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RESUMEN

Objetivo: Revelar la presencia de biopeliculas bacterianas en el liquido del oido
medio en pacientes pediatricos con diagnostico de otitis media con efusion.
Método: Se determind la presencia de bacterias productoras de biopeliculas en el
liquido del oido medio de pacientes pediatricos con diagndstico de otitis media con
efusion, se tomé muestra del liquido a través de una timpanocentesis conectada a
una trampa de Lukens. Posteriormente se envid la muestra a un laboratorio
microbiolégico para detectar los microorganismos involucrados, presencia de
biopeliculas y resistencia bacteriana. Se registraron los datos obtenidos en una
ficha disefiada por los autores. Resultados: Se estudiaron 24 pacientes
pediatricos entre 2 y 8 afios de edad que acudieron a la consulta de
otorrinolaringologia del Hospital Dr. Domingo Luciani, en un periodo comprendido
entre marzo y agosto del 2017, con diagndstico de otitis media con efusion. El
sexo femenino fue el prevalente en 59.26%, el promedio de edad fue de 5 afios;
37.5% de las muestras tomadas resultaron positivas para crecimiento bacteriano,
siendo Pseudomona aeruginosa el microorganismo mas frecuente en 66.66%. En
16.66% de los casos se detectd presencia de biopeliculas. Discusidon: La
deteccidon de bacterias, incluyendo las productoras de biopeliculas en liquido de
oido medio en pacientes con diagnéstico de OME, demuestra que es un factor
importante en la etiologia de ésta entidad, pudiendo ser la responsable de la
cronicidad del cuadro en algunos casos.

PALABRAS CLAVES: Otitis media con efusion, bacterias, biopeliculas.



OTITIS MEDIA WITH EFFUSION: DETECTION OF BACTERIAL BIOFILMS IN
THE MEDIUM EAR LIQUID IN PEDIATRIC PATIENTS

ABSTRACT

Objective: Reveal the presence of bacterial biofilms in middle ear fluid in pediatric
patients diagnosed with otitis media with effusion. Methods: The presence of
biofilm-producing bacteria in the middle ear fluid of pediatric patients diagnosed
with otitis media with effusion was determined through a sample after
tympanocentesis through Lukens trap. Subsequently the sample was sent to a
specialized laboratory to detect the microorganisms involved, the presence of
biofilms and bacterial resistance. The data was registed in a file designed by the
authors. Results: 24 pediatric patients between 2 and 8 years of age who attended
the otorhinolaryngology service of the Dr. Domingo Luciani Hospital, with diagnosis
of otitis media with effusion, were analyzed. The female sex was the most
prevalent in 59.26%, the average age was 5 years; 37.5% of the samples taken
were positive bacterial culture, being Pseudomonas aeruginosa the most frequent
microorganism in 66.66%. Presence of biofilms was detected in 16.66% of the
samples. Discussion: The detection of bacteria producing biofilms in middle ear
fluid in patients with a diagnosis of OME, shows that it is an important factor in the
etiology of the entity, this may cause de chronicity of certain cases.

KEY WORDS: Otitis media with effusion, bacteria, biofilms.



INTRODUCCION

La Otitis Media con Efusion (OME) es una inflamacién crénica de la
mucosa del oido medio que conlleva a una sobreproduccion de liquido o efusion
conocido como estéril, sin embargo los Ultimos estudios revelan que
potencialmente pueden existir bacterias, incluyendo productoras de biopeliculas,
pudiendo ser éstas las responsables de la cronicidad del cuadro clinico y de la alta

tasa de resistencia bacteriana.
Planteamiento del problema

La OME es una condicion crénica de la infancia, caracterizada por la
presencia de secrecion en el oido medio en ausencia de sintomas y signos de
inflamacién aguda. @ La persistencia del liquido en el oido medio conlleva a
cambios de la coloracion y disminucion de la motilidad de la membrana timpanica
que actia como barrera en la transmision de sonido produciendo hipoacusia
conductiva. Se ha considerado la OME como un proceso inflamatorio estéril, sin
embargo se ha detectado ADN bacteriano en la efusion del oido medio como
resultado de infeccidbn bacteriana con biopeliculas, las cuales pueden ser
detectadas a través de cultivos especiales como el Agar Rojo Congo o con
pruebas de reaccion de cadena de la polimerasa en los pacientes con dicha
patologia. Las bacterias mas frecuentes son Streptococcus pneumoniae,
Moraxella catarrhalis y Haemophilus influenzae.”> La OME se presenta por lo
menos en una ocasion en el 91 % de los pacientes antes de los 2 afios, 66 %
entre 2y 5 aflos 'y 22 % entre 5y 12 afios de edad. Cuando los sintomas persisten
en edades tempranas pueden afectar de forma negativa el desarrollo del lenguaje,
trastornos de aprendizaje, comportamiento y por ende la calidad de vida de los

pacientes. ®

En Estados Unidos se presentan anualmente 2.2 millones de casos nuevos
de OME, siendo el motivo de consulta mas frecuente en preescolares con un
gasto aproximado de 4 billones de dolares anual. Su incidencia a nivel mundial
varia: 50 % en Inglaterra, 33 % Estados Unidos y 8 % Japén. ¥ La OME se

caracteriza por poseer una alta tasa de recurrencia en su curso natural en 50 % de



los casos en 24 meses. ® En Venezuela, actualmente no se encontraron trabajos
publicados acerca de la deteccion de biopeliculas en el liquido de la OME y sobre
la importancia de la etiologia bacteriana en el desarrollo de ésta entidad. Es por
ello que se motiva a realizar esta investigaciéon para detectar la presencia de
biopeliculas en cultivos de pacientes pediatricos con diagndéstico de otitis media

con efusion.

