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A B S T R A C T

D e s p i t e  t h e  c l i n i c a l  i m p o r t a n c e  o f  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  i n  o t i t i s  
m e d i a  an d  t h e  u n c e r t a i n t y  r e g a r d i n g  t h e  p r o p e r  t r e a t m e n t  o f  t h e  
a n a e r o b i c  f o c a l  i n f e c t i o n ,  f e w  e x p e r i m e n t a l  s t u d i e s  f o c u s e d  up o n  
t h e  r o l e  o f  t h e s e  m i c r o o r g a n i s m s  i n  o t i t i s  m e d i a  h a v e  b e e n  p u b l i s ­
h e d .  I n  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n  a g u i n e a - p i g  m o d e l  f o r  t h e  i n d u c ­
t i o n  o f  a n a e r o b i c  m o n o i n f e c t i o n s  i n  t h e  m i d d l e  e a r  was d e s c r i b e d .  
B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s  and  P r o p i o n i b a c t e r i u m  a c n e s  ( 4 . 0 - 1 0 x 1 0  
c o l o n y  f o r m i n g  u n i t s )  i n j e c t e d  v i a  t h e  t y m p a n i c  me mb r an e  w e r e  
c a p a b l e  o f  i n d u c i n g  c l i n i c a l  and  h i s t o l o g i c a l  o t i t i s  m e d i a  w i t h  
p e r s i s t e n t  s e g u e l e  i n  t h e  m i d d l e  e a r  c a v i t y .  B a c t e r o i d e s  a s a c c -  
h a r o l y t i c u s , P e p t o s t r e p t o c o c c u s  m i c r o s  and  P e p t o s t  r e p t o -  
c o c c u s  a n a e r o b i u s  f a i l e d  t o  i n d u c e  o t i t i s  m e d i a .
B . f r a g i l i s  o t i t i s  was a c c o m p a n i e d  by  i n c r e a s e d  s e r u m  I gG and  I gM 
a n t i b o d y  t i t r e s  a g a i n s t  t h e  c h a l l e n g e  o r g a n i s m ,  w h e r e a s  P . a c n e s  
an d  P . a n a e r o b i u s  d i d  n o t  i n d u c e  a h u m o r a l  i mmune  r e s p o n s e .  The 
r e s u l t s  s u g g e s t e d  t r u e  v i r u l e n c e  o f  B.  f r a g i l i s  i n  g u i n e a - p i g  
m i d d l e  e a r  m o n o i n f e c t i o n s .
M e t r o n i d a z o l e  was f o u n d  t o  a c c e l e r a t e  t h e  e l i m i n a t i o n  o f  B . 
f r a g i l i s  f r o m  t h e  m i d d l e  e a r .  H o w e v e r ,  e v e n  h i g h  d o s e s  o f  m e t r o ­
n i d a z o l e  w e r e  noj t  f u l l y  e f f e c t i v e  p e r h a p s  r e f l e c t i n g  an i n c o m p l e t e  
a n a e r o b i o s i s  a t  t h e  s i t e  o f  i n f e c t i o n  i n  some i n s t a n c e s .  A t  p r e ­
s e n t ,  n i t r o i m i d a z o l e s  i n  c h r o n i c  o t i t i s  m e d i a  m u s t  be r e g a r d e d  as a 
p o s s i b l e  a l t e r n a t i v e  r e g u i r i n g  f u r t h e r  s t u d y ,  p a r t i c u l a r l y  w i t h  
r e g a r d  t o  t h e  d o s a g e .
I n  o r d e r  t o  g a i n  f u r t h e r  k n o w l e d g e  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  p o l y ­
m o r p h o n u c l e a r  l e u k o c y t e s  and  b a c t e r i a  u n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s  an 
i n  v i t r o  m o d e l  was e s t a b l i s h e d .  I t  was s ho wn  t h a t  P . a c n e s  was 
r e a d i l y  p h a g o c y t o s e d  w i t h  t h e  a i d  o f  C3 a c t i v a t e d  e i t h e r  v i a  t h e  
c l a s s i c a l  o r  a l t e r n a t i v e  p a t h w a y  an d  t h a t  k i l l i n g  o f  P . a c n e s  was 
i n e f f i c i e n t  d u r i n g  a n a e r o b i o s i s .  The r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  P . a c n e s  
i s  m a i n t a i n e d  i n  t h e  p u s  i n  c h r o n i c  o t i t i s  m e d i a  b e c a u s e  i t  s u r ­
v i v e s  p h a g o c y t o s i s .
F i n a l l y ,  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  m o s t  common p a t h o g e n  i n  a c u t e  
p u r u l e n t  o t i t i s  m e d i a ,  S t r e p t o c o c c u s  p n e u m o n i a e , and  human p o l y ­
m o r p h o n u c l e a r  l e u k o c y t e s  u n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s  was s t u d i e d .  
S i n c e  p u r u l e n t  m a x i l l a r y  s i n u s  e f f u s i o n  ( a n d  p r o b a b l y  a l s o  p u r u l e n t  
m i d d l e  e a r  e f f u s i o n ) ,  i n v a r i a b l y  h a s  a pO^ a p p r o a c h i n g  z e r o ,  s u c h  
s t u d i e s  a r e  h i g h l y  r e l e v a n t  w i t h  r e g a r d  t o  t h e  h o s t  d e f e n c e  i n  
s i n u i t i s  and  p e r h a p s  a l s o  i n  o t i t i s  m e d i a .
S.  p n e u m o n i a e  was k i l l e d  by t h e  p h a g o c y t e s  u n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i ­
t i o n s  a l t h o u g h  a t  a s l o w e r  r a t e  t h a n  i n  a i r .  D e g r a d a t i o n  o f  p n e u m o ­
c o c c a l  t e i c h o i c  a c i d ,  DNA and  RNA t o o k  p l a c e  a f t e r  p h a g o c y t o s i s  
u n d e r  a e r o b i c  as  w e l l  as  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s ,  w h e r e a s  d e g r a d a t i o n  
o f  u n s a t u r a t e d  c e l l  me mb r a n e  l i p i d s  t o o k  p l a c e  o n l y  u n d e r  a e r o b i c  
c o n d i t i o n s .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  p n e u m o c o c c a l  a u t o l y t i c  s y s t e m  d i d  n o t  
p a r t i c i p a t e  i n  t h e  k i l l i n g  o r  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  t h e  b a c t e r i a .

