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RESUMEN

Objetivo: determinar in vivo la interaccion entre bacterias comensales aisladas de faringe de nifios sanos y S. pneumoniae, en un modelo ani-
mal (Chinchilla laniger) de otitis media. Metodos: estudio experimental Intervenciones: Suspensiones de los serotipos 18A y 9V de Spn fueron
inyectados intra-peritonealmente en dos chinchillas y luego recuperados mediante cultivo de érganos y sangre de las mismas. Empleando
suspensiones de las cepas animalizadas se inocularon intranasalmente cuatro chinchillas, y solo a dos de ellas se le inoculo una mezcla de las
bacterias comensales (Streptococcus mitis, Streptococcus parasanguinis). Con un otoscopio se examino la evolucién de la infeccién a los 7 y 14
dias. Se sacrificaron los animales y se tomaron muestras de los oidos para un examen histoldgico. Resultados: Mediante otoscopia, se observé al
dia 14 que todos presentaron una membrana timpdnica hiperémica sin efusion, presentaindose con mayor intensidad en aquellos que recibie-
ron el tratamiento. La histologia confirmé que la administracion del tratamiento no evité que la infeccion evolucionara, advirtiéndose que las
infectadas con el serotipo 8A y tratadas fueron las que presentaron el tejido epitelial menos comprometido respecto al resto. Conclusiones: Spn
y las bacterias comensales podrian establecer una relacion competitiva, y el efecto moderador en la progresion de la infeccion de otitis media
dependeria del serotipo involucrado.

Palabras Clave: Otitis media; modelo animal; S. pneumoniae; Chinchilla laniger; Probidtico.

INTEREFERENCE BETWEEN PHARYNX'S COMMNESAL BACTERIA AND MIDDLE EAR’S PATHOGENIC
IN AN ANIMAL MODEL OF OTITIS MEDIA

ABSTRACT

Objective: to determine in vivo interaction between commensal bacteria isolated from throat of healthy children and S. pneumoniae in an
animal model (Chinchilla laniger) of otitis media. Methods: experimental study. Interventions: Suspensions of serotypes 18A and 9V Spn were
injected intraperitoneally into two chinchillas and then recovered by culture of organs and blood of the same. Using the strains suspensions
animalized four chinchillas were inoculated intranasally, and only two of them was inoculated with a mixture of commensal bacteria (Strepto-
coccus mitis, Streptococcus parasanguinis). With an otoscope examined the evolution of infection at 7 and 14 days. Animals were sacrificed and
the ears were sampled for histological examination. Results: By otoscopy, was observed by day 14 all showed a hyperemic tympanic membrane
without effusion, being more intense in those receiving treatment. Histology confirmed that the administration of treatment did not prevent
infection evolve, noting that those infected with serotype 8A and treated were those that showed the least compromised epithelial tissue from
the rest. Conclusions: Spn and commensal bacteria could establish a competitive relationship, and the moderating effect on the progression of
the infection otitis media depend on the serotype involved.

Keywords: Otitis media; animal model; S. pneumonia; Chinchilla laniger; Probiotic.

INTRODUCCION

Las infecciones de la via respiratoria superior, in-
cluida la otitis media, son las enfermedades maés frecuen- Streptococcus pneumoniae es uno de los organismos mds
tes en la poblacién pedidtrica. La creciente resistencia a frecuentemente aislados de pacientes con meningitis,
los agentes antimicrobianos ha hecho que el tratamiento Neumonia y otitis media (OM). Recientes hallazgos apo-
dela otitis media aguda sea mas dificultoso; por lo que, un yan la hipétesis de que los biofilms juegan un importante
tratamiento antibiético inadecuado o insuficiente, puede Papel etiologico en otitis media y sus complicaciones fre-
ser un factor predisponente a la cronicidad de la infec- cuentes, como otorrea post-timpanostomia.* Son comu-
cion; ademés, el uso exceso e inadecuado de éstos lleva a Nidades complejas y organizadas de bacterias que crecen
considerables gastos para el sistema de salud publico asi €N asociacion conuna amplia gama de superficies bidticas
como al paciente en particular (Bernztein y col,, 2007). ¥ abioticas. Los biofilms son inherentemente resistentes a
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los agentes antimicrobianos y la causa de la persistencia de
las infecciones bacterianas asociadas a implantes, y enfer-
medades como la fibrosis quistica, infecciones del tracto
urinario, y la periodontitis.’ Se cree que la eficacia reduci-
da de los antibidticos contra las bacterias que estan dentro
de un biofilm es debido a una tasa metabolica reducida de
las bacterias y la limitada disponibilidad de oxigeno den-
tro del biofilm.* Estudios recientes han demostrado que
las especies de estreptococos orales “comensales’, se unen
eficientemente a células epiteliales faringeas humanas,
actuando como antagonistas de la adhesion y crecimien-
to de Streptococcus pyogenes.® Esto sugiere que especies
como S. salivarus, S. oralis, entre otros estreptococos co-
mensales podrian ser seleccionados como probidticos en
infecciones causadas por estreptococos patdgenos. La im-
portancia de la flora normal para proteger contra patdge-
nos ha sido demostrada en el tracto respiratorio superior
debido a que se encontrd una disminucion sustancial de
las bacterias comensales en los pacientes con reinfeccio-
nes en faringe y oido medio.

