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Resumen

OBJETIVO: Evaluar los cambios en la microbiota en la otitis media crénica colestea-
tomatosa posterior a la aplicacién de 2-mercaptoetanosulfonato de sodio (MESNA) en
poblacién pediatrica, a través de secuenciacion de ARN ribosomal bacteriano 16S.

MATERIALES Y METODOS: Estudio subexperimental, prolectivo, efectuado en el Servicio
de Otorrinolaringologia del Hospital Infantil de México Federico Gémez, Ciudad de
México, de diciembre de 2017 a diciembre de 2018. Se incluyeron nifos con otitis
media crénica colesteatomatosa operados de mastoidectomia primaria o de revisién.
Se obtuvo ARN total de colesteatomas (antes y después de la aplicacién de MESNA).
Se determiné abundancia relativa, riqueza y diversidad a nivel de filo y género.

RESULTADOS: Se incluyeron 26 muestras de 13 nifos de uno y otro sexo sin comor-
bilidades. Se identific6 mas del 98% de las secuencias en cuanto a filo, clase, orden
y familia. La microbiota estuvo representada por los filos predominantes Firmicutes,
Proteobacteria, Actinobacteria, Cyanobacteria y Bacteroidetes. En cuanto al género se
observaron Turicella'y Allococcus asociados con la enfermedad. Posterior a la aplicacién
de MESNA prevalecieron y aumentaron en abundancia los géneros Propionibacteria
y Staphylococcus asociados con la microbiota habitual del oido medio. También se
observé incremento en la diversidad de bacterias, aumento y surgimiento de otros
géneros que forman parte de la microbiota endégena del oido medio.

CONCLUSIONES: El surgimiento y prevalencia de géneros presentes en el microbiota
habitual de oido medio sano y la pérdida de géneros patégenos demuestran la utilidad
del MESNA.
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Abstract

OBJECTIVE: To evaluate the changes in the microbiota in the chronic cholesteatomatous
otitis media after the application of sodium 2-mercaptoethanesulfonate (MESNA) in the
pediatric population, through 16S bacterial ribosomal RNA sequencing.
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MATERIALS AND METHODS: A subexperimental, prolective study done at the Oto-
rhinolaryngology service of Hospital Infantil de México Federico Gémez, Mexico City,
from December 2017 to December 2018, including children with chronic cholestea-
tomatous otitis media who underwent primary or revision mastoidectomy. The RNA of
cholesteatomas was obtained (before and after MESNA application). Relative abundance,
richness and diversity were determined at the level of phylum and genera.

RESULTS: Twenty-six samples were included, corresponding to 13 children of both sexes,
without comorbidities. It was possible to identify more than 98% of the sequences at
the level of phylum, class, order, and family. The microbiota was represented by the
predominant phyla Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria, Cyanobacteria and Bac-
teroidetes. At the genus level, Turicella and Alloiococcus were observed in association
with the disease. Likewise, it was observed that after the application of MESNA, the
genera Propionibacteria and Staphylococcus associated with the usual microbiota of the
middle ear prevailed and increased in abundance. Similarly, an increase in the diversity
of bacteria was observed, as well as an increase and emergence of other genera that
are part of the endogenous microbiota of the middle ear.

CONCLUSIONS: The emergence and prevalence of genera present in the normal healthy
middle ear microbiota and the loss of pathogenic genus demonstrate the usefulness
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of MESNA.
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ANTECEDENTES

La otitis media crénica colesteatomatosa se defi-
ne como una infeccion recurrente o persistente
que puede acompafarse de destruccién de los
huesecillos y hueso temporal. En nifos su com-
portamiento clinico es agresivo, invasivo y con
altas tasas de recidiva. En la otitis media crénica
colesteatomatosa la biopelicula bacteriana juega
un papel fundamental en la resistencia antimi-
crobiana, cronicidad, recurrencia y agresividad
de la enfermedad. Las comunidades bacterianas
existentes en el oido medio forman biopeliculasy
las diferentes asociaciones bacterianas en la otitis
media crénica colesteatomatosa cambian segun el
tipo de tratamiento, lo que repercute en el éxito o
fracaso. Su identificacién permitira el desarrollo
de tratamientos alternativos que logren modificar
el comportamiento clinico de la enfermedad.

Por otra parte, la diseccion quimicamente
asistida mediante la aplicacion del 2-mer-
captoetanosulfonato de sodio (MESNA) ha
mostrado ser efectiva en modelos experimen-
tales y en estudios clinicos con humanos,
facilitando la disgregacién de la estructura del
colesteatoma y de las biopeliculas asociadas,
disminuyendo las tasas de enfermedad resi-
dual. Lo anterior ha modificado el panorama
en términos del pronédstico, en especial en
poblacién pediatrica.