Key w o r d s :  O t i t i s  m e d i a ,  a n a e r o b i c  b a c t e r i a ,  e x p e r i m e n t a l ,
n i t r o i m i d a z o l e s , a n t i b o d y ,  p h a g o c y t o s i s ,  a n a e r o b i o s i s .
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ABSTRACT

A n a e r o b i c  b a c t e r i a  a r e  c o m m o n l y  p r e s e n t  i n  t h e  e f f u s i o n s  o f  c h r o n i c  
o t i t i s  m e d i a  as  p a r t  o f  a p o l y m i c r o b i a l  i n f e c t i o n ,  an d  s u c h  b a c t e ­
r i a  may r a r e l y  i n d u c e  a c u t e  p u r u l e n t  o t i t i s  m e d i a .  S e v e r e  c o m p l i c a ­
t i o n s  s e c o n d a r y  t o  a c u t e  o r  c h r o n i c  o t i t i s  m e d i a  a r e  s o m e t i m e s  due 
t o  s p r e a d i n g  o f  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  f r o m  t h e  m i d d l e  e a r ,  an d  may 
o c c u r  i n  t h e  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m  ( e p i d u r a l  o r  s u b d u r a l  a b s c e s s ,  
m e n i n g i t i s  o r  b r a i n  a b s c e s s  e t c )  as  w e l l  as  i n  o t h e r  p a r t s  o f  t h e  
b o d y  ( s e p t i c a e m i a ,  p u l m o n a r y  g a n g r e n e ,  p u r u l e n t  a r t h r i t i s  e t c ) .  The 
f r e q u e n t  o c c u r a n c e  o f  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  i n  c h r o n i c  o t i t i s  m e d i a  
h a s  l e d  t o  t h e  c o n c e p t  o f  s p e c i f i c  t h e r a p y  i n  o r d e r  t o  e l i m i n a t e  
t h e  a n a e r o b i c  m i d d l e  e a r  f l o r a ,  a n d  n i t r o i m i d a z o l e s  ( i . e .  m e t r o n i ­
d a z o l e )  may seem t o  be a r e a s o n a b l e  c h o i c e  o f  a d d i t i v e  r e g i m e n .  
D e s p i t e  t h e  c l i n i c a l  i m p o r t a n c e  o f  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  i n  o t i t i s  
m e d i a  a n d  t h e  u n c e r t a i n t y  r e g a r d i n g  t h e  p r o p e r  t r e a t m e n t  o f  t h e  
a n a e r o b i c  f o c a l  i n f e c t i o n ,  f e w  e x p e r i m e n t a l  s t u d i e s  f o c u s e d  u p o n  
t h e  r o l e  o f  t h e s e  m i c r o o r g a n i s m s  i n  o t i t i s  m e d i a  h a v e  b e e n  p u b l i s ­
h e d .  I n  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n  a g u i n e a - p i g  m o d e l  f o r  t h e  i n d u c ­
t i o n  o f  a n a e r o b i c  m o n o i n f e c t i o n s  i n  t h e  m i d d l e  e a r  was d e s c r i b e d .  
B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s  an d  P r o p i o n i b a c t e r i u m  a c n e s  ( 4 . 0 - 1 0 x 1 0  
c o l o n y  f o r m i n g  u n i t s )  i n j e c t e d  v i a  t h e  t y m p a n i c  memb r an e  w e r e  
c a p a b l e  o f  i n d u c i n g  c l i n i c a l  and  h i s t o l o g i c a l  o t i t i s  m e d i a  w i t h  
p e r s i s t e n t  s e q u e l e  i n  t h e  m i d d l e  e a r  c a v i t y .  B a c t e r o i d e s  
a s a c c h a r o l y t i c u s , P e p t o s t r e p t o c o c c u s  m i c r o s  an d  P e p t o s t r e p t o -  
c o c c u s  a n a e r o b i u s  f a i l e d  t o  i n d u c e  o t i t i s  m e d i a .
B.  f r a g i l i s  o t i t i s  was a c c o m p a n i e d  by  i n c r e a s e d  s e r u m  I gG and  I gM 
a n t i b o d y  t i t r e s  a g a i n s t  t h e  c h a l l e n g e  o r g a n i s m ,  w h e r e a s  P . a c n e s  
and  P.  a n a e r o b i u s  d i d  n o t  i n d u c e  a h u m o r a l  i mmune  r e s p o n s e .  The 