Para la elaboracion del presente trabajo se realiza la siguiente
interrogante: ¢ Existen biopeliculas bacterianas en el liquido del oido medio de
pacientes pediatricos con diagnéstico de OME? Para llegar a la respuesta de
dicha interrogante se tomara muestra de liquido de oido medio en pacientes en
edades comprendidas entre los 2 y los 14 afios de edad, que posean diagndstico
de otitis media con efusion, en el periodo de tiempo comprendido entre marzo a

agosto del afio 2017 en las instalaciones del Hospital Dr. Domingo Luciani.
Justificacion e importancia

La aplicacion de técnicas de diagndstico molecular, microscopia
electronica y medios de cultivo al liquido del oido medio sugiere que existen
bacterias viables en comunidades agrupadas como biopeliculas en la mucosa y
que la formacion de éstos puede ser un factor importante en la patogénesis de la
otitis media con efusién. @ En caso de deteccién de biopeliculas en el liquido de
oido medio, explicaria la indicacion de antibioticoterapia para tratar esta patologia,
lo cual justifica la elaboracion de éste trabajo de investigacion en virtud de que

modificaria el protocolo de tratamiento.
Antecedentes

En 1995, en la Universidad de Pittsburgh E.E.U.U, Post et al mediante el
analisis molecular de la efusibn de oido medio por reaccion de cadena de
polimerasa (PCR), demostré en 77 % de los casos, aun con cultivos negativos, la
presencia de H. influenzae (54.5 %), M. catarrhalis (46.4 %), S. pneumoniae (29.9
%). (6)



En el 2004, en Brasil, Pereira et al, evaluaron 75 nifios con diagndstico
presuntivo de OME, en edades comprendidas entre 9 meses y 12 afios, desde
junio del 2001 a octubre del 2002, empleando impedanciometria y audiometria
como método diagndstico. Posteriormente, se tomaron muestras del oido medio a
través de una timpanocentesis realizada en el cuadrante antero inferior de la
membrana timpanica y aspirada en una trampa Alden-Senturia el cual fue enviado
a cultivo directo y PCR, en los 15 minutos posteriores a la recoleccion. Los
resultados arrojaron 32 cultivos positivos contra 73 muestras positivas por PCR, a
lo cual se le aplico el test de McNemar, concluyendo que la reaccion de cadena de
polimerasa fue mas sensible para detectar bacterias, comparado con cultivos

convencionales.

En el 2006, en Estados Unidos, Hall-Stoodley et al, tomaron muestra de
mucosa de oido medio de un total de 25 nifios con diagnéstico de OME, a los
cuales se les aplic6 cultivo, PCR e hibridacion fluorescente in situ, asi como
escaneo con microscopio laser confocal, de los cuales en el 92 % de las muestras
de mucosa de oido medio se observd presencia de biopeliculas bacterianas,

soportando la hipétesis que relaciona la OME con biopeliculas bacterianas. ©

En el 2009, en Iran, Saki et al realizaron un estudio analitico prospectivo
del liquido del oido medio de 32 pacientes entre 2 y 10 afios de edad, con
diagnéstico de OME, obtenidos por miringotomia, a las cuales se les aplicé cultivo
convencional y PCR, 20,4 % de los cultivos fueron positivos versus 36,7 % de los
andlisis por PCR, de los cuales se identificaron Haemophilus influenzae no
tipificable en el 26,5 % de las muestras y Streptococus pneumoniae en el 10,2 %,
demostrando que la efusion contiene bacterias que desarrollan un rol importante

en la patogénesis de la OME. ©

Es en el 2009, en Estados Unidos, cuando Fancy, Mathers y Ramadan
realizan un trabajo de investigacion demostrando Helicobacter pylori en el oido
medio, adenoides y amigdalas en pacientes con OME. Sin embargo, no existe
evidencia suficiente para poder asegurar que esta bacteria juegue un papel

importante en la fisiopatogenia. %



En Turquia en el afio 2010, Saylam et al plantearon la asociacion de
biopeliculas en la superficie adenoidea y OME, realizaron la deteccion a través de
microscopia electronica demostrando la presencia de las mismas en todas las

muestras de tejido adenoideo. Y

En el 2011, en Australia, Thornton et al, sustrajeron muestras de liquido
de oido medio, las cuales fueron sometidas a analisis por microscopia por
transmision de electrones o técnicas de hibridacion in situ o escaneo con
microscopia laser confocal, de las cuales 52 % de las muestras resultaron
positivas para bacterias productoras de biopeliculas y bacterias intracelulares
demostrando la relacidon que existe entre biopeliculas y persistencia de la otitis

media con efusion. 2

En el 2011, en Reino Unido, Daniel et al, estudiaron el desarrollo
bacteriano en la otitis media con efusion de 62 muestras de 42 pacientes, previa
desinfeccion del conducto auditivo externo con alcohol, obteniendo como resultado
28 cultivos positivos (45,2 %), de las cuales aproximadamente 90 % obtuvieron
hallazgos de biopeliculas, demostrando fuertemente la relacion entre biopeliculas

y la patogénesis de la otitis media con efusién en nifios.