El estudiar el efecto del MESNA en la microbiota
de la otitis media crénica colesteatomatosa pe-
diatrica permitiria generar nuevos conocimientos
del efecto de diversos agentes quimicos en su
composicién y diversidad que pudieran ser de
utilidad en el tratamiento, curso clinico y pro-
nostico de la enfermedad.
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Las biopeliculas juegan un papel en la pato-
génesis de la otitis media crénica.' En la otitis
media cronica colesteatomatosa, el colesteatoma
frecuentemente se infecta en forma crénicay la
formacion de biopeliculas bacterianas parece ser
la responsable de la resistencia a los antibidticos
topicos y sistémicos.?

El filo Proteobacteria predomina en la mucosa
normal del oido medio de nifios y adultos,
seguido de Actinobacteria, Firmicutes y Bacteroi-
detes.? Sin embargo, en la otitis media crénica, la
microbiota normal se modifica ante los cambios
derivados de la inflamacién crénica que favore-
cen el crecimiento y establecimiento de bacterias
patégenas. Los mediadores expresados durante
la inflamacion como interleucina 1 (IL-1), factor
activador de las plaquetas y factor de necrosis tu-
moral alfa (TNF-alfa) inducen hipersecrecion de
mucina, hiperproliferacién de células epiteliales
y queratinocitos y resorcién 6sea por activacion
de colagenasas y osteoclastos.* Asimismo, la
administracién frecuente e inapropiada de an-
tibidticos topicos y soluciones antisépticas crea
un entorno adecuado para la resistencia a los
microorganismos.’

En términos histolégicos, se ha demostrado
que la mayor carga bacteriana y formacién de
biopeliculas ocasionan progresion y agresividad
en la otitis media croénica, en especial, por su
asociacion con reclutamiento de osteoclastos y
erosion 6sea.>®

Un reporte que incluyé 20 estudios con 2254
pacientes pediatricos, de 1978 a 2003, mostr6
una tasa de recuperacién bacteriana de solo el
35%.” Quiza esto se deba a que no todas las
bacterias son cultivables mediante métodos tradi-
cionales. Algunas técnicas de biologfa molecular
permiten identificar ampliamente a los patége-
nos asociados con la cronicidad y severidad
del colesteatoma pediatrico.® Minami y colabo-
radores usaron estas técnicas para comparar la

microbiota de adultos y nifios sanos versus otitis
media crénica, mostrando menor prevalencia de
Proteobacteria y mayor prevalencia de Firmicutes
en los pacientes con infeccién crénica del oido.?

Una de las caracteristicas del colesteatoma
en el nifio que lo diferencian del adulto es su
comportamiento clinico. Algunos autores han
propuesto que la composicion histopatoldgica
es uno de los factores decisivos que pudieran
explicar este comportamiento.? Sin embargo,
publicaciones recientes sugieren que las biope-
liculas bacterianas juegan un papel fundamental
en la resistencia antimicrobiana, cronicidad,
recurrencia y agresividad de la enfermedad.?1°

En microbiologia clinica, la identificacion ra-
pida y correcta de los agentes patégenos es un
requisito esencial para el diagnéstico y aplica-
cién posterior de un tratamiento adecuado. La
identificacién molecular basada en el ARNr 16S
se utiliza fundamentalmente para bacterias cuya
identificacion mediante otro tipo de técnicas re-
sulta imposible, dificil o requiere mucho tiempo.
Esto Ultimo ha conducido al descubrimiento de
nuevos agentes patdgenos.

La secuenciacion del ARNr 16S ha permitido a
los investigadores aprovechar nueve regiones
hipervariables (V1-V9) para identificar el ADN
procariota sin confundirse con material genético
eucariota.?

Los estudios de secuenciacién del ARNr 16S
permiten analizar la abundancia relativa a nivel
de filo 0 género y obtener la riqueza y diversidad
bacteriana." En otitis media se han identificado
los géneros Turicella 'y Alloicoccus en abundan-
cias relativas significativas. Asimismo, se han
reportado algunas especies de Lactobacillus y
Dolorsigranulum, que pueden ser protectores
para el oido medio y desempenar un papel en
el desarrollo de probidticos como una nueva
modalidad de tratamiento.
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Por otra parte, es indudable la utilidad del
MESNA en el manejo quirdrgico de algunos
padecimientos otolégicos. En 2004 Yilmaz y
colaboradores publicaron un estudio sobre el
manejo de la otitis media adhesiva con bolsi-
llos de retraccion mediante la aplicacién de
MESNA. Observaron lisis de las adherencias
entre [a mucosa del oido medio y la membrana
timpdnica, con lo que se facilitaba su disec-
cién.” Posteriormente, Kalcioglu y Vicenti, en
2014, publicaron la efectividad del MESNA
en el colesteatoma residual, reportando tasas
significativamente menores de recidiva pos-
tratamiento, al demostrar la fragmentacion de
las capas de queratina con la aplicacion del
medicamento.*'®

En 2016 en el servicio de Otorrinolaringologia
del Hospital Infantil de México Federico Gémez
se llevé a cabo un estudio prospectivo con el
objeto de evaluar la utilidad del MESNA in-
traoperatorio en pacientes pediatricos con otitis
media cronica colesteatomatosa; se observaron
cambios en la estructura del colesteatoma
(separacion de laminas de queratina y desor-
ganizacion de su estructura).'® Recientemente,
De La Torre y colaboradores demostraron que
el MESNA es capaz de desintegrar y separar la
estructura de las biopeliculas bacterianas en
colesteatomas pediatricos."”