r e s u l t s  s u g g e s t e d  t r u e  v i r u l e n c e  o f  B . f r a g i l i s  i n  g u i n e a - p i g  
m i d d l e  e a r  m o n o i n f e c t i o n s .
M e t r o n i d a z o l e  was f o u n d  t o  a c c e l e r a t e  t h e  e l i m i n a t i o n  o f  B . 
f r a g i l i s  f r o m  t h e  m i d d l e  e a r .  H o w e v e r ,  e v e n  h i g h  d o s e s  o f  m e t r o ­
n i d a z o l e  w e r e  n o t  f u l l y  e f f e c t i v e  p e r h a p s  r e f l e c t i n g  an i n c o m p l e t e  
a n a e r o b i o s i s  a t  t h e  s i t e  o f  i n f e c t i o n  i n  some i n s t a n c e s .  A t  p r e ­
s e n t ,  n i t r o i m i d a z o l e s  i n  c h r o n i c  o t i t i s  m e d i a  m u s t  be r e g a r d e d  as  a 
p o s s i b l e  a l t e r n a t i v e  r e q u i r i n g  f u r t h e r  s t u d y ,  p a r t i c u l a r l y  w i t h  
r e g a r d  t o  t h e  d o s a g e .
I n  o r d e r  t o  g a i n  f u r t h e r  k n o w l e d g e  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  p o l y ­
m o r p h o n u c l e a r  l e u k o c y t e s  an d  b a c t e r i a  u n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s  an 
i n  v i t r o  m o d e l  was e s t a b l i s h e d .  I t  was  s h o wn  t h a t  P.  a c n e s  was 
r e a d i l y  p h a g o c y t o s e d  w i t h  t h e  a i d  o f  C3 a c t i v a t e d  e i t h e r  v i a  t h e  
c l a s s i c a l  o r  a l t e r n a t i v e  p a t h w a y  a n d  t h a t  k i l l i n g  o f  P.  a c n e s  was 
i n e f f i c i e n t  d u r i n g  a n a e r o b i o s i s .  The r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  P . a c n e s  
i s  m a i n t a i n e d  i n  t h e  p u s  i n  c h r o n i c  o t i t i s  m e d i a  b e c a u s e  i t  s u r ­
v i v e s  p h a g o c y t o s i s .
F i n a l l y ,  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  m o s t  common p a t h o g e n  i n  a c u t e  
p u r u l e n t  o t i t i s  m e d i a ,  S t r e p t o c o c c u s  p n e u m o n i a e , an d  human p o l y ­
m o r p h o n u c l e a r  l e u k o c y t e s  u n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s  was s t u d i e d .  
S i n c e  p u r u l e n t  m a x i l l a r y  s i n u s  e f f u s i o n  ( a n d  p r o b a b l y  a l s o  p u r u l e n t  
m i d d l e  e a r  e f f u s i o n ) ,  i n v a r i a b l y  h a s  a pC^ a p p r o a c h i n g  z e r o ,  s u c h  
s t u d i e s  a r e  h i g h l y  r e l e v a n t  w i t h  r e g a r d  t o  t h e  h o s t  d e f e n c e  i n  
s i n u i t i s  an d  p e r h a p s  a l s o  i n  o t i t i s  m e d i a .
S.  p n e u m o n i a e  was k i l l e d  by  t h e  p h a g o c y t e s  u n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i ­
t i o n s  a l t h o u g h  a t  a s l o w e r  r a t e  t h a n  i n  a i r .  D e g r a d a t i o n  o f  p n e u m o ­
c o c c a l  t e i c h o i c  a c i d ,  DNA an d  RNA t o o k  p l a c e  a f t e r  p h a g o c y t o s i s  
u n d e r  a e r o b i c  as  w e l l  as  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s ,  w h e r e a s  d e g r a d a t i o n  
o f  u n s a t u r a t e d  c e l l  me mb r an e  l i p i d s  t o o k  p l a c e  o n l y  u n d e r  a e r o b i c  
c o n d i t i o n s .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  p n e u m o c o c c a l  a u t o l y t i c  s y s t e m  d i d  n o t  
p a r t i c i p a t e  i n  t h e  k i l l i n g  o r  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  t h e  b a c t e r i a .
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ABBREVIATIONS