En el 2011, en México, Jerves et al, estudiaron 22 pacientes con
diagndstico de otitis media con efusion con un rango etario entre los 12 meses y
los 16 afios, 14 hombres y 8 mujeres de los cuales se tomaron muestras del
liquido del oido medio a través de timpanocentesis previa desinfeccion del
conducto auditivo externo con alcohol isopropilico al 70 % durante 1 minuto, de los
cuales se obtuvieron 12 cultivos positivos (33,3 %) en total, refiriendo 3 casos con
presencia de Staphylococcus auricularis, 7 casos Staphylococcus epidermidis, 1
caso Kleibsiella pneumoniae y Staphylococcus epidermidis y 1 caso Micrococcus
sp, concluyendo que se requiere una muestra mas grande y técnicas de biologia
molecular para investigar con mas detalle los aspectos bacteriologicos de los

pacientes con otitis media con efusién.



En Chile, Pinto, Carmine y Rahal en el 2012, efectuaron un estudio
prospectivo caso/control donde se realizaron 40 cultivos bacterianos de tejido
adenoideo y mucosa de ambos oidos de pacientes con OME comparandolo con
40 cultivos del grupo control (pacientes con hiperplasia adenoidea sin OME),
concluyendo asi que no se pudo establecer correlacion microbiologica entre

mucosa de oido. *®

En el 2013, en Egipto, Saafan et al, estudiaron la presencia de
biopeliculas en la superficie epitelial de la adenoides de nifios con diagndstico de
otitis media crénica con efusion, subdivididos en 2 grupos, ambos con hipertrofia
adenoidea, cuya diferencia radicaba en la presencia de otitis media con efusion o
no. Al primer grupo se les realiz6 colocacion de tubos ventilatorios mientras que al
segundo grupo se les practic6 adenoidectomia. Posteriormente se les realizo
cultivo, andlisis por microscopia electronica y multiplex-PCR, de los cuales del
grupo con hipertrofia adenoidea con otitis media con efusion obtuvo el mayor
indice de formacion de biopeliculas del tejido adenoideo (74 %) que el grupo
contrario sin otitis media con efusion (26 %), apoyando la hipétesis de que la
adenoides puede representar un reservorio de bacterias productoras de

biopeliculas para pacientes con otitis media con efusién. ¥
Marco teoérico

La OME es una condicion inflamatoria crénica, asociada a producciéon de
mucina, que trae como consecuencia alteraciones del transporte mucociliar del
oido medio con la consiguiente obstruccion funcional del mismo, resultando en
una efusidn espesa rica en mucina. Puede estar causada durante el curso de una
infeccion respiratoria alta y debido disfuncién tubarica. En los ultimos afios se ha
reconocido que la presencia de bacterias, incluyendo las productoras de

biopeliculas, son un factor importante en la etiologia de OME. *®

Para establecer diagnoéstico adecuado, la academia americana de

otorrinolaringologia y cirugia de cabeza y cuello en la actualizacion de la guia de



manejo de la OME, publicada en febrero 2016 realiza las siguientes
recomendaciones: se debe realizar y documentar en la historia clinica la otoscopia
neumatica para evaluar OME en un nifio que refiera otalgia, pérdida de la
audicion, o ambos, sin signos de inflamacién del oido medio, teniendo una
sensibilidad de 94 % y especificidad de 80 %, cuya recomendacion tiene grado de
evidencia A y nivel de confianza alto. Otros sintomas asociados: 64% trastornos
del suefio, 49% alteraciones de comportamiento y 15% alteraciones en la
estabilidad. La timpanometria estad indicada en aquellos nifios con sospecha
diagnostica de OME, que posterior a realizar otoscopia neumatica el diagnastico
es incierto, esta premisa concluye que tiene un grado de evidencia B y nivel de
confianza alto. Se debe observar al nifio con OME sin factores de riesgo para
alteracion en desarrollo de lenguaje durante 3 meses desde la fecha de inicio de
efusién (si se conoce) o 3 meses a partir de la fecha de diagndstico (si el inicio es

desconocido), siendo ésta recomendacién grado A con nivel de evidencia alto. *®

Actualmente, no se sugiere el uso de esteroides tOpicos nasales,
antibioticoterapia, antihistaminicos y descongestionantes con un grado de
recomendacion A y nivel de evidencia alto. Se recomienda tratamiento quirdrgico
miringotomia mas colocacion de tubos ventilatorios en nifios menores a 4 afos, no
se sugiere adenoidectomia a menos de que exista indicacién por obstruccion
nasal o adenoiditis cronica. En niflos mayores de 4 afios miringotomia mas
colocacion de tubos ventilatorios, adenoidectomia 0 ambos. Asimismo, sugieren
documentar a aquellos pacientes con pérdida auditiva por el impacto en el
desarrollo del lenguaje. Reevaluacion de 3 a 6 meses en nifios con OME crénica
hasta que no exista efusién en oido medio documentando la mejoria clinica y de

calidad de vida del paciente. ©

En junio 2016, Cochrane publica la revision sistematica de su base de
datos acerca del uso de antibiéticos en nifios con otitis media con efusién,
concluyendo que aun en situaciones donde existen beneficios claros y relevantes

acerca del uso de antibioticos deben ser tomados en cuenta los efectos adversos



gastrointestinales y cutaneos, asi como la emergencia de la resistencia bacteriana.
an

