >2 R 2 1 55 Mejoria
720 E. coli 22 R 2 1 58 Mejoria
784  E. coli >2 R 2 1 71 Mejoria
638 E. coli >2 R 2 1 77 Mejoria
631 E. coli 22 R 0 1 94 Recaida
660 K. pneumoniae <1 S 2 1 323 Recaida
458 K. pneumoniae 22 R 2 1 84 Recaida
684  P. geruginosa <1 S 0 1 132 Recaida
792  P. geruginosa <1 S 0 1 161 Recaida
819  P. geruginosa <1 S 2 1 219 Recaida
609  P. geruginosa <1 S 0 1 222 Recaida
503 P. geruginosa <1 S 0 1 312 Recaida
n=12

R: resistencia, S: sensibilidad
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Tabla 5. Comparacién de bacterias aisladas y la resistencia a quinolonas en estudios previos.

Turquia, 1996 (12) Corea, 2007 (13) México, 2011

Aislados Resistencia Aislados Resistencia Aislados Resistencia

Pseudomonas spp 21% 6.2% 31% 61% 41% 0%
E. coli 7% 8.3% NR NR 41% 100%
Klebsiella spp 7% NR NR NR 16% 50%
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Figuras
Figura 1. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Productos de amplificacién del gen

gyrA. Carril 1.- Marcador de peso molecular 1 kb plus; Carriles 2 al 8: Muestras clinicas

Figura1. Gel de agarosa al 1% teiiido con bromuro de etidio.
Productos de amplificacion del gen gyrA. Carril 1.- Marcador
de peso molecular 1 kb plus; Carriles 2 al 8: Muestras
clinicas
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Figura 2. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Productos de amplificacion del gen

parC
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Figura2. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Productos de
amplificacion del gen parC. Carril 1: Marcador de peso molecular 1kb plus;
Carriles 2 al 8: muestras clinicas
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Figura 3. Secuencia de aminoacidos de la region amplificada del gen gyrA; Las flechas localizan

los puntos de mutacién.

ayrA: Ser-83-leu  gyrA: Asp-87-Asn

I

51 100
458 gyra (1) E¥HPHGDLAVYNTIVRNAQPE SLRYMLVDGOGNEGST -‘3_ BLARTAHELMADLERETVDEVINYDGTE
503 gyrk (1)
548 gyra (1)
605 gyra (1)
631 gyrd 1)
638 gyra (1)
660 gyrh 1)
684 gyra (1)
720 gyra (1)
784E gyra (1)
792 gyrh E (1)
815 gyra (1)
E. coli gyrk (12)
E. coli K12 gyrk (51)
E. p ECTC  (51)
K.p gyra (1)
X.p NIRRI04 (1) -s-D-MIQPI_I-‘S_IIIII-M_FID-
R KK PHGDTAVYDT T VRIAQ P F SLR 1MLV DOQGNFGEV DG DA AAR YT EVRMA KL AHEL TADLERE T YDAV PNYDGTE
P. a a0l gyra  (51) EYHPHGD TAVEDTIVRMAQPE
Consenso (51) EYHPHGDIAVYDTIVEMAQPFSLRYMLVDGOGNFGSIDGDSAREMRYTETRLARTAHELMADLEFETVDFVDNY DGTE
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Figura 4. Secuencia de aminoacidos de la regién amplificada del gen parC; La flecha sefiala el

punto de mutacion.
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RESRRTVEDVLGRYEPEGDSAC YEAMVLMAQPFSYRY PLVDG
RESRRTVGDVLGRYEPHGDSAC YEAMVLMAQPESYRYPLYDG
ERSARTVGDVLGEFEPHGDLAC YEAMVLMAQPFS YRY FLVDG
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Figura 5. Imagen a la fuerte produccion de biofilm por P. aeruginosa
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Figura 6. Grafica sobre la produccién de Biofilm de las bacterias Gram negaitvas aisladas de los

pacientes con OMC
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