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Resumen

Objetivo: evaluar la inducción experimental de

empiema en ratones, a través de la inoculación de dos

bacterias (Pasteurella multocida y Staphylococcus

aureus) utilizando técnica quirúrgica simple o de fácil

ejecución.

Método: fueron utilizados 24 ratones albinos de la raza

Wistar, de ambos sexos, pesando entre 250 y 300

gramos, que luego de la anestesia general fueron

sometidos a toracotomía anterior derecha, alejamiento

de la musculatura e inoculación de 0,2 ml de solución,

de acuerdo a la siguiente descripción: grupo I (n=12),

inoculación de Pasteurella multocida, 1010 unidades

formadoras de colonia/ml cultivados en caldo

cerebro-corazón; grupo II (n=8) inoculación de

Staphylococcus aureus, 1010 unidades formadoras de

colonia/ml cultivados en caldo cerebro-corazón, y

grupo III (n=4); inoculación de caldo de

cerebro-corazón estéril (control). Los animales fueron

sacrificados en hasta 7 días, y la intensidad de la

reacción pleural fue analizada microscópicamente de

acuerdo a escala estandarizada.

También se evaluaron la mortalidad, el volumen de

líquido en la cavidad pleural y el examen

bacteriológico (animales muertos y líquido pleural).

Resultado: en el grupo I (Pasteurella multocida), siete

ratones murieron en las primeras 48 horas de

experimento. Cinco ratones fueron sacrificados en el

período programado, pero ninguno de ellos

presentaba empiema. En el grupo II (Staphylococcus

aureus), solamente un animal murió en las primeras 24

horas, los otros siete (88%) fueron sacrificados y

presentaban empiema. En el grupo III, considerados

controles, todos los animales sobrevivieron, no se

observó ninguna anormalidad torácica en el sacrificio.

Analizando conjuntamente los grupos, la inducción de

empiema estuvo asociada de manera significativa a la

inoculación de Staphylococcus aureus en el espacio

pleural (P<0,001). La cantidad de líquido obtenida en

la cavidad pleural de los ratones de este grupo varió

de 0,9 ml a 3,9 ml.

Conclusiones: es posible inducir la formación de

empiema en ratones utilizando técnica quirúrgica

simple, con la inoculación de Staphylococcus aureus,

en el espacio intrapleural. La Pasteurella multocida, a

diferencia de lo que ocurre en otros modelos animales,

no fue capaz de inducir empiema en ratones.
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Summary

Objective: to evaluate empyema formation in rats

through the injection of two bacteria (Pasteurella

multocida and Staphylococcus aureus), using a

simple, easy to use surgical technique.

Methods: twenty four anesthetized Wistar white rats,

250-300 g in weight, submitted to right anterior

thoracotomy, muscular retraction and injection of a 0,2

ml solution into pleural space according the following

scheme: group I (n=12): injection of 1010 Pasteurella

multocida cultured in brain heart infusion broth; group

II (n=8): injection of 1010 Staphylococcus aureus

cultured in brain heart infusion broth; group III (n=4):

injection of bacterium-free brain heart infusion

(control). The rats were sacrificed after seven days,

and pleural reaction was assessed by macroscopy.

Mortality and intrathoracic liquid were evaluated, and

bacteriological tests were also performed.

Results: seven rats died within the first 48 hours in

group I (Pasteurella multocida); five completed the

experiment, but none of them presented empyema.

Only one animal died within the first 24 hours in group

II (Staphylococcus aureus); seven (88%) presented

empyema at the time of sacrifice. All animals survived

in group III (control), without empyema or thoracic

abnormalities. Pleural inoculation of Staphylococcus

aureus (group II) was significantly associated with

empyema formation (P<0,001). In this group, the

amount of pleural liquid ranged fron 0,9 to 3,9 ml.

Conclusion: it is posible to induce empyema in rats

through Staphylococcus aureus pleural injection by a

simple surgical technique. Differently from other

experiments, the pleural injection of Pasteurella

multocida did not provoke empyema in rats.
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Introducción

Empiema, definido como la acumulación de pus en el
espacio pleural, es responsable por elevada morbilidad
y mortalidad en niños y adultos (1). El tratamiento del
empiema es diferente en cada centro médico, principal-
mente por la falta de trabajos clínicos adecuadamente
realizados en humanos, por la dificultad de encontrar
una población homogénea de pacientes y de la inexis-
tencia de un modelo experimental de fácil ejecución, y
que posibilite comprobar las diferentes posibilidades te-
rapéuticas disponibles (1).