En la actualidad, se ha reconocido que las biopeliculas bacterianas
juegan un papel importante en la etiopatogenia de la otitis media con efusién. ®
En el afio 2009, Hall- Stoodley et al, definen las biopeliculas como una comunidad
bacteriana rodeada por una sustancia matriz extracelular polimérica con carga
eléctrica y organizacion estructural tridimensional, las cuales son notoriamente
resistentes a respuestas inmunes del huésped y a terapia antimicrobiana, a través
de mecanismos como: pobre penetracion de requerimientos de oxigeno y
nutrientes, asi como expresion incrementada de genes resistentes y sefializacion

de célula a célula. 1

Entre los métodos de evaluacién de las biopeliculas se encuentra el
cultivo en agar rojo Congo con una especificidad del 92% y bajo costo, método de
la placa de cultivo de tejidos (TCP), microscopia electrénica y deteccion de ADN
bacteriano por reaccién de cadena de polimerasa, siendo éste ultimo el estandar

de oro, sin embargo si alto costo limita su uso. %

Las colonias de agentes infecciosos bacterianos y fangicos se pueden
clasificar en dos formas: células planténicas libres eucariotas o procariotas o en un
complejo de biopelicula. “Y La forma sésil o biopelicula trabaja en colaboracién,

puede ser casi metabdlicamente inactiva y adopta un estado de supervivencia. ¢?

Objetivo general

Revelar la presencia de biopeliculas bacterianas en el liquido del oido

medio en pacientes pediatricos con diagnostico de otitis media con efusion.
Objetivos especificos

1. Registrar los microorganismos involucrados en cultivos del liquido del oido

medio en pacientes pediatricos con diagnostico de otitis media con efusion.



2. Detectar la presencia de microorganismos productores de biopeliculas en el
liquido del oido medio en pacientes pediatricos con diagndstico de otitis
media con efusion.

3. Determinar el sexo predominante de pacientes en edad pediatrica con
diagnéstico de otitis media con efusidbn con presencia de biopeliculas
bacterianas en el liquido del oido medio.

4. Establecer el grupo etario predominante de pacientes en edad pediatrica
con diagndstico de otitis media con efusién con presencia de biopeliculas
bacterianas en el liquido del oido medio.

5. Especificar la resistencia bacteriana de los microorganismos productores de
biopeliculas presentes en el liquido del oido medio en pacientes pediatricos
con diagnéstico de otitis media con efusion.

Aspectos éticos

Para iniciar el presente estudio, todos los representantes de los pacientes
fueron informados acerca del procedimiento al cual fueron sometidos y sus
posibles complicaciones, inmediatas, mediatas y tardias; se notific6 que podian
abandonar el estudio en caso de que asi lo deseen. Dicha autorizacion estaré por
escrito anexo a la historia clinica en un formato realizado por los autores,
manteniendo la confidencialidad de la identidad y de los resultados. EI documento
fue corroborado con las firmas correspondientes del representante. Este trabajo de
investigacion esta basado en los principios bioéticos fundamentales: autonomia,

beneficencia, no maleficencia y justicia.



METODOS
Tipo de investigacion.

Este es un estudio tipo no intervencionista, observacional, descriptivo,

longitudinal.
Poblacion y muestra

Pacientes pediatricos entre 2 y 14 afios de edad que acudieron a la
consulta de otorrinolaringologia pediatrica del Hospital Dr. Domingo Luciani, en un
periodo comprendido entre marzo y agosto del 2017, con diagndéstico de otitis
media con efusion. De acuerdo al promedio de pacientes intervenidos por
miringotomia en un periodo de 6 meses, registrados en los libros de
procedimientos de quiréfano general del Servicio de Otorrinolaringologia de la
institucion, representando una poblacion de 30 pacientes. En base a ello se
calcula el tamafio de muestra que sera de 23, con un intervalo de confianza de 95
% y error de +/- 5 % respecto al dato observado, realizada con la férmula para

calculo del tamafio de la muestra:

n = N o°Z?

(N-1) e*+ 0°Z°

Criterios de inclusion.

e Pacientes entre 2 y 14 afios de edad que acudieron a la consulta de
Otorrinolaringologia del Hospital Dr. Domingo Luciani, en el periodo
comprendido entre marzo y agosto del 2017 con diagndstico de otitis media
con efusion.

e Diagnodstico de otitis media con efusion caracterizado por: otoscopia
neumatica negativa y curvas tipo “b” de impedanciometria realizada maximo

3 meses previo.



e Consentimiento informado firmado por representantes en pacientes
pediatricos (2-12 afios) y en el caso de adolescentes (13-14 afios) debe
estar firmado tanto por el paciente como por su representante (Anexo 1y
2).

Criterios de exclusion.

e Pacientes con comorbilidades asociadas como inmunodeficiencias
primarias 0 secundarias, discrasias sanguineas o trastornos de
coagulacion.

e Pacientes con labio y paladar hendido.

e Pacientes con tumores de rinofaringe.

e Haber recibido tratamiento con antihistaminicos orales, esteroides topicos
nasales o sistémicos, carbocisteina y antibioticoterapia 3 semanas previas
al acto quirurgico.

e Pacientes con miringotomia previa.
Procedimientos

Se seleccionaron los pacientes que cumplieron con los criterios de
inclusion para la investigacion, los cuales se planificaron para la realizacion de
timpanocentesis para recoleccion del liqguido de oido medio, seguido de

miringotomia y colocacién de tubos ventilatorios en caso de ser necesario.

Bajo anestesia general, previa desinfeccién del conducto auditivo externo
con alcohol isopropilico al 70% durante 2 minutos, se procedio a la toma de
muestra de secrecion de oido medio por medio de una timpanocentesis con una
aguja numero 18G conectada a una trampa de Lukens, la cual a su vez estuvo
acoplada a una aspiracion al vacio. En caso de presenciar glue ear, se realizé
miringotomia y colocacién de tubo ventilatorio. En pacientes con OME bilateral,

sélo se tom6 muestra de un oido.