En la actualidad se reconoce al MESNA como
un medicamento que disminuye significativa-
mente la recurrencia de la otitis media crénica
colesteatomatosa.'” Se sabe que el medicamento
disgrega y separa las biopeliculas bacterianas.'
Sin embargo, se desconoce si el compuesto
quimico tiene efecto en la frecuencia relativa de
las bacterias presentes en el sitio anatémico de
los pacientes, antes y después de su aplicacion.
Con el uso de técnicas moleculares como la
secuenciacion del ARNr 16S logran identificarse
las comunidades bacterianas, asi como su rique-
za y diversidad.™
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Con base en lo anterior, consideramos que
pudieran existir cambios en la microbiota del co-
lesteatoma en nifos posterior a la aplicacién de
MESNA capaces de ser documentados mediante
la secuenciacion del ribosomal bacteriano 16S.

El objetivo de este articulo es evaluar los cambios
que ocurren en la microbiota del colesteatoma
de pacientes pediatricos, posterior a la aplica-
cion de MESNA mediante la secuenciacion del
ARNr 16S.

MATERIALES Y METODOS

Estudio subexperimental, prolectivo, efectuado
en el Servicio de Otorrinolaringologia del Hos-
pital Infantil de México Federico Gémez, Ciudad
de México, de diciembre de 2017 a diciembre
de 2018. Se incluyeron pacientes pediatricos con
diagndstico de otitis media crénica colesteato-
matosa operados de mastoidectomia primaria o
de revision. Se realizé un muestreo no probabi-
listico de casos consecutivos. La asignacion fue
no aleatoria.

El grupo de estudio incluyé pacientes con diag-
nostico de otitis media crénica colesteatomatosa.
Se cont6 con consentimiento informado que
detalla ampliamente, tanto para el paciente
como al familiar responsable, los objetivos del
protocolo de investigacién, la técnica quirdrgi-
ca, obtencién de muestras, riesgos y posibles
complicaciones.

El dia previo al evento quirdrgico se solicit6 la
preparacion de la dilucién del MESNA a una
concentracién del 4%, que fue proporcionado
por SAFE Productos Hospitalarios SA de CV.

Técnica quirurgica
Paciente bajo anestesia general balanceada y

previa asepsia y antisepsia de la regién qui-
rargica con solucién ChloraPrep, se realiz

https://doi.org/10.24245/a0rl.v67i1.5564
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incision retroauricular, diseccion por planos
hasta el tejido muscular, elevacién de colgajo
de Palva y exposicién de la region mastoidea.
Posteriormente se realizé fresado de la cortical
y exenteracién de celdillas hasta completar
mastoidectomia primaria en los oidos sin ante-
cedente de cirugia o mastoidectomia de revisién
en los pacientes con cirugia otolégica previa.
Se identificé y tom6 muestra basal del colestea-
toma, colocdndose en un frasco con solucién
fisiolégica. Posteriormente se instil6 MESNA
al 4% sobre el tejido de colesteatoma durante
10 minutos para, finalmente, realizar toma de
muestra y colocacion en un frasco con solucién
fisiolégica. Se complet6 la mastoidectomia para
el retiro del resto del colesteatoma con técnica
de muro alto o muro bajo de acuerdo con el
plan quirdrgico y hallazgos transoperatorios. Las
muestras de colesteatoma, basal y con MESNA se
transportaron de forma inmediata al Laboratorio
de Enfermedades Infecciosas del Hospital Infantil
de México, donde permanecieron en solucién
fisiol6gica refrigeradas a 4°C.

Extraccion de ARNA del colesteatoma a partir
de TRIzol reagent

Para la extraccion del ARN total, se incubd
durante 5 min y a temperatura ambiente una
muestra de 50 mg de tejido inmerso en 500 pL
de TRIzol reagent®. Durante la incubacion, se
procedié a macerar el tejido hasta disgregarlo
completamente. A estos macerados, se les adi-
cionaron 100 pL de cloroformo, se mezclaron
vigorosamente durante 15 segundos y se proce-
di6 a recuperar la fase acuosa. Enseguida, a las
muestras se adicionaron 250 pL de isopropanol,
se incubaron por 10 min y centrifugaron por 10
min a 13000 rpm a 4°C para precipitar el ARN
total; se recuperaron como un pellet de gel
blanco en el fondo del tubo. Se descart6 el sobre-
nadante y se resuspendi6 el pellet en 500 plL de
etanol al 75% por cada 500 plL de TRIzol usados
para lisis. Se mezcl6é brevemente la muestra y

se centrifugd por 5 min a 13000 rpm a 4°C, se
descarto el sobrenadante y se dejo secar el pellet
durante 5-10 minutos. Por Gltimo, se resuspendio
el pellet en 30 pL en agua libre de nucleasas y
se calenté la muestra a 55-60°C por 15 minutos
para su cuantificacion.