Algunos estudios experimentales consiguieron la in-
ducción de empiema en animales. Mavroudis y colabo-
radores (2) indujeron empiema en suinos a través de la
inoculación de varios agentes bacterianos (Staphylococ-

cus aureus,Escherichia coli yBacteroides fragilis). Los
animales fueron divididos en tres grupos individuales de
30 suinos, desarrollándose empiema en 58% de los ani-
males en el grupo Staphylococcus aureus, 37% en el
grupoEscherichia coli, y no obtuvo éxito en ningún ani-
mal del grupoBacteroides fragilis. Su objetivo principal
no estaba centrado en el análisis exclusivo del empiema,
pero en la evaluación de su comportamiento en la pre-
sencia de hemotórax (2).

Sasse y colaboradores (3) indujeron empiema en cone-
jos a través de la inoculación pleural por toracocentesis
de Pasteurella multocida cultivado en agar. A pesar de
que el referidomodelo fue el quemejor mimetizó el em-
piema observado en seres humanos (3-6), presenta algu-
nas dificultades para ser empleado comomodelo animal
en nuestro medio. Tonietto y colaboradores (7) publica-
ron un estudio reciente sobre la inducción de empiema
en ratones, a través de la inoculación intrapleural de 1
ml/kg de solución conteniendo Staphylococcus aureus

(1010 células/ml) diluida en caldo cerebro-corazón
(BHI). La bacteria fue aislada y cultivada a partir de la
mucosa oral del ratón e inoculada luego de toracotomía
con el animal anestesiado, con intubación traqueal. A
pesar de que ese estudio fue realizado en ratones, anima-
les ideales para experimento en nuestro medio debido al
bajo costo, facilidades demanejo y demantenimiento, la
técnica empleada fue muy sofisticada, con la necesidad
de intubación traqueal y anestesia inhalatoria del animal
durante el procedimiento quirúrgico.

El presente estudio tuvo por objetivo evaluar la induc-
ción experimental de empiema en ratones, a través de la
inoculación intrapleural de dos bacterias (Pasteurella

multocida y Staphylococcus aureus), utilizando técnica
quirúrgica simple y de fácil ejecución.
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Métodos

Estudio experimental controlado, realizado en el Centro
de Investigaciones Veterinarias Desiderio Finamor
(CPVDF), en bioterio aislado y específico para trabajo
contaminado. Fueron seleccionados 24 ratones albinos
de raza Wistar, adultos, de ambos sexos, pesando entre
250 y 300 gramos, obtenidos aleatoriamente del mismo
criador. De acuerdo con la colonia de bacterias a ser uti-
lizada para inoculación, los animales fueron divididos
en tres grupos principales:

� Grupo I (n=12): inoculación en el espacio pleural de
0,2 ml de solución de Pasteurella multocida, 1010

unidades formadoras de colonias (UFC)/ml, diluida
en caldo de cerebro-corazón (BHI). Desconociendo
el comportamiento del animal frente a la exposición
bacteriana, especialmente la pérdida temprana por
infección, los animales fueron subdivididos en dos
subgrupos, de acuerdo con la utilización de antibió-
tico terapia, iniciada a partir de la recuperación po-
soperatoria.

� Subgrupo Ia (n=8): solución de amoxacilina en con-
centraciones de 0,05 o 0,1 %, diluida en la ración hí-
brida diaria, administrada por vía oral ad libitum.

� Subgrupo Ib (n=4): ausencia de antibiótico en la ra-
ción hídrida diaria, ad libitum.

� Grupo II (n=8): inoculación en el espacio pleural de
0,2 ml de solución de Staphylococcus aureus, 1010

UFC/ml diluida en BHI.

� Grupo III (n=4): inoculación en el espacio pleural de
0,2 ml de caldo de cerebro-corazón BHI estéril.