AOM = a c u t e  p u r u l e n t  o t i t i s  m e d i a

COM = c h r o n i c  o t i t i s  m e d i a

SOM = s e r o u s  o t i t i s  m e d i a

MOM = m u c o i d  o t i t i s  m e d i a

CSOM = c h r o n i c  s e c r e t o r y  o t i t i s  m e d i a

MEE = m i d d l e  e a r  e f f u s i o n

MIC r  m i n i m u m  i n h i b i t o r y  c o n c e n t r a t i o n

I EL  = i mmune f l u o r e s c e n s e

I g G ,  I gM and  I g A  = i m m u n o g l o b u l i n  o f  c l a s s e s  G, M and  A 

C = s e r u m  c o m p l e m e n t

PMN = p o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u k o c y t e  ( n e u t r o p h i l e  g r a n u l o c y t e )

MDZ = m e t r o n i d a z o l e

CNS -  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m

BHI  = b r a i n  h e a r t  i n f u s i o n

CEU = c o l o n y  f o r m i n g  u n i t s

DEFINIT IONS

AOM = i n f l a m m a t i o n  o f  t h e  m i d d l e  e a r  muc o s a  w i t h  a r e d d e n e d  

t y m p a n i c  m e m b r a n e ,  s e r o p u r u l e n t  o r  p u r u l e n t  MEE,  and  p a i n .

COM = an i n f l a m m a t o r y  p r o c e s s  i n  t h e  m i d d l e  e a r  a c c o m p a n i e d

by i r r e v e r s i b l e  t i s s u e  damage and  o f t e n  by  p e r s i s t a n t  p e r f o r a ­

t i o n  o f  t h e  t y m p a n i c  m e m b r a n e ,  i n t e r m i t t e n t  s e r o u s  o r  p u r u l e n t  

MEE and  s o m e t i m e s  by c h o l e s t e a t o m a

SOM = i n f l a m m a t i o n  o f  t h e  m i d d l e  e a r  muc o s a  w i t h  a p a l e  t y m ­

p a n i c  me m b r a n e ,  no p a i n .  C l e a r  o r  a mb e r  c o l o u r e d  MEE o f  l o w  

v i s c o s i t y .

MOM = same as SOM e x c e p t  f o r  p r e s e n c e  o f  v i s c o u s  MEE.

CSOM = l o n g s t a n d i n g  ( s e v e r a l  m o n t h s  and  e v e n  y e a r s )  l o w  v i s c o u s  

o r  v i s c o u s  MEE b e h i n d  an i n t a c t  t y m p a n i c  m e m b r a n e ,  s o m e t i m e s  

a c c o m p a n i e d  by a t r o p h y  o f  t h e  t y m p a n i c  membr ane  and  t y m p a n o ­

s c l e r o s i s  .

A n a e r o b i c  b a c t e r i a  = b a c t e r i a  t h a t  r e q u i r e s  a r e d u c e d  o x y g e n  

t e n s i o n  f o r  g r o w t h  and  f a i l  t o  g r o w  on t h e  s u r f a c e  o f  s o l i d  

m e d i a  i n  10% C 0 £ i n  a i r  ( 18% 0 ^ ) .