Sintesis de cDNA

La concentracién del ARN total de los colestea-
tomas se normalizé a una concentracion final
de 200 ng/uL. Para la sintesis de cDNA, se us6
el kit SCRIPT cDNA Synthesis (Jena Bioscience,
Jena) siguiendo las indicaciones del fabricante.
La concentraciéon de cDNA de las muestras se
normalizé a una concentracién final de 50 ng/
pL en un volumen final de 20 pL, a partir de una
concentracion inicial de 1000 ng/uL en volumen
inicial de 20 pL. El cDNA de las muestras se en-
vié a Zymo Research (California, Estados Unidos)
para el andlisis metagenémico de las regiones
variables V3-V4 del gen 16S rRNA a través de
la tecnologia lllumina.

Aspectos éticos

Esta investigacion estuvo dentro del acuerdo
con las normas éticas del comité (institucional
o regional) que supervisa la experimentacién en
seres humanos y con la Declaracién de Helsinki
de 1975, enmendada en 1983.

Definicion del procesamiento y analisis de la
informacion

Andlisis metagendmico

Las 26 librerias se procesaron usando las pla-
taformas Quantitative Insights into Microbial
Ecology 2 (QIIME2 2019.4)*° y Galaxy (http://
usegalaxy.org). Las lecturas de baja calidad en
cada libreria se removieron de acuerdo con los
siguientes criterios de calidad: secuencias cortas
< 150 pb 0 > 470 pb y una calidad de Phred
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< 20. Todas las secuencias de las librerias se
alinearon usando PyNAST?? y la eliminacién de
secuencias quimeras se realizé con Chimera Sla-
yer.2! La asignacién taxonémica en los niveles de
filoy género se establecieron al 97% de corte en
la base de datos Greengenes (http:/greengenes.
Ibl.gov/Download/). La mejor secuencia de cada
una de las unidades taxonémicas operacionales
(OTUs) de cada libreria, antes y después del
tratamiento, se utiliz6 para determinar la asigna-
cién taxonémica en los niveles de género y filo
en la base de datos Greengenes (version 13_8).
Ademads, con estas secuencias representativas de
las diferentes OTUs, se realizé un Blastn manual
en la base de datos del NCBI para confirmar la
identidad taxonémica.

Andlisis estadistico

Con el paquete estadistico para las ciencias so-
ciales (SPSS, version 22.0) se realizé estadistica
descriptiva de las variables del estudio, reportan-
dose las frecuencias y porcentajes, asi como la
medida de tendencia central (media) y de disper-
sion (desviacion estandar) cuando fue pertinente.

Para describir si habia diferencia en la expresion
de las bacterias antes y después del MESNA se
utilizo la prueba y?, se consideraron los valores
estadisticamente significativos cuando el valor
de p fue igual o menor de 0.05, con intervalo
de confianza del 95%.

RESULTADOS

Se incluyeron 13 nifios, 9 hombres y 4 mujeres,
con edad media de 10.3 afos (limites: 1-17
anos). De los 13 pacientes, 3 tenfan comorbili-
dades, como sindrome de Down y secuelas de
labio y paladar hendido. En 11 de estos nifios la
cirugia fue primaria y en los 2 restantes se realiz6
cirugia de revisién. En todos se confirmé coles-
teatoma; en 3 se hizo mastoidectomia de muro
alto y en el resto mastoidectomia de muro bajo.

2022; 67 (1)

Se obtuvieron 26 muestras. 13 correspondieron
a colesteatoma previo a la aplicacién de MESNA
(pre-MESNA) y 13 se recolectaron después de su
instilacion (post-MESNA).

Los filos predominantes y mas abundantes en
las librerias de las 26 muestras analizadas (pre
y post-MESNA) fueron Firmicutes (31.7%), Pro-
teobacteria (29.8%), Actinobacteria (28.3%),
Cyanobacteria (1.4%) y Bacteroidetes (6.8%).
Las bacterias gramnegativas predominaron en
el 67.5%. Figura 1

Del filo Firmicutes se obtuvieron las clases
Bacilli, Clostridia, Erysipelotrichia, Negati-
vicutes. De las proteobacterias recabamos
alphaproteobacteria, betaproteobacterias,
deltaproteobacterias, epsilonproteobacterias,
gammaproteobacterias. De las Actinobacterias
la clase mds predominante fue Actinobacteria.
De los Bacteroides se identificaron la clase
bacteroidia, Cythophagia, Flavobacteriia y
Sphingobacteriia.