La bacteria Pasteurella multocida fue obtenida en el
laboratorio del CPVDF. La bacteria Staphylococcus au-

reus fue aislada de la mucosa oral de los animales, reco-
gida a través de swab y cultivada en el laboratorio
CPVDF.

La logística del experimento estuvo fundamentada en
dos etapas de evaluación. En un primer momento, los
autores probaron el modelo experimental de inducción
del empiema en los ratones haciendo uso apenas de la
inoculación de Pasteurella multocida (n=12) y de los
respectivos controles (n=2). En una segunda etapa, con-
tinuó el experimento con la inoculación del Staphylo-

coccus aureus (n=8) y sus respectivos controles (n=2).
El proyecto fue evaluado y aprobado por el Grupo de

Investigación y Posgrado del Hospital de Clínicas de
Porto Alegre y por el Centro de Investigación Veterina-
ria Desidero Finamor (CPVDF). Durante todo el estu-
dio, los animales fueron tratados de acuerdo con proto-
colos específicos para manejo y cuidado de animales de
laboratorio.

Inducción del empiema

La inducción anestésica de los animales fue realizada
por vía inhalatoria, a través de algodón embebido en
éter etílico, en cámara de vidrio cerrada. El manteni-
miento anestésico fue hecho con pentobarbital sódico
(25mg/kg) administrado por vía intraperitoneal. Los ra-
tones eran posicionados en decúbito dorsal, realizada
tricotomía en la región torácico anterior, antisepsia con
iodofom alcohólico y colocación de campos esteriliza-
dos. Realizada toracotomía anterior oblicua en el hemo-
tórax derecho, con separación de la musculatura y expo-
sición de los espacios intercostales. Realizada abertura
del cuarto espacio intercostal con pinza hemostática e
inoculación de la solución. Concluida esta etapa del ex-
perimento, la musculatura previamente separada era li-
berada, con posterior cierre de la piel con hilo monony-
lon 4-0. Todo el procedimiento fue realizado de manera
aséptica.

Verificación del empiema

Todos los animales eran sacrificados con la administra-
ción de dosis letal de pentobarbital sódico por vía intra-
peritoneal. Los animales que morían antes del término
del experimento eran necrosados, evaluándose la pre-
sencia de empiema y recogiendo muestras del tejido de
hígado y bazo para cultura.

La caracterización de empiema se daba por la presen-
cia de líquido pleural de aspecto turbio e identificación
de microorganismos a la evaluación bacteriológica del
material.

Análisis macroscópico de las alteraciones

pleurales

Los animales fueron sacrificados tres, cinco o siete días
luego de la inoculación pleural.

Los animales del grupo I fueron sacrificados en siete
días.

Mitad de los animales del grupo II fue sacrificada en
tres días y la otra mitad, en cinco días. En el grupo con-
trol (grupo III), mitad de los animales fue sacrificada en
cinco días y la otra mitad en siete días.

Luego del sacrificio, las anormalidades pleurales fue-
ron analizadas microscópicamente de acuerdo a la esca-
la de intensidad de la reacción pleural (tabla 1).

Análisis estadístico

Las variables de caracterización de la muestra son des-
critas en valores absolutos y percentil es, con respecti-
vas medias y desvíos-padrón. Las diferencias en el vo-
lumen medio de líquido obtenido son comparadas a tra-
vés del test t para muestras no pareadas. La asociación
entre las bacterias inoculadas y la inducción de empie-
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ma es verificada por el test de Chi-cuadrado. Un valor
de “p” de 0,05 fue considerado como de significancia.

Resultados

La distribución de los animales en los tres grupos, de
acuerdo a su sobrevida luego de la inoculación bacteria-
na intrapleural y el término del experimento (por sacrifi-
cio de los animales), puede verse en la figura 1.