A e r o b i c  b a c t e r i a  = b a c t e r i a  a b l e  t o  g r o w  i n  a i r  o n l y ,  o r  b o t h  

i n  t h e  p r e s e n c e  and  a b s e n c e  o f  a i r .
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I NTRODUCTI ON

MICROBI OLOGY OF THE MI DDLE EAR EEEU5 I 0 N5  I N O T I T I S  MEDI A.

AOM. S t r e p t o c o c c u s  p n e u m o n i a e ,  H a e m o p h i l u s  i n f l u e n z a e  and  

B r a n h a m e l l a  c a t a r r h a l i s  a r e  t h e  p r e d o m i n a t i n g  c a u s a t i v e  a g e n t s  i n  

AOM ( H o w i e  e t  a l  1 9 7 0 ,  Kamme e t  a l  1 9 7 1 ,  S c h w a r t z  e t  a l  1 9 7 7 ,  B r o o k

1 9 7 9 ) .  A l s o  b e t a - h a e m o l y t i c  s t r e p t o c o c c i ,  S t a p h y l o c o c c u s  a u r e u s  

and  p o s s i b l y  S . e p i d e r m i d i s  may i n d u c e  AOM ( F e i g i n  e t  a l  19 7 3 ) .  

S u r p r i s i n g l y  l i t t l e  a t t e n t i o n  h a s  b e e n  p a i d  t o  t h e  p o s s i b l e  r o l e  o f  

a n a e r o b i c  b a c t e r i a  i n  AOM, and  m o s t  s t u d i e s  h a v e  n o t  i n c l u d e d  a n a e ­

r o b i c  c u l t u r i n g  d e s p i t e  t h a t  t h e  MEE was c u l t u r e  n e g a t i v e  i n  2 0 - 3 0 % 

o f  AOM c a s e s .

W h i l e  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  p r o b a b l y  a r e  n o t  a common c a u s e  o f  AOM, 

o c c a s i o n a l  r e p o r t s  s u g g e s t  t h a t  s u c h  o r g a n i s m s  a r e  i n v o l v e d  i n  AOM 

( s e e  r e v i e w  by E i n e g o l d  1 9 7 7 ) ,  t h e  f i r s t  r e p o r t  d a t i n g  b a c k  t o  1901 

( R i s t ,  g u o t e d  by  F i n e g o l d  1 9 7 7 ) .  Ca s e s  o f  s e v e r e  a n a e r o b i c  AOM w i t h  

c o m p l i c a t i o n s  w e r e  r e c e n t l y  p u b l i s h e d  ( M o l o y  1 9 8 2 ,  K r o c k m a l s k a  and  

Sy d o v  1 9 8 2 )  and B r o o k  ( 1 9 7 9 )  i s o l a t e d  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  ( P e p t o -  

c o c c i  , Pep t o s t  r e p t o c o c c i  an d  P r o p i o n i b a c t e r i u m  a c n e s  p r e d o m i ­

n a t e d )  f r o m  t h e  p u r u l e n t  MEE o f  27% o f  186 c h i l d r e n  s u f f e r i n g  f r o m

AOM. I n  1 2 . 8% o f  t h e  c a s e s  a n a e r o b e s  w e r e  t h e  o n l y  o r g a n i s m s  i s o l a ­

t e d .  H o w e v e r ,  i n  o t h e r  s t u d i e s  a t t e m p t s  t o  i s o l a t e  a n a e r o b i c  b a c t e ­

r i a  f r o m  MEE a s p i r a t e s  h a v e  f a i l e d  ( L u o t o n e n  e t  a l  1 9 8 2 ) .

COM. I t  h a s  b e e n  k no wn  f o r  a l o n g  t i m e  t h a t  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  

a r e  c o m m o n l y  p r e s e n t  i n  t h e  d i s c h a r g e  i n  COM as p a r t  o f  a p o l y m i c ­

r o b i a l  i n f e c t i o n ,  an d  a n a e r o b i c  c o m p l i c a t i o n s  s e c o n d a r y  t o  COM we r e  

d e s c r i b e d  as e a r l y  as  i n  t h e  n i n e t e e n t h  c e n t u r y  ( R i s t ,  T h e s i s  1 8 9 8 ,  

G u i l l e m o t ,  T h e s i s  1 8 9 9 ,  g u o t e d  by F i n e g o l d  1 9 7 7 ) .