Por género, las mas representativas fueron Acti-
nobacterias (pre-MESNA [5/13] y post-MESNA
[11/13]), Corynebacterium (pre-MESNA [10/13]
y post-MESNA [6/13]), Escherichia (7/13) y
(4/13) pre y post-MESNA, respectivamente,
Haemophilus (4/13 y 5/13 pre y post-MESNA,
respectivamente), Pseudomonas (8/13 y 9/13
pre y post-MESNA, respectivamente). Asimis-
mo, otro de los géneros mas frecuentes fue
Staphylococcus (pre-MESNA: [9/13] y post-
MESNA: [12/13]).

En el Cuadro 1 se muestran las especies aisladas,
asi como su frecuencia, significacion estadistica
y los intervalos de confianza correspondientes.

Proteus vulgaris (pre-MESNA: [3/13] y post-
MESNA: [0/13], p=0.033.1C95% 0.273-0.693)
fue la Gnica especie que mostré diferencia sig-
nificativa pre y post-MESNA.

https://doi.org/10.24245/a0rl.v67i1.5564
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Figura 1. Comparacién de las abundancias relativas a nivel de filo en pacientes pre-MESNA con otitis media cro-
nica colesteatomatosa (99A-98A) y pacientes post-MESNA (99B-98B). En las muestras de pacientes pre-MESNA
se observa predominio del filo Actinobacteria, al igual que en los pacientes post-MESNA. Se observa disbiosis de
la microbiota previa a la aplicaciéon del MESNA por paciente, con prevalencia y aumento de Firmicutes y Proteo-

bacteria y diminucion de actinobacterias.

En el 61.5% de las muestras hubo una prevalen-
cia y aumento del género Corynecbacterium.
posterior al uso de MESNA.

Turicella otitidis se hallé en el 6.7% de las tomas
(38.4% pre-MESNA); sin embargo, no pudo iden-
tificarse en las muestras post-MESNA.

Propionibacterium acnes se identific6 en 11/13
muestras pre-MESNA y en 10/13 muestras post-
MESNA. Cabe sefialar que en 6 muestras se
observé mayor riqueza en la abundancia relativa
posterior a la administracion del medicamento.
Figura 2

S. capitis-caprae-epidermidis se reporté en el
12.7% del total de muestras, sobre todo en el
paciente 99 A (92.7%) donde fue el género
dominante. En este mismo paciente se observo
aumento en su abundancia en el 100% posterior
a la administracion de MESNA. Esta bacteria se
report6 en 5/13 muestras pre-MESNA y en 10/13
muestras post-MESNA.

Se identificé Pelomonas saccharophila en 3/13
muestras pre-MESNA y en 4/13 muestras post-
MESNA, Pseudomonas fluorescens-yamanorum
en 4/13 muestras pre-MESNA y en 6/13 mues-
tras post-MESNA mostrando aumento en su
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Cuadro 1. Especies aisladas pre y post-MESNA (continta en la siguiente pagina)

I N R

Bacteria
Acinetobacter baumannii-calcoaceticus 1(7.7) 1(7.7) 1.000 1.000 .056-17.231
Acinetobacter calcoaceticus 1(7.7) 0 232 480 319-.722
Acinetobacter johnsonii 2 (15.4) 0 .086 458 .297-.708
Acinetobacter Iwoffii 1(7.7) 0 232 480 319-.722
Brevundimonas staleyi 1(7.7) 0 232 480 .319-.722
tB;g;l;fcr;)/deria-Burkho/deria—Paraburkho/deria 0 2 (15.4) 086 458 997-.708
Campylobacter rectus-showae 1(7.7) 1(7.7) 1.000 1.000 .056-17.903
Campylobacter ureolyticus 2 (15.4) 2 (15.4) 1.000 1.000 .119-8.421
Corynebacterium accolens - - -
Corynebacterium amycolatum 3(23.1) 2 (15.4) 618 .606 .083-4.405
Corynebacterium amycolatum-argentoratense 0 1(7.7) 232 480 .319-.722
Corynebacterium aurimucosum 0 1(7.7) 232 480 .319-.722
Corynebacterium callunae 1(7.7) 0 232 480 .319-.722
Corynebacterium lipophiloflavum 1(7.7) 0 232 480 319-.722
Corynebacterium mucifaciens 2 (15.4) 0 .086 458 .297-.708
i‘ggf”citl’g;g;imu nfse“doge”itali um- 323.1) 2 (15.4) 618 606 083-4.405
Enterobacter NA 1(7.7) 0 232 480 319-.722
Enterococcus NA 1(7.7) 0 232 480 .319-.722
Escherichia-Shigella NA 0 1(7.7) 232 480 .319-.722
Escherichia-Shigella coli 7 (53.8) 4 (30.8) 234 381 .077-1.896
Haemophilus haemolyticus-influenzae 2 (15.4) 1(7.7) .536 458 .036-5.789
Haemophilus influenzae 1(7.7) 1(7.7) 1.000 1.000 .056-17.903
Haemophilus parainfluenzae 0 1(7.7) 232 480 .319-.722
Haemophilus pittmaniae 0 1(7.7) 232 480 .319-.722
Haemophilus sp62189 0 1(7.7) 232 480 .319-.722
Helicobacter pylori 1(7.7) 0 232 480 .319-.722
Mycobacterium chubuense-iranicum 0 1(7.7) 232 480 319-.722
Mycobacterium doricum-monacense 1(7.7) 0 232 480 .319-.722
Mpycobacterium gordonae 2 (15.4) 0 .086 458 .297-.708
Neisseria elongata 1(7.7) 0 232 480 .319-.722
Neisseria macacae-mucosa-sicca 0 1(7.7) 232
Paracocccus-Paracoccus huijuniae-sp44862 1(7.7) 0 232
Paracoccus tibetensis 1(7.7) 0 232
Paracoccus yeei 1(7.7) 0 232
Proteus hauseri 2 (15.4) 1(7.7) 536
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Cuadro 1. Especies aisladas pre y post-MESNA (continuacién)