El objetivo de este trabajo fue determinar in vivo la in-
teraccion entre bacterias comensales aisladas de nifios
sanos y Streptococcus pneumoniae (Spn), en un modelo
animal (Chinchilla laniger) de otitis media.

MATERIALES Y METODOS
Modelo experimental prospectivo.

Cepas: Bacterias Patogenas: Se emplearon dos cepas se-
rotificadas (18A y 9V) de Spn aisladas de nifios con oti-
tis del Hospital de Ninos Jesus. Se prepar6 suspensiones
de las cepas 9V y 18A de Spn diluyendo en caldo Todd
Hewitt cultivos over night de los mismos, y la densidad
bacteriana de la dilucion se confirmé por recuento en
placa (1x 10® UFC/ml). Bacterias Comensales: Se traba-
jo con suspensiones de 1x 10° UFC/ml de Streptococcus
mitis y Streptococcus parasanguinis identificadas por ge-
notipificacion, aisladas de la faringe de nifios sanos, que
se emplearon para la preparacion de un probidtico como
tratamiento.

Modelo animal: Previamente a la infeccion, chinchillas
adultas sanas (Chinchilla laniger) se examinaron median-
te otoscopia para descartar un proceso infeccioso previo.*’

Animalizacién: 200yl de las suspensiones de Spn (1x102
UFC/ml) se inyectaron intra-peritonealmente a dos chin-

chillas, una para cada serotipo. A las 24 horas fueron sa-
crificadas y se extrajeron los drganos: higado, corazén,
bazo y pulmoén, disgregaron en caldo TH, realizaron dilu-
ciones sucesivas, y éstas se sembraron en medio agar san-
gre de carnero y agar chocolate enriquecido con polivitex
(bioMérieux) e incubadas en microaerobiosis a 37°C.

Modelo de infeccion de otitis media: Suspensiones de
1x10°UFC/ml de las cepas animalizadas se instilaron in-
tranasalmente a ocho chinchillas (cuatro Spn9V y cuatro
Spn18A), y cuatro de ellas los dias 14 y 21 post-infeccion,
recibieron una mezcla de las bacterias comensales (S. mi-
tis, S. parasanguinis) como tratamiento probiético. Con-
trol negativo: dos chinchillas instiladas intranasalmente
con solucidn fisioldgica.

Seguimiento de la infeccién: Con un otoscopio, se evalud
el estado del conducto auditivo de los animales a los 7, 14
y 21 dias post-infeccion. El dia 28 post-infeccion, se toma-
ron hemocultivos de control para determinar la ausencia
de bacteremia. Luego de ser sacrificadas, se extrajeron de
cada una sus érganos, disgregaron en caldo TH, se reali-
zaron diluciones sucesivas, y éstas se cultivaron en medio
agar sangre de carnero y agar chocolate enriquecido con
polivitex.’

Histologfa: Luego del sacrificio, las cabezas extraidas se fi-
jaron en formalina al 10% (fijador universal) por 24 horas
para luego realizar la descalcificacién. Descalcificacion:
Se lavo con agua corriente e inmediatamente se dejé en
100ml de solucion acuosa de acido nitrico al 5% a tempe-
ratura ambiente, durante 36 horas. Luego se contintio con
el proceso de deshidratacién e impregnacion en parafina
empleando técnicas tradicionales.'

Una vez obtenido el taco de parafina, se realizaron cortes
de 5 micrones de espesor. Los cortes histoldgicos de oido
que se obtuvieron se montaron en portaobjetos tratados
previamente con una solucién adherente (gelatinizados
o albuminizados). Se realizo coloracion de hematoxilina-
eosina.

RESULTADOS

Al séptimo dia el tejido del canal auditivo mostraba un
escaso aumento de la vascularizacion. En el dia 14, todas
presentaron una membrana timpanica hiperémica sin
efusion. En las chinchillas del primer grupo se observo
que el canal auditivo de la Chinchilla infectada con Sp-
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nl8A presentd mayor vascularizacion que la que fue in-
fectada con el Spn9V. Mientras que en las del segundo
grupo, se observd que la Chinchilla infectada con el 18A
presentd menos vascularizacion que la infectada con el
9V, presentandose en esta ultima una hiperemia que se
extendia hasta el timpano. Cuando se compard el esta-
do del tejido auditivo de las chinchillas infectadas con el
serotipo 18A, aquella que fue inoculada ademas con la
mezcla de comensales, presentd menos vascularizacién
que la que no los recibid; lo contrario ocurrié con las que
recibieron el serotipo 9V, siendo el canal auditivo de la
que recibio los comensales, el mas afectado. En todos los
casos se establecieron en el oido medio infecciones locali-
zadas y no se obtuvieron infecciones invasivas como me-
ningitis y bacteremia, como evidenciaron los hemoculti-
vos y los cultivos de 6rganos realizados, los cuales dieron
negativo para S. pneumoniae.