Posteriormente, se procedio con el transporte de la muestra en la trampa
de Lukens con 3 a 5 ml de solucién fisiolégica estéril a temperatura ambiente,
protegida de la luz, al Laboratorio de la unidad de microbiologia médica. La
misma, acompafiada por la ficha de datos filiatorios y médicos que se disefié para
tal fin (Anexo 3).

La muestra fue recibida por un médico especialista en microbiologia
humana capacitado para el andlisis e interpretacion, el cual procedi6 a su
tratamiento, que incluye la coloraciéon de Gram, sonicacién a 37°C por 10 - 15
minutos y centrifugacién a 4500 RPM por 7 minutos, para realizacién de cultivos
aerobios e identificacion de microorganismos piogénos y formadores de
biopeliculas, utilizando medios de: Agar Rojo Congo, Agar sangre, Agar Levine,
Agar Cromogénico (Oxoid® Basingstoke, Hampshire, United Kingdom) vy de
Cramp Agar Base (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA), los cuales se incubaron
en aerobiosis y capnofilia (5% CO), con 10% humedad, a 37°C por 24 horas, en
oscuridad, y posteriormente se realizé la inspeccién macroscopica de los cultivos
para determinar las pruebas bioquimicas a aplicar para la identificacion definitiva

del microorganismo y las pruebas de susceptibilidad.

Se emitio el reporte definitivo de identificacién bacteriana, capacidad de

produccion de biopeliculas y antibiograma.

Se recolectaron los datos pertinentes como edad, sexo, presencia de
biopeliculas, microorganismo involucrado y resistencia bacteriana en una ficha de

recoleccion de datos (Anexo 4) fabricada por los investigadores.
Tratamiento estadistico

Los datos obtenidos se colocaron en tablas y graficos pertinentes. Se
expresaron frecuencia absoluta, frecuencia relativa y medidas de tendencia

central.



RESULTADOS

Se realizé el presente estudio con un total de 27 pacientes, con edades
comprendidas entre 2 y 8 afos de edad que acudieron a la consulta de
otorrinolaringologia del Hospital Dr. Domingo Luciani, en un periodo comprendido
entre marzo y agosto del 2017, con diagnéstico de otitis media con efusion. La
distribucion por sexo fue de 11 pacientes masculinos representando el 40.74% y
16 del sexo femenino representando el 59.26% (Anexo 5). Se observé que el
promedio de edad fue de 5 afios con una desviacion estandar de +/-1,21 afios. La
distribucion por edad fue de la de la siguiente forma: 2 afios 11.11%, 3 afios
25.73%, 4 afios 3.70%, 5 afios 29.62%, 6 afos 7.41%, 7 afos 7.41% y 8afios
14.81% (Anexo 6).

De los 27 pacientes estudiados, el hallazgo operatorio reportado en 24
casos (88.88%) fue glue ear y en 3 (11.11%) indicaron no efusién, éstos 3 ultimos
pacientes fueron retirados de la investigacion considerando la no efusion como
ausencia de enfermedad. Se enviaron para estudio microbiolégico un total de 24
muestras de las cuales se obtuvieron 9 (37.5%) cultivos positivos para crecimiento
bacteriano. Entre los microorganismos involucrados se observd 6 casos positivos
para Pseudomona aerugionosa, representando el 66.66%, 2 casos para
Haemophilus influenzae (22.23%) y 1 para Moraxella catarralis significando el
11.11% (Anexo 7).

El 16.66% (4/24) de las muestras procesadas resultaron positivas para
biopeliculas bacterianas (Anexo 8). La distribucidbn por sexo de pacientes con
presencia de biopeliculas bacterianas en el liquido del oido medio fue 3
masculinos (75%) y 1 femenino (25%) (Anexo 9). La edad predominante de
pacientes con presencia de biopeliculas bacterianas fue de 3 afios (50%) (Anexo
10). Pseudomona aeruginosa fue el germen productor de biopeliculas en 100% de
los casos (Anexo 11). Se demostré en 4 (44.44%) de los cultivos positivos
resistencia a la Carbenicilina (Anexo 12) de los cuales en 100% de los casos el
microorganismo causal fue la Pseudomona aeruginosa, siendo 2 de ellos (50%)

productoras de biopeliculas.



DISCUSION

Con el presente estudio se obtuvo una muestra del liquido del oido medio
de 27 pacientes pediatricos entre 2 y 8 afios de edad que acudieron a la consulta
de otorrinolaringologia del Hospital Dr. Domingo Luciani, en un periodo
comprendido entre marzo y agosto del 2017, con diagnostico de otitis media con
efusion a través de: otoscopia neumatica negativa y curvas tipo “b” de
impedanciometria realizada maximo 3 meses previos. Dichos criterios
diagndsticos, se encuentran establecidos por la academia americana de
otorrinolaringologia donde concluyen que la otoscopia neumatica tiene una
sensibilidad de 94 % y especificidad de 80 %, teniendo su recomendacion grado
de evidencia A y nivel de confianza alto; la timpanometria posee grado de

evidencia B y nivel de confianza alto *©.

Se determin6 que la OME fue mas frecuente en el sexo femenino con
59.36%. El promedio de edad fue de 5 afios, hallazgo concordante con lo
publicado por Jerves et al en 2011, reportando un promedio de 5,6 afos, sin
embargo difiere en cuanto a sexo con un 63,6% para género masculino.”” .La
presencia de bacterias en la efusion de oido medio se ha encontrado hasta en 40
a 70% de los pacientes, dependiendo de la técnica diagnéstica utilizada. De los 27
pacientes estudiados, el hallazgo operatorio registrado en 24 casos (88.88%) fue
glue ear y 3 (11.11%) no efusion, pudiendo deberse a resolucion espontanea del
cuadro, aun cuando la literatura reporta éste fenomeno hasta en 25% de los casos
nuevos de OME en un periodo de hasta 3 meses. ® Dichos pacientes fueron
retirados de la investigacion, considerando que no existia liquido para realizar

estudio microbiolégico, asi como la ausencia del mismo descarta el diagndstico.