En el grupo I (n=12), siete ratonesmurieron en las pri-
meras 48 horas de experimento. Cinco ratones fueron
sacrificados en el período estipulado de una semana,
pero en ninguno fue evidenciado resultados compatibles
con empiema. Uno de ellos exhibía fibrosis de pared to-
rácico,mientras que los otros cuatro no presentaban nin-
guna anormalidad a la evaluación macroscópica de la
pared torácico. Analizando individualmente los subgru-
pos del experimento, se observa que el uso de antibiótico
en el subgrupo Ia no disminuyó la mortalidad de los ani-
males ni tampoco contribuyó para la inducción de em-
piema (figura 2)

En el grupo II (n=8), solamente un animal murió en
las primeras 24 horas luego de la inoculación del agente
bacteriano (Staphylococcus aureus). Todos los otros
(n=7, 88%) completaron el experimento y presentaban
evidencia de empiema a lamicroscopía. El período en el
que fue realizado el sacrificio no evidenció diferencia en
cuanto a los resultados, aunque la cantidad media de lí-
quido recogida haya tendido a sermayor en los animales
analizados tres días luego de la inoculación bacteriana
(3,5 ± 0,1ml x 2,0 ± 2,8ml conmedianas de 3,5 y 1,1 res-
pectivamente) tal diferencia no fue significativa
(p=0,09), y la cantidad total de líquido obtenido varió de
0,9 a 3,9 ml. El cultivo de ese líquido presentó creci-
miento de Staphylococcus aureus.

En el grupo III (n=8), considerados controles, todos
los animales sobrevivieron, no se observó liquido pleu-
ral o anormalidad torácico en el sacrificio.

El cultivo de tejido (bazo e hígado) de los animales
muertos antes del sacrificio mostró la misma bacteria
previamente inoculada en el espacio intrapleural. En la
tabla 2, podemos observar la distribución de los resulta-
dos macroscópicos de la reacción pleural de acuerdo a
puntajes de intensidad.

Analizando estadísticamente los resultado obtenidos
entre los grupos, podemos observar asociación estadísti-
camente significativa de ocurrencia de empiema en ani-
males inoculados conStaphylococcus aureus (p<0,001)

Discusión

El tratamiento apropiado del empiema es controvertido
y ha sido basado en la experiencia personal y en el limi-
tado número de casos relatados en la literatura. Las de-
cisiones quirúrgicas son influenciadas por una serie de
variables, tales como edad del paciente, estado clínico,
respuesta al antibiótico terapia, evolución y duración
del empiema. Los tratamientos posibles incluyen sola-
mente antibióticos, o antibióticos asociados a toraco-
centesis, drenaje torácico cerrado, fibrinolítico toracos-
copía, minitoracotomía, drenaje torácico abierto y tórax
otomía usual y decorticación (1,8,9). La creación de mo-
delos experimentales de empiema es fundamental para
estudiar prospectivamente estas varias opciones tera-
péuticas disponibles, pudiéndose realizar estudios en
fases específicas del empiema, además de poder contro-
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Tabla 1. Graduación de la reacción pleural

Grado Resultado macroscópico

0 Ausencia de adherencia o liquido pleural

1 Líquido turbio, con adherencia en el lugar de la
incisión quirúrgica

2 Liquido purulento, con fibrina, con moderada
adherencia pleural

3 Adherencias densas y bien desarrolladas, con o
sin líquido pleural

4 Empiema franco, encapsulado, con fibrosis.

Figura 1. Sobrevida y sacrificio de los ratones luego de

la inoculación (tiempo 0) de bacteria intrapleural.



lar variables clínicas de confusión y establecer un nú-
mero adecuado de animales, objetivando identificar
mayor poder estadístico a los análisis.

Light ha sido el investigador que más ha estudiado
empiema experimentalmente (1,3,8). Ha desarrollado un
modelo de empiema en conejos a través de instalación
intrapleural de Pasteurella multocida. La inoculación
intrapleural es realizada a través de punción toráxica
(3,6,8). Debido a extrema vulnerabilidad de estos anima-
les, con muerte temprana por sepsis, ese autor adminis-
tra antibiótico parenteral (penicilina) diariamente. El
gran inconveniente para la utilización de ese modelo en
nuestromedio es operacional. El costo del animal es ele-
vado, además de necesitar cuidados específicos para su
mantenimiento que, frecuentemente, requieren la utili-
zación de un laboratorio más sofisticado para mantener
a los animales libres de enfermedades. Ese modelo ha
sido reproducido en otros centros, con suceso, con la
realización de investigaciones específicas sobre el ma-
nejo del empiema. Aunque utilice un procedimiento mi-
nimamente invasivo, de fácil ejecución técnica (punción
e inoculación de la bacteria) es realizado a través de la
monitorización de la presión intrapleural (transductor
conectado a osciloscopio) con el fin de facilitar la confir-
mación del espacio pleural (3,6).