S e v e r a l  l a r g e  b a c t e r i o l o g i c a l  s t u d i e s  o f  COM h a v e  b e e n  p e r f o r m e d  

d u r i n g  t h i s  c e n t u r y ,  and  t h e  i n c i d e n c e  o f  f i n d i n g s  o f  a n a e r o b i c

b a c t e r i a  was 2 . 1  -  A4 -  >90% ( W i r t h  1 9 3 5 ,  P a l v a  e t  a l  1 9 6 9 ,

H a r k e r  an d  K o o n t z  1 9 7 7 ,  J o k i p i i  e t  a l  1 9 7 7 ,  Kar ma e t  a l  1 9 7 8 ,  S u g i ­

t a  e t  a l  1 9 8 1 ,  Sweeney e t  a l  1 9 8 2 ,  B r o w n i n g  e t  a l  1 9 8 3 ,  Hudac  e t  a l  

1 9 8 3 ) .  B a c t e r o i d e s  s p e c i e s  ( n o t a b l y  B.  m e l a n i n o g e n i c u s  an d  B . 

f r a g i l i s ) p r e d o m i n a t e d ,  b u t  a l s o  P e p t o c o c c i ,  P e p t o s t r e p t o c o c c i , 

V e i l l o n e l l a ,  F u s o b a c t e r i a ,  P r o p i o n i b a c t e r i u m  a c n e s  and  C l o s t r i d i a
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f r e q u e n t l y  o c c u r r e d .  E s p e c i a l l y  i n  COM c o m p l i c a t e d  by  c h o l e s t e a t o m a  

a n a e r o b e s  i n  p u r e  c u l t u r e  w e r e  l i k e l y  t o  be i s o l a t e d .

S u g i t a  an d  c o w o r k e r s  ( 1 9 8 1 )  p o i n t e d  o u t  t h a t  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  a r e  

m o s t  o f t e n  i s o l a t e d  t o g e t h e r  w i t h  S . e p i d e r m i d i s , C o r y n e b a c t e r i a  

an d  P r o t e u s  m i r a b i l i s , w h e r e a s  5.  a u r e u s  and  P s e u d o mo n a s  

s p e c i e s  p r e d o m i n a t e d  i n  e a r s  n e g a t i v e  f o r  a n a e r o b i c  b a c t e r i a .  Swe e ­

ney an d  c o w o r k e r s  ( 1 9 8 2 )  f o u n d  t h a t  t h e  m a i n  b a c t e r i a l  s p e c i e s  w e r e
9

p r e s e n t  i n  t h e  p u s  i n  c o u n t s  w h i c h  a v a r a g e d  10 o r g a n i s m s  p e r  m l .
1 1

P s e u d o m o n a s  s p e c i e s  r e g u l a r l y  s h o we d  h i g h e r  c o u n t s  o f  10 

b a c i l l i  p e r  m l .

SOM, MOM ( CSOM.) I n  1 9 3 8 ,  S e n t u r i a  a n d  c o w o r k e r s  i s o l a t e d  a e r o ­

b i c  b a c t e r i a  f r o m  a b o u t  40% o f  t h e  e f f u s i o n s  i n  t u b o t y m p a n i t i s .  

S i n c e  t h e n  s e v e r a l  r e p o r t s  on i s o l a t e s  o f  s t a p h y l o c o c c i ,

S . p n e u m o n i a e , H . i n f l u e n z a e  an d  B.  c a t a r r h a l i s  i n  SOM, MOM

(vCSOM) h a v e  b e e n  p u b l i s h e d  ( K o k k o  1 9 7 4 ,  L i u  e t  a l  1 9 7 5 ,  G i e b i n k  

e t  a l  1 9 7 9 ,  R i d i n g  e t  a l  1 9 7 8 ,  S u n d b e r g  e t  a l  1 9 8 1 ) .  H o w e v e r ,  t h e  

r o l e  o f  b a c t e r i a  ( a n d  c e r t a i n l y  t h a t  o f  a n a e r o b i c  b a c t e r i a )  i n  SOM 

an d  MOM i s  s t i l l  n o t  e s t a b l i s h e d .  S i p i l ä  and  c o w o r k e r s  ( 1 9 8 1 )  f o u n d  

t h a t  i n  CSOM o n l y  f e w  e f f u s i o n s  y i e l d e d  a e r o b i c  o r  a n a e r o b i c

p a t h o g e n i c  b a c t e r i a ,  an d  T e e l e  an d  c o w o r k e r s  ( 1 9 8 0 )  f a i l e d  t o  i s o ­

l a t e  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  f r o m  51 MEE s a m p l e s  o f  CSOM. I n  s h a r p  

c o n t r a s t ,  F u l g h u m  and  c o w o r k e r s  ( 1 9 7 7 )  f o u n d  s e v e r a l  b a c t e r i a l  s p e ­

c i e s  i n  10 c a s e s  o f  c h r o n i c  s e c r e t o r y  o t i t i s  m e d i a .  T w e n t y t w o  % o f  

t h e  i s o l a t e s  w e r e  a n a e r o b i c  an d  P . a c n e s  d o m i n a t e d  t h e  f i n d i n g s .  