Un total de 24 muestras fueron enviadas para estudio microbiolégico
resultando 9 (37.5%) cultivos positivos para crecimiento bacteriano, en contraste
con lo establecido por Daniel et al @ en 2012, quienes utilizaron los mismos
medios de cultivo para deteccidén bacteriana y de biopeliculas que en el presente

estudio, sin embargo obtuvieron 45% de los cultivos positivos. Actualmente, la



literatura reporta que los microorganismos que mas comunmente se observan en
orden de frecuencia son: H. influenzae, M. catarrhalis y S. pneumoniae. También
se han incluido Staphylococcus aureus y bacilos gram negativos como

Pseudomona aeruginosa .

Por el contrario, en el presente estudio el germen
mas frecuente fue Pseudomona aeruginosa, representando el 66.66%, seguido de
Haemophilus influenzae (22.23%) y Moraxella catarralis significando el 11.11%. Se
determiné en 4 muestras (16.66%) presencia de biopeliculas en contraste con lo
establecido por Saafan et al ® en 2013, donde demostré en 32% de las muestras
estudiadas existia la presencia de las mismas. Pseudomona aeruginosa fue el
germen productor de biopeliculas en 100% de los casos. La distribucion por sexo
de pacientes con presencia de biopeliculas bacterianas en el liquido del oido
medio fue 3 masculinos (75%) y 1 femenino (25%). La edad predominante de
pacientes con presencia de biopeliculas bacterianas fue de 3 afios (50%), lo cual
se puede comparar con el trabajo de Thornton et al *? realizado en el afio 2011
demostrando que no hubo predileccién en cuanto a edad y sexo para desarrollo de
biopeliculas en ésta entidad. Se obtuvo resistencia a la Carbenicilina en 4
(44.44%) de los cultivos positivos para Pseudomona aeruginosa, siendo el 50%
de ellas productoras de biopeliculas, en contraste con los hallazgos de Rotta et al
() donde sélo se encontré 19.6% de las bacterias resistentes a la penicilina,
considerando de ésta forma que en nuestro medio existe mayor porcentaje de

microorganismos productores de betalactamasas.

La deteccidon de bacterias viables en liquido de oido medio en pacientes
con diagnostico de OME, fue por muchos afios controversial, hasta 1995 cuando
Post et al realizaron la primera investigacion bacteriolégica de la OME,
demostrando la importancia de la etiologia bacteriana en ésta entidad.

El presente estudio concluye que es posible revelar la existencia de
bacterias, incluyendo las productoras de biopeliculas en el liquido del oido medio
en pacientes con diagnéstico de OME, a través de técnicas con medios de cultivo

como el agar rojo Congo, siendo esto util para justificar la cronicidad de ésta



entidad en algunos casos y su alta resistencia a la antibioticoterapia; abriendo de
ésta manera posibilidades en un futuro para un tratamiento médico eficaz. Sin
embargo, se recomienda la realizacion de nuevos estudios prospectivos con una
mayor muestra, durante periodos mas prolongados, realizando cultivos que
estudien ambos oidos en pacientes con patologia bilateral, asi como el empleo de

una combinacion de técnicas de deteccion bacteriana y de biopeliculas.
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ANEXOS

Anexo 1
Republica Bolivariana de Venezuela
Instituto Venezolano de los Seguros Sociales
Hospital Dr. Domingo Luciani
Servicio de Otorrinolaringologia
Consentimiento Informado

(Pacientes entre 2y 12 afios de edad)

Titulo de la investigacion: Deteccion de biopeliculas bacterianas en mucosa de

oido medio en pacientes pediatricos con diagnostico de otitis media con efusion.

Investigadores: Dra. Cecilia Sanchez y Dr. Salvador Sanchez.

Objetivo de la investigacion: A usted se le ha pedido que participe en un estudio
de investigacion que tiene como finalidad revelar la presencia de biopeliculas
bacterianas en mucosa de oido medio en pacientes pediatricos con diagndstico de

otitis media con efusion.
Exposicién de Motivos:

Antes de que usted decida tomar parte en este estudio de investigacién, es
portante que lea, cuidadosamente, este documento. Su doctor discutird con usted
el contenido de este informe y le explicara todos aquellos puntos en los que tenga
dudas. Si después de haber leido toda la informacién usted decide participar en
este estudio, debera firmar este consentimiento en el lugar indicado y devolverlo a

su médico.
Procedimiento:

La timpanocentesis es un procedimiento quirdrgico en el cual previa
desinfeccién del conducto auditivo externo se introduce una aguja a través de la
membrana timpanica con la finalidad de drenar el contenido de la caja timpanica,

el cual se puede enviar para cultivo y andlisis microbiolégico como se realizara en



esta investigacion. Como en toda cirugia, ésta pudiera tener mudltiples
complicaciones como hemorragias, laceraciones de la membrana timpanica, y las

relacionadas con el procedimiento anestésico.