Al pensar en este estudio, creíamos que el ideal para
nuestra realidad sería el desarrollo de modelos experi-
mentales en ratones, pues estos animales sonmás baratos,
resistentes y de fácil mantenimiento en nuestro medio.

Recientemente, Tonietto y colaboradores (7) relataron
estudio de empiema en ratones, a través de instalación
intrapleural de Staphylococcus aureus. La bacteria fue
aislada de la saliva del animal y cultivada en laboratorio.
El animal fue sometido a anestesia general, intubación
traqueal y toracotomía para exposición de la región
pleural. A pesar de haber sido utilizado un animal consi-
derado más apropiado a nuestra realidad, la técnica de
anestesia y cirugía realizadas, con necesidad de intuba-

ción traqueal y ventilación mecánica, tornan el modelo
aún sofisticado y, consecuentemente, de difícil repro-
ducción.

El experimento por nosotros idealizado es de técnica
más simple. Hace uso de ratones como modelo animal
pero utiliza técnica anestésica sin necesidad de intuba-
ción traqueal o uso de soporte ventilatorio mecánico. El
abordaje quirúrgico a través de toracotomía fue seme-
jante al estudio relatado previamente (7) aunque sin nece-
sidad de someter al animal a la técnica de traqueotomía
para obtención de la vía área ni necesitar de ventilación
artificial mecánica. En nuestro experimento, el procedi-
miento técnico realizado fue simple y seguro.

El pequeño neumotórax residual que eventualmente
ocurrió luego de la toracotomía no provocó mortalidad,
ya que todos los animales utilizados como controles so-
brevivieron al procedimiento quirúrgico (grupo III).
Esto es importante relatar pues, luego del término del
procedimiento quirúrgico, los investigadores no tuvie-
ron ninguna preocupación de aproximación de la mus-
culatura torácico o retiro del aire residual antes del cierre
de la piel a diferencia de losmodelos experimentales an-
teriores (6).

Iniciamos nuestro estudio con la Pasteurella multoci-

da, por ser inofensiva al hombre (3,8) y ser la bacteriamás
utilizada en la inducción de empiema en otros modelos
animales. No teníamos ninguna información acerca de
la inefectividad de la bacteria en el ratón. La mortalidad
expresiva antes de 48 horas, con cultura de hígado y
bazo de esos animales mostrando la presencia de la bac-
teria, supone que los animales murieron debido a sepsis
causada por las bacterias inoculadas. La mortalidad ob-
servada fue expresiva luego de la inoculación de esta
bacteria, independiente de la administración de antibió-
tico. La preocupación con la composición de un subgru-
po que hiciese uso diario de antibiótico por vía oral tam-
bién nos trajo algunas dificultades.Apesar de saber de la
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Figura 2. Sobrevida y sacrificio de los ratones luego de

la inoculación (tiempo 0) de Pasteurella multocida (grupo

I), considerando uso o no de antibiótico terapia.

Tabla 2. Resultados macroscópicos en el momento

del óbito o en el sacrificio de los animales (de acuerdo

con graduación de la tabla 1)

Graduación resultados macroscópicos

0 1 2 3 4

Grupo I (n=12) 12 - - - -

Grupo II (n=8) 1 7 - - -

Grupo III (n=4) - - - - -

p < 0,001



absorción errática de la droga administrada por esa vía,
la prescripción diaria de antibiótico parenteral, como
propuesto por Sasse y colaboradores (3), necesitaría
anestesia diaria del animal, tornando el experimento
complejo y fuera de los objetivos de crear un modelo de
fácil ejecución.

Por lo tanto, optamos por la utilización del antibióti-
co por vía oral. Aun utilizando dosis elevadas de anti-
biótico, no logramos obtener empiema luego de la ino-
culación pleural de laPasteurella multocida, ya que los
animales continuaron muriendo por septicemia. Tal
vez la ruta utilizada para administración de la droga no
haya sido la ideal, desde el punto de vista absortivo, y
que los animales hayan muerto por no haber alcanzado
niveles terapéuticos del fármaco, pero el hecho es que
aun los animales que sobrevivieron no desarrollaron
empiema.