Sin embargo al observar los preparados histolégicos (Fi-
guras 1y 2), pudimos interpretar con mayor claridad la
situacion del tejido. Para el caso de los animales que no
recibieron el tratamiento, en la luz del conducto se ob-
servd hiperemia activa en la dermis, eritrocitos en la se-
crecion sebacea, edema y epidermis irregular debido a
engrosamiento. Mientras que en los animales que recibie-
ron el tratamiento, la infeccién progresé aun estado cré-
nico encontrandose focos hemorragicos, edema, hipere-
mia, un exudado purulento con presencia de eritrocitos y
bacterias, ademas de una ligera acantosis focalizada en la
epidermis.

DISCUSION

Chinchilla laniger ha sido empleada para demostrar la
capacidad de S. pneumoniae de formar biolm en naso-
faringe y oido medio (Hoa y col. 2009), utilizando la
inyeccion transbular. No empleamos este método, de-
bido a su elevada tasa de mortalidad post-infeccion,
dificultando la evaluacién del tratamiento alternativo
con probidticos. Otro inconveniente del método es
que solo reproduce parcialmente la forma en que se
establece la infeccion en el oido medio humano, ya
que la inyeccién transbular facilita la translocacion de
los patogenos inyectados a otras partes del organismo
del animal, estableciendo en pocos dias bacteriemia
y/o meningitis neumocdcica.

Giebink y col. establecieron el modelo de otitis me-
dia basada en la infeccion intranasal simultinea de

S. pneumoniae y virus de la Influenza A, logrando
que este modelo reproduzca mejor las condiciones
que acompanan a la otitis media en los seres huma-
nos (Giebink y col. 1980). El empleo del virus de la
Influenza A incrementa la eficacia de la induccién de
la infeccion. Para realizar este trabajo, nos basamos
en este modelo de infeccidn intranasal, sin el uso de
virus respiratorios. Nuestros resultados demuestran
que es posible inducir OM en Chinchilla laniger, si
previamente las bacterias son animalizadas. Todas las
chinchillas infectadas con las cepas animalizadas de-
sarrollaron OM, contrariamente a lo que comunica-
ron Giebink y col. en 1980, donde solamente el 20% de
las chinchillas presenté6 OM luego de la inoculacién
solo con las bacterias. Este es un hallazgo importante
que permite el desarrollo de OM sin la complicacion
de tener que disponer de virus respiratorios, lo que
implica trabajar con métodos virolégicos complejos y
el riesgo bioldgico asociado.

En este trabajo, se ha probado la capacidad de inhibir
la formacién de biofilm de las bacterias comensales a
los dias 14 y 21 post infeccion. Los resultados obte-
nidos muestran que dicha inhibicién dependeria de
la cepa de S. pneumoniae involucrada. Dado que el
biofilm y su arquitectura varia segtn las condiciones
ambientales y la cepa de Spn implicada, la capacidad
de inhibicion podria depender de la facilidad con que
difunden los metabolitos de las bacterias comensales
en el biofilm y la fase de crecimiento en las que éstas
son sintetizadas, ya que se ha comprobado que algu-
nas cepas de S. pneumoninae producen bacteriocinas
activas contra otras bacterias gram-positivas y en al-
gunos casos contra otras cepas de S. pneumoniae

Basados en estos datos, podemos concluir que en las
condiciones de este experimento, S. pneumoniae y las
bacterias comensales orales estudiadas pueden esta-
blecer una relacion competitiva durante la infeccion
de otitis media, y que la aparente moderacion de la
progresion de la infeccién de otitis media dependeria
del serotipo involucrado, estableciendo una base para
la busqueda de otras bacterias comensales competiti-
vas o sus productos de secrecion para su empleo como
tratamiento alternativo en nifios con otitis media.

CIMEL 2011, Volumen 16, Numero 2



FELSOCEM ARTICULO ORIGINAL

Figura 1: Control de Infeccion
Spnl8A Spn9V.UI SpnoV.II
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La infeccién con las cepas Spnl18A y Spn9V, muestran un importante desarrollo de biofilm para ambos serotipos. Sin embargo, en los
animales infectados con ambos serotipos fue frecuente observar dreas con colonias de Spn inmersas en secrecion mucosa (Spn9VII).

(Fotos 40x)

Figura 2: Tratamiento con el probidtico (bacterias comensales)
Spn18A.Tratam.I Spn9V.Tratam Spn18A.Tratam.II
Y B> ) )

- f
Cortes histologicos de bulas infectadas con lo’s distintos serotipos de Spn y tratadas con el probiético. Se observa qu'e la inhibicion en la
formacion de biofilm fue mayor para Spn9V (Spn9V.Tratam). La administracion del probiético provoc un incremento en la produccion
de secresion mucosa (Spn18A.Tratam.IT). (Fotos 40x)

Figura 3: Aspecto macroscopico

Bulas de chinchillas infectadas. A: Control positivo de infeccion. Puede verse el aumento de opalescencia debido al biofilm. B y C: Bulas
de chinchillas infectadas y tratadas con el probidtico. Observar el cambio de la opalescencia debido a la disminucién del biofilm en las
zonas afectadas.
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