P u r u l e n t  e x a c e r b a t i o n s  o f  c h r o n i c  s e c r e t o r y  o t i t i s  m e d i a  ( b e h i n d  an 

i n t a c t  t y m p a n i c  m e m b r a n e )  may be due  t o  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  ( B r o o k  

1 9 7 9 a , 1 9 7 9 b and  1 9 8 0 ) .

COMPLI CATI ONS SECONDARY TO O T I T I S  MEDI A WITH SPECI AL REFERENCE TO 

ANAEROBIC BACTERI A

I n  t h e  p r e a n t i b i o t i c  e r a  CNS c o m p l i c a t i o n s  s e c o n d a r y  t o  o t i t i s  

m e d i a  w e r e  mo r e  common t h a n  t h e y  a r e  t o d a y .  I n  1935  K a f k a  r e v i e w e d  

32 2 5  p a t i e n t s  w i t h  a c u t e  o r  c h r o n i c  m a s t o i d i t i s .  T w o h u n d r e d  an d  

n i n e  ( 6 . 4 % )  d e v e l o p e d  i n t r a c r a n i a l  c o m p l i c a t i o n s  ( m e n i n g i t i s  48%,  

l a t e r a l  s i n u s  t h r o m b o s i s  o r  s u b d u r a l  a b s c e s s  2 2 . 5 % ,  b r a i n  a b s c e s s  

1 6 . 5 % an d  o t h e r  c o m p l i c a t i o n s  1 3 %) .  The r e s u l t i n g  m o r t a l i t y  was  

7 6 . 4 % .  U n f o r t u n a t e l y ,  t h i s  r e p o r t  g i v e s  no i n f o r m a t i o n  r e g a r d i n g
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m i c r o b i o l o g i c a l  a n a l y s e s  o f  t h e  m a t e r i a l .  I n  t h e  e a r l y  a n t i b i o t i c  

e r a  t h e  d e a t h  r a t e  f r o m  a c u t e  o r  c h r o n i c  e a r  d i s e a s e  was o n l y  10% 

o f  t h e  r a t e  r e c o r d e d  i n  t h e  p r e a n t i b i o t i c  e r a  ( C o u r v i l l e  1 9 5 3 ) .

T o d a y  t h e  o v e r a l l  m o r t a l i t y  i n  i n t r a c r a n i a l  c o m p l i c a t i o n s  o f  o t i t i s  

m e d i a  i s  a b o u t  10%,  m o s t  o f  t h e  c o m p l i c a t i o n s  b e i n g  m e n i n g i t i s  due 

t o  S.  p n e u m o n i a e  o r  H . i n f l u e n z a e  ( G o w e r  and M c G u i r t  1 9 8 3 ) .

S e v e r e  c o m p l i c a t i o n s  s e c o n d a r y  t o  AOM and  COM a r e  s o m e t i m e s  due  t o  

s p r e a d i n g  o f  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  f r o m  t h e  m i d d l e  e a r  an d  may o c c u r  

i n  t h e  CNS as w e l l  as  i n  o t h e r  p a r t s  o f  t h e  b o d y .  T e m p o r a l  l o b e  

b r a i n  a b s c e s s e s  a r e  i n  m o s t  c a s e s  ( u p  t o  70%)  s e c o n d a r y  t o  COM, and  

o c c u r  i n  p a r t i c u l a r  when t h e  e a r  d i s e a s e  i s  c o m p l i c a t e d  by  c h o l e s ­

t e a t o m a .  Such  b r a i n  a b s c e s s e s  a r e  c a u s e d  m a i n l y  by  a n a e r o b i c  b a c t e ­

r i a  ( H e i n e m a n  and  B r a u d e  1 9 6 3 ,  F i n e g o l d  1 9 7 7 ,  I n g h a m  e t  a l  1 9 7 7 ,  

C e r n y  e t  a l  1 9 8 1 ,  K r a m e r  e t  a l  1 9 8 1 ) .  L e s s  f r e q u e n t l y  t h e y  a r e  s e ­

c o n d a r y  t o  AOM ( F i n e g o l d  1 9 7 7 ,  K r o c k m a l s k a  and  Sy d o v  1 9 8 2 ) .  Among 

t h e  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  B a c t e r o i d e s  s p e c i e s  ( n o t a b l y  