Las bacterias productoras de biopeliculas son microorganismos que pueden
estar presentes en la otitis media con efusién, que es la patologia que posee su
representado, las cuales pueden crear mecanismos de defensa contra antibiéticos,
haciendo dificil su eliminacién con antibiéticos a través del tiempo, provocando
una persistencia de la enfermedad y generando consumos de grandes cantidades
de antibiéticos y pérdidas monetarias significativas cada afio, sin obtener mejoria
de su representado, lo cual pudiera conllevar al desarrollo de infecciones del oido
medio severas con sus posibles complicaciones como desarrollo de abscesos
cerebrales e incluso la muerte. Es por ello que se tomara una muestra para ser
procesada en un laboratorio especializado con el fin de descartar la presencia de
las mismas y aplicar la antibioticoterapia oportuna de requerirla. No existe ninguna
remuneracion econdmica por su participacion en este estudio. Su participacion en
este estudio es voluntaria. Usted puede negarse a participar, o puede interrumpir
Su participacion en cualquier momento durante el estudio, sin perjuicio alguno ni

pérdida de sus derechos.
¢Comprende lo planteado?

1. ¢Usted entendid la informacién dada de manera escrita y/o hablada en este
consentimiento?

Si o] No

2. ¢Conoce usted las opciones terapéuticas para su patologia?

Si o] No

3. ¢Se siente capacitado y apto para tomar una decision informada?

Si o] No

4. ¢Conoce las complicaciones de la cirugia?

Si o] No

5. ¢Estan satisfechas sus dudas?



Si No

(@}

Consentimiento:

Se me ha dado una oportunidad de conocer los procedimientos planteados
de hacer preguntas acerca de mi condicién, las formas alternativas de tratamiento,
los riesgos del no tratarme, los procedimientos que como Servicio Hospitalario se
utilizaran, y los riesgos y los peligros implicados; Yo o Nosotros tenemos suficiente
informacion para dar este consentimiento informado. Yo y/o Nosotros certificamos
gue de esta forma se han explicado completamente lo planteado, Yo y/o nosotros
entendemos su contenido y entendiendo que cada esfuerzo serd hecho para
proporcionar un resultado positivo y comprendiendo que existen complicaciones
posibles inherentes a la cirugia las cuales pueden suceder, por lo cual asumiendo
mi corresponsabilidad con las posibles consecuencias firmo mi consentimiento

informado.

Realizado en el

Nombre del paciente

Testigo o Representante

Fecha: Hora:




Anexo 2

Republica Bolivariana de Venezuela
Instituto Venezolano de los Seguros Sociales
Hospital Dr. Domingo Luciani
Servicio de Otorrinolaringologia

Consentimiento Informado para adolescentes

Titulo de la investigacion: Deteccion de biopeliculas bacterianas en mucosa de

oido medio en pacientes pediatricos con diagndstico de otitis media con efusion.

Investigadores: Dra. Cecilia Sanchez y Dr. Salvador Sanchez.

Objetivo de la investigacién: A usted se le ha pedido que participe en un estudio
de investigacién que tiene como finalidad revelar la presencia de biopeliculas
bacterianas en mucosa de oido medio en pacientes pediatricos con diagndstico de

otitis media con efusion.
Exposicion de Motivos:

Antes de que usted decida tomar parte en este estudio de investigacion, es
portante que lea, cuidadosamente, este documento. Su doctor discutir4 con usted
el contenido de este informe y le explicara todos aquellos puntos en los que tenga
dudas. Si después de haber leido toda la informacion usted decide participar en
este estudio, debera firmar este consentimiento en el lugar indicado y devolverlo a

su médico.
Procedimiento:

La timpanocentesis es un procedimiento quirdrgico en el cual previa
desinfeccion del conducto auditivo externo se introduce una aguja a través de la
membrana timpanica con la finalidad de drenar el contenido de la caja timpanica,
el cual se puede enviar para cultivo y analisis microbiolégico como se realizara en

esta investigacion. Como en toda cirugia, ésta pudiera tener mdultiples



complicaciones como hemorragias, laceraciones de la membrana timpanica, y las

relacionadas con el procedimiento anestésico.

Las bacterias productoras de biopeliculas son microorganismos que pueden
estar presentes en la otitis media con efusion, que es la patologia que posee su
representado, las cuales pueden crear mecanismos de defensa contra antibioticos,
haciendo dificil su eliminacion con antibidticos a través del tiempo, provocando
una persistencia de la enfermedad y generando consumos de grandes cantidades
de antibidticos y pérdidas monetarias significativas cada afio, sin obtener mejoria
de su representado, lo cual pudiera conllevar al desarrollo de infecciones del oido
medio severas con sus posibles complicaciones como desarrollo de abscesos
cerebrales e incluso la muerte. Es por ello que se tomara una muestra para ser
procesada en un laboratorio especializado con el fin de descartar la presencia de
las mismas y aplicar la antibioticoterapia oportuna de requerirla. No existe ninguna
remuneracion econémica por su participacion en este estudio. Su participacién en
este estudio es voluntaria. Usted puede negarse a participar, o puede interrumpir
Su participacion en cualquier momento durante el estudio, sin perjuicio alguno ni

pérdida de sus derechos.
¢Comprende lo planteado?

1. ¢Usted entendid la informacién dada de manera escrita y/o hablada en este
consentimiento?

Si 0 No

2. ¢Conoce usted las opciones terapéuticas para su patologia?

Si 0 No

3. ¢Se siente capacitado y apto para tomar una decision informada?

Si 0 No

4. ¢Conoce las complicaciones de la cirugia?