MESNA

Bacteria
) Pre ,Post 1C95%
Nam. (o/o) Nam. (o/o)
1(7.7) 232

Proteus hauseri-vulgaris 0

Proteus mirabilis 2 (15.4) 1(7.7) 536
Proteus vulgaris 3 (23.1) 0 .033
Providencia rettgeri-vermicola 1(7.7) 0 232
Providencia stuartii 1(7.7) 0 232
Pseudomonas alcaligenes 1(7.7) 0 232
Pseudomonas costantinii-fluorescens-poae 1(7.7) 0 232
Pseudomonas fluorescens-yamanorum 6 (46.2) 6 (46.2) 1.000
Pseudomonas japonica-putida 0 1(7.7) 232
Pseudomonas pseudoalcaligenes-stutzeri 0 1(7.7) 232
Pseudomonas putida-taetrolens 1(7.7) 0 232
Ralstonia insidiosa 1(7.7) 3 (23.1) .268
Ralstonia pickettii 0 1(7.7) 232
Sphingomonas humi-kaistensis 0 1(7.7) 232
Sphingomonas panni 0 1(7.7) 232
Sphingomonas sp47912 0 1(7.7) 232
Staphylococcus argenteus-aureus-simiae 2 (15.4) 1(7.7) 536
Staphylococcus auricularis 0 1(7.7) 232
Staphylococcus capitis-caprae-epidermidis 5(38.5) 8 (61.5) .239
Staphylococcus epidermidis 2 (15.4) 1(7.7) 536
Staphylococcus epidermidis-hominis 0 1(7.7) 232
Stenotrophomonas rhizophila 1(7.7) 0 232
Streptococcus mitis-pneumoniae 1(7.7) 0 232
Streptococcus pneumoniae 1(7.7) 0 232

abundancia relativa en el 30.7% de las mues- ~ DISCUSION
tras. Figura 3
Aunque no observamos agentes causales domi-
Escherichia-Shigella coli se identificé en 6/13 y ~ nantes novedosos, nuestros resultados pueden
4/13 muestras pre y post-MESNA, respectivamente.  contribuir al conocimiento de las especies que
rara vez se ven en la otitis media crénica coles-
En ningln paciente se observé capacidad anti- ~ teéatomatosa.
biética del MESNA; sin embargo, mostré efecto
en el recambio o disbiosis en la microbiota El desarrollo de nuevas tecnologias con enfoques
prevalente. moleculares ha permitido realizar una investiga-
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Figura 2. Abundancia relativa de taxones microbianos a nivel de género en pacientes pre-MESNA (99A-98A) y
post-MESNA (99B-98B). Se observa mayor diversidad de géneros en las muestras post-MESNA. En las muestras
post-MESNA se aprecia mayor riqueza y diversidad en la microbiota.

cion detallada de la diversidad y complejidad de
los microorganismos que pueden estar presentes
en las diversas muestras de tejidos.'?

T. otitidis fue un patégeno claramente dominante
en cinco muestras pre-MESNA, lo que coincide
con otras investigaciones.'>?? La discusion sobre
el papel de este agente como colonizador del
conducto auditivo externo o como patégeno
ha sido motivo de multiples debates; nuestros
resultados sugieren que, en algunos casos de
otitis media crénica, podria ser un agente causal,
como se reporté en otro estudio.??