En la segunda etapa de nuestro experimento, con la
inoculación de Staphylococcus aureus se observó pre-
sencia de líquido pleural turbio en los animales sacrifi-
cados luego de 3 y 5 días de la inoculación. La cultura de
ese líquido confirmó la presencia e Staphylococcus au-

reus, caracterizando la presencia de empiema.
Tratándose de un estudio experimental, algunas con-

dicionesmetodológicasmerecen ser discutidas. Una po-
tencial limitación del estudio puede estar direccionada
hacia la posibilidad de comparación de los resultados
entre los dos primeros grupos, al considerar que el análi-
sis de los resultados macroscópicos fue realizado en di-
ferentes momentos de sacrificio de los animales.

Aun sabiendo de esa potencial limitación, es impor-
tante resaltar que no fuimos capaces de demostrar resul-
tados compatibles con empiema en ninguno de los ani-
males analizados en el grupo I.

Este resultado nos es suficiente para considerar que la
inoculación de Pasteurella multocida en el espacio
pleural de los ratones no es adecuada para la viabiliza-
ción de unmodelo experimental de empiema, por lome-
nos dentro de las técnicas por nosotros utilizadas. Nues-
tro principal objetivo era viabilizar un nuevomodelo ex-
perimental para enfermedad respiratoria tan prevalente,
lo cual logramos obtener con utilización de las colonias
de Staphylococcus aureus, utilizando una técnica más
simple que las usadas anteriormente (7).

La opción de sacrificar los animales en tiempos me-
nores en el grupo II, estaba basada en la posibilidad de
identificarmanifestaciones pleuralesmás sutiles, que de
alguna manera pudiesen ocurrir más precozmente en
estemodelo animal, considerando los resultados obteni-
dos en la primera fase del experimento. Creemos que eso
no ocurrió ya que los resultados macroscópicos eviden-
ciados, la apariencia y el volumen del líquido obtenido

sugieren una respuesta inflamatoria pleural significati-
va, tanto a los tres como a los cinco días.

La técnica quirúrgica de la toracotomía y el medio de
dilución de las bacterias antes de su inoculación en la re-
gión pleural no ocasionaron ninguna complicación.

Eso puede ser comprobado en los animales utilizados
como control (grupo III) que sobrevivieron hasta el fin
del experimento y no presentaron ninguna anormalidad
macroscópica en el momento de la necropsia. De alguna
manera, eso también disminuye la influencia que po-
dríamos haber tenido en los resultados, por la no rando-
mización del experimento, esto es, una mayor mortali-
dad de los animales y/o insuceso en el grupo primera-
mente experimentado.

Este estudio mostró que es posible la realización de
toracotomía e inoculación pleural de bacterias en rato-
nes anestesiados, utilizando técnica quirúrgica simple,
sin necesidad de intubación traqueal y/o ventilaciónme-
cánica.

Para aplicabilidad del modelo, la no utilización de so-
porte ventilatorio mecánico garantiza ser su viabilidad
operacional. De la misma manera, la no realización del
procedimiento quirúrgico complementario para obten-
ción de un acceso a la vía aérea por traqueotomía, dismi-
nuye la complejidad de la intervención del investigador
y del tiempo usado con el procedimiento con un resul-
tante potencial aumento de morbilidad. En este modelo
animal, la inoculación intrapleural de Pasteurella mul-

tocida, en concentraciones de 1010 UFC/ml, mostró ex-
trema virulencia llevando a la muerte temprana a la ma-
yoría de los animales. Aun en los que sobrevivieron no
fue posible observar la inducción de empiema, lo que
hace del experimento un modelo inadecuado para el ob-
jetivo establecido. Mientras tanto, en el mismo modelo
animal, la inoculación intrapleural de Staphylococcus

aureus, en concentraciones de 1010 UFC/ml, provoca la
formación de empiema, tanto en tres como en cinco días
luego del procedimiento quirúrgico. Tales resultados
abren nuevas perspectivas para el desarrollo de estudios
experimentales direccionados a una mejor evaluación y
manejo del empiema.
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