Si 0 No

5. ¢Estan satisfechas sus dudas?
Si o] No



Consentimiento:

Se me ha dado una oportunidad de conocer los procedimientos planteados
de hacer preguntas acerca de mi condicién, las formas alternativas de tratamiento,
los riesgos del no tratarme, los procedimientos que como Servicio Hospitalario se
utilizaran, y los riesgos y los peligros implicados; Yo o Nosotros tenemos suficiente
informacion para dar este consentimiento informado. Yo y/o Nosotros certificamos
gue de esta forma se han explicado completamente lo planteado, Yo y/o nosotros
entendemos su contenido y entendiendo que cada esfuerzo sera hecho para
proporcionar un resultado positivo y comprendiendo que existen complicaciones
posibles inherentes a la cirugia las cuales pueden suceder, por lo cual asumiendo
mi corresponsabilidad con las posibles consecuencias firmo mi consentimiento

informado.

Realizado en el

Nombre del paciente y firma

Testigo o Representante

Fecha: Hora:




Anexo 3

Ficha de solicitud de muestra

Estudios Microbioligicos
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Tomado del formato original de solicitud de procesamiento de muestras del

laboratorio de microbiologia del centro médico Angios centro vascular.



Anexo 4
Republica Bolivariana de Venezuela
Instituto Venezolano de los Seguros Sociales
Hospital Dr. Domingo Luciani

Servicio de Otorrinolaringologia

Ficha de Recoleccion de Datos

Cecilia Sanchez / Salvador Sanchez

Nombre y Apellido del paciente:

Edad: Teléfonos:

Sexo: M: — F. — Oido: D: —k —

NUmero de historia clinica:

Hallazgo operatorio:

Presencia de microorganismos involucrados en los cultivos: SI. —_—_NO: __

1)

2)

Presencia de biopeliculas: Presente: Ausente:

Microorganismo productor de biopeliculas:

Resistencia bacteriana del microorganismo #1:

Sensible a:

Intermedio a:




Resistente a:

Resistencia bacteriana del microorganismo #2:

Sensible a:

Intermedio a:

Resistente a:




Anexo 5

TABLA N°1. Tabla de frecuencias para género de pacientes con diagndéstico

de OME
Geénero Frecuencia %
absoluta
Masculino 11 40.74
Femenino 16 59.26
Total 27 100

Fuente: Elaboracién propia a través de Microsoft Excel 2013 en base a
resultados generados por paquete de coOmputo estadistico statgraphics
centurion 15.2



Anexo 6

TABLA N°2. Tabla de frecuencias para edad de pacientes con diagnostico de

OME

Edad (afios) F;i‘;‘(‘ﬁ;‘f;a %
2 3 1111
3 7 25.73
2 1 3.70
5 8 29.62
6 2 7.41
7 2 7.41
8 4 14.81

Total 27 100

Fuente: Elaboracion propia a través de Microsoft Excel 2013 en base a
resultados generados por paguete de cOmputo estadistico statgraphics
centurion 15.2



Anexo 7

TABLA N°3. Tabla de microorganismos detectados en el liquido de oido

medio en pacientes con diagnéstico de OME

Microorganismo Frecuencia %
absoluta
Pseudomona 6 66.66
aeruginosa
Haemophilus influenzae 2 22.23
Moraxella catarralis 1 11.11
Total 9 100

Fuente: Elaboracién propia a través de Microsoft Excel 2013 en base a
resultados generados por paquete de coOmputo estadistico statgraphics

centurion 15.2




Anexo 8

TABLA N°4. Tabla de frecuencia de deteccion de biopeliculas en el liquido de
oido medio en pacientes con diagnostico de OME

Deteccion de Frecuencia %
biopeliculas absoluta
Negativo 20 83.33
Positivo 4 16.66
Total 24 100

Fuente: Elaboracion propia a través de Microsoft Excel 2013 en base a
resultados generados por paquete de codmputo estadistico statgraphics
centurion 15.2



Anexo 9

TABLA N°. Tabla de distribucion por sexo de pacientes con diagndéstico de
OME con presencia de biopeliculas detectadas en el liquido de oido medio

Sexo Frecuencia %
absoluta

Masculino 3 75

Femenino 1 25

Total 4 100

Fuente: Elaboracion propia a través de Microsoft Excel 2013 en base a
resultados generados por paquete de codmputo estadistico statgraphics
centurion 15.2



Anexo 10

TABLA N°%. Tabla de frecuencia para edad de pacientes con diagnostico de
OME con presencia de biopeliculas detectadas en el liquido de oido medio

Edad Frecuencia o
(Afi0S) absoluta °
3 2 50
4 1 25
5 1 25
Total 4 100

Fuente: Elaboracion propia a través de Microsoft Excel 2013 en base a
resultados generados por paquete de coOmputo estadistico statgraphics
centurion
15.2



Anexo 11

TABLA N°7. Tabla de microorganismos productores de biopeliculas
detectados en el liquido de oido medio en pacientes con diagnostico de OME

Microorganismo Frecuencia %
absoluta
Pseudomona 4 100
aeruginosa
Total 4 100

Fuente: Elaboracién propia a través de Microsoft Excel 2013 en base a
resultados generados por paquete de coOmputo estadistico statgraphics
centurion 15.2



Anexo 12

TABLA N°8. Tabla de microorganismos detectados en el liquido de oido
medio en pacientes con diagnostico de OME con resistencia bacteriana

reportada
Microorganismo Frecuencia %
absoluta
Pseudomona
aeruginosa
2 50
(productora de
biopelicula)
Pseudomona
aeruginosa
2 50
(No productora de
biopelicula)
Total 2 100

Fuente: Elaboracién propia a través de Microsoft Excel 2013 en base a
resultados generados por paquete de coOmputo estadistico statgraphics
centurion 15.2