La proporcion de A. otitidis en el total de
nuestras muestras de otitis media crénica
colesteatomatosa fue menor a la reportada en
estudios previos'? y fue el patégeno dominan-
te en un solo paciente. Se sabe que es capaz

de formar biopeliculas de una o varias espe-
cies con Haemophilus influenzae. Cuando
esta presente en las biopeliculas microbia-
nas, aumenta la supervivencia y favorece la
produccién de biopeliculas en condiciones
adversas, favoreciendo la resistencia a los
antimicrobianos.?*?°

Debido a la cuantificacién relativa, que es una
caracteristica del perfil del gen 16S, podemos
distinguir los patégenos dominantes presentes en
grandes cantidades de las sefiales de las bacterias
presentes en pequenas cantidades, cuya partici-
pacién patégena podria ser poco probable.

Propionibacterium forma parte de la microbiota
normal de la piel, boca e intestino. Se cree que
participa en la estabilizacion de la microbiota
normal al ocupar sitios que no pueden ser
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Figura 3. Mapa de calor que representa la abundacia de los taxones a nivel de género prevalente y mas abundante por paci-
ente, antes y después de la aplicacién de MESNA. En este mapa se observa la abundacia relativa de géneros implicados en la
enfermedad como: Turicella y Alloiococcus. Asimismo, se observa que en las muestras post-MESNA prevalecen y aumentan
en abundacia los géneros propionobacterias y Staphylococcus. Ademas, se observa incremento en la diversidad de bacterias,
aumento y surgimiento de otros géneros que forman parte de la microbiota endégena del oido medio.

invadidos por patégenos.*?¢ Es posible que se
produzcan perturbaciones en la microbiota
comun debido a la administracién excesiva de
antibidticos, a la inmunidad afectada (o a am-
bos), y que esto favorezca el surgimiento de la
enfermedad. En este trabajo pudo observarse la
microbiota prevalente previo a la administracién
de medicamento y cémo prevalecio el aumento
de la abundancia relativa, riqueza y diversidad
posterior a la administracion del MESNA. El
MESNA no es una sustancia bactericida; sin
embargo, favorece la quimiodiseccién quirdrgica
al romper los puentes disulfuro, propiedad que

podria ayudar a la disbiosis de la microbiota pre-
sente en los pacientes con otitis media crénica
colesteatomatosa, favoreciendo a la microbiota
del oido medio con bacterias protectoras, como
Propiobacterium.?”?8

Se ha establecido que la otitis media crénica re-
sulta del paso de bacterias que ascienden desde
la nasofaringe a través de la trompa de Eustaquio
hacia el oido medio o que invaden el conducto
auditivo externo a través de una perforacién de
la membrana timpanica.?? En otros estudios se ha
demostrado la deteccién de géneros bacterianos

11
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vinculados con su capacidad para la formacién
de biopeliculas, como sucede con especies de
Pseudomonas, Turicella'y Alloiococcus.'® En este
estudio, Pseudomonas, Turicella y Alloiococcus
no se identificaron después de la aplicacién de
MESNA, lo que genera expectativas en la admi-
nistracion de este compuesto.

Los hallazgos preliminares de nuestro estudio
deberan validarse en el futuro con tamafios de
muestra mas grandes, para tener resultados con
significacion estadistica, asi como tener mayor
diversidad de bacterias que podamos encontrar
en el colesteatoma pediatrico. Esta informacion
permitiria analizar parametros de biodiversidad
importantes en los estudios de metagenémica.

Al igual que otros autores, con este estudio
confirmamos que el andlisis de secuencia-
cion de nueva generacién permite obtener
mayor positividad del método y esto puede
explicarse por su capacidad para detectar
microbiomas acumulativos en una muestra y
su capacidad para detectar bacterias con baja
abundancia.’?? Este método también permite
la identificacién de organismos poco frecuen-
tes dentro de una comunidad polimicrobiana,
que de otra manera serfan enmascarados por
bacterias dominantes en un ensayo tradicional
basado en cultivos o pirosecuenciacién (ba-
sado en la clonacién y secuenciacion del gen
16S). Gracias a esta sensibilidad fue posible
identificar bacterias, consideradas no rele-
vantes, en nuestros pacientes con otitis media
cronica colesteatomatosa.

Los estudios del oido medio relacionados con
ARNTr 16S comenzaron en el decenio de 1980 y
principios del de 1990." En nuestra investigacion
pudimos observar que con una pequefa canti-
dad de muestra fue posible obtener aislamientos
de microorganismos que de otra forma y con
el uso de técnicas convencionales no hubiera
sido posible.

2022; 67 (1)

P. aeruginosa, Proteus spp, S. aureus, Bacteroides
spp, Clostridium spp y Bifidobacterium spp son
géneros que se han reportado en los casos de
colesteatoma extenso y asociado con complica-
ciones.’2 De acuerdo con nuestros resultados
preliminares, la existencia de bacterias gram-
negativas, grampositivas, aerobias y anaerobias
en muestras de colesteatoma esta acorde con
diversas publicaciones.

La colonizacién nasal con Staphylococcus y
eventos como la rinitis pueden alterar el mi-
crobioma del oido medio, de tal forma que
pudiéramos encontrarlo también dentro del
ofdo medio.?*** En este estudio se identificé al
género Staphyloccoccus en mayor abundancia
relativa posterior a la administracién de MESNA,
resultado que permite por primera vez demostrar
que la aplicacion de MESNA podria ayudar en
el recambio de la microbiota del oido medio
presente en los pacientes con otitis media cré-
nica, favorecer la disbiosis y la colonizacién por
géneros protectores.

Un informe anterior mostré que los filos Ac-
tinobacteria y Firmicutes representan un gran
porcentaje de los microbiomas en el oido medio
y la nariz. Estudios recientes también revelaron
que la mayor parte de las bacterias aisladas del
oido medio normal de individuos sanos eran
especies de Staphylococcus coagulasa negativas
(63-83%) y Corynebacterium diphtheriae (19-
32%). En este estudio se observé prevalencia y
aumento en la abundancia relativa de géneros
protectores posterior a la administracién de
MESNA, mismas que en otro estudio se mencio-
nan como bacterias protectoras de la via aérea
superior.?’

Como se ha visto en otros trabajos de la apli-
caciéon de MESNA en otitis media crénica
colesteatomatosa en ninos, ademas de tener
efecto en las laminas de queratina (rompiendo
los enlaces disulfuro), provoca alteraciones en
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la estructura de las biopeliculas y su separacion
del tejido de colesteatoma.

En este trabajo pudimos observar que quiza
el MESNA favorezca que ciertos géneros bac-
terianos aumenten en abundancia relativa,
debido a que se han disminuido las proteinas
de adhesion y expresién de exopolisacaridos
relacionados con la unién y formacién de las
biopeliculas, perdiendo su proteccién. De esta
forma, surge la interrogante sobre la posibilidad
de que los géneros bacterianos sean mas sensi-
bles a los antibiéticos posterior a la aplicacion
de MESNA.

Debido a las hipétesis que se han formulado
en trabajos previamente publicados, el MESNA
pudiera ser un facilitador para otras opcio-
nes terapéuticas al alterar la estructura de las
biopeliculas. Los efectos del MESNA en las bio-
peliculas no se ha estudiado exhaustivamente.
Un estudio reciente con E. coli mostré que el
compuesto era capaz de inhibir las fases iniciales
de adhesion y formacién de biopeliculas, des-
truyendo las membranas maduras, reduciendo
las concentraciones de proteinas extracelulares
y exopolisacaridos e inhibiendo la expresion de
genes asociados con proteinas de adhesion y la
expresion de exopolisacaridos.

Por Gltimo, el papel del MESNA en la otitis me-
dia crénica colesteatomatosa pudiera ubicarse
plenamente en el manejo quirdrgico del coles-
teatoma a través de una diseccién quimicamente
asistida.?’ Los estudios previos que mostraron su
efecto en la disgregacion de las biopeliculas™
nos motivaron a la bisqueda de beneficios adi-
cionales del compuesto en los microorganismos
presentes en esta enfermedad; sin embargo, los
resultados preliminares de esta investigacién no
muestran efectos positivos en cuanto a lisis o
propiedades bactericidas en los gérmenes bac-
terianos. No obstante, si observamos cambios
en la microbiota. La expresién y repercusion

clinica de estos cambios debera ser motivo de
otros estudios, con un tamano de muestra mas
representativo.

Limitacion de estudio

El tamafo de la muestra es muy pequefio para
poder demostrar el efecto del MESNA en la
eliminacion bacteriana, por lo que se propone
continuar.

CONCLUSIONES

En otras investigaciones se ha concluido que
el MESNA no causa lisis bacteriana ni mues-
tra propiedades bactericidas. Sin embargo, en
nuestro estudio se observé que el uso de MESNA
provoca disbiosis en la microbiota del paciente
con la eliminacion de géneros patégenos y el
surgimiento de géneros protectores. Lo anterior
fue posible al realizar técnicas de biologia mole-
cular, como la secuenciacion del ARN ribosomal
bacteriano 16S.

Asimismo, al igual que otras investigaciones, se
concluye que el MESNA inhibe la adhesién y
formacion de biopeliculas de bacterias, provoca
dishiosis y aumento de la abundancia relativa
de la microbiota del oido medio, lo que podria
ser motivo de una linea de investigacion para
valorar su relacién con las bacterias comensales
como factor protector. La expresion y repercu-
sién clinica de los cambios observados debera
ser motivo de otros estudios, con un tamano de
muestra mas representativo.
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