B.  f r a g i l i s ) ,  a n a e r o b i c  s t r e p t o c o c c i  a n d  F u s o b a c t e r i a  p r e d o m i n a ­

t e ,  b u t  a l s o  C l o s t r i d i u m  r amos um an d  o c c a s i o n a l l y  P r o p i o n i b a c ­

t e r i a  may o c c u r .  I n g h a m  and  c o w o r k e r s  ( 1 9 7 7 )  s t u d i e d  9 c a s e s  o f  

o t o g e n i c  b r a i n  a b s c e s s e s  an d  a m i x e d  f l o r a  o f  a e r o b i c  an d  o b l i g a t e  

a n a e r o b i c  b a c t e r i a  was i s o l a t e d  f r o m  t h e  p u s  i n  f i v e  p a t i e n t s  and  

i n  t h e  r e m a i n i n g  f o u r  o b l i g a t e  a n a e r o b e s  w e r e  t h e  s o l e  i s o l a t e s .  

B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s  was p r e s e n t  i n  a l l  b u t  one  p a t i e n t .  B r a i n  

a b s c e s s  s e c o n d a r y  t o  m i d d l e  e a r  and  m a s t o i d  d i s e a s e  i s  u s u a l l y  t h e  

r e s u l t  o f  a d i r e c t  e x t e n s i o n  o f  t h e  i n f e c t i o n  by bo n e  d e s t r u c t i o n  o r  

i n v a s i o n  v i a  r e g i o n a l  v e s s e l s  and  may n o t  o n l y  be s i t u a t e d  i n  t h e  t e m ­

p o r a l  l o b e  b u t  a l s o  i n  t h e  c e r e b e l l u m  o r  u n u s u a l l y  i n  o t h e r  p a r t s  

o f  t h e  b r a i n .  I n  an u n p u b l i s h e d  r e p o r t  f r o m  t h e  s o u t h e r n  p a r t  o f  

Sweden a b o u t  20 % o f  a l l  b r a i n  a b s c e s s e s  r e c o r d e d  d u r i n g  t h e  p e r i o d  

1 9 4 7 - 1 9 8 2  was s e c o n d a r y  t o  o t i t i s  m e d i a .  T h i s  m a t e r i a l  f u r t h e r  

s h o we d  t h a t  d u r i n g  t h e  l a s t  10 y e a r s  5 / 4 6  b r a i n  a b s c e s s e s  w e r e  

s e c o n d a r y  t o  o t i t i s  m e d i a ,  an d  o c c u r e d  o n l y  i n  p a t i e n t s  a g e d  40 

y e a r s  o r  m o r e .  T h u s ,  t h e  r e l a t i v e  i n c i d e n c e  o f  o t o g e n i c  b r a i n  a b s ­

c e s s  h a s  d e c r e a s e d  and  t o d a y  a m a j o r i t y  o f  b r a i n  a b s c e s s e s  a r e  

c r y p t o g e n i c  ( C . - H .  N o r d s t r ö m  1 9 8 4 ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .

AOM and  COM may a l s o  be c o m p l i c a t e d  by o t h e r  a n a e r o b i c  o r

m i x e d  i n f e c t i o n s  s u c h  as s u b p e r i o s t a l  a b s c e s s ,  s e p t i c  t h r o m b o s i s  o f

t h e  l a t e r a l  v e n o u s  s i n u s  an d  j u g u l a r  v e i n ,  e p i d u r a l  o r  s u b d u r a l
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a b s c e s s  o r  m e n i n g i t i s .  T h e s e  c o m p l i c a t i o n s  may o c c u r  s i n g l y  o r  i n  

c o m b i n a t i o n ,  and  a l s o  t o g e t h e r  w i t h  a b r a i n  a b s c e s s .  O t i t i s

m e d i a  i s  t h e  m o s t  common c a u s e  o f  a n a e r o b i c  m e n i n g i t i s  w h i c h  d e v e ­

l o p s  as a d i r e c t  e x t e n s i o n  o f  COM o r  s e c o n d a r y  t o  a r u p t u r e d  b r a i n  

a b s c e s s .  F u s o b a c t e r i a  and  B . f r a g i l i s  p r e d o m i n a t e  t h e  m i c r o b i o l o ­

g i c a l  f i n d i n g s  ( F i n e g o l d  1 9 7 7 ,  M o l o y  1 9 8 2 ,  S i e g l e r  e t  a l  1 9 8 2 ) .

The d i a g n o s t i c  f a c i l i t i e s  an d  t r e a t m e n t s  c u r r e n t l y  a v a i l a b l e  h a v e  

g r e a t l y  i m p r o v e d  t h e  o u t c o m e  o f  i n t r a c r a n i a l  c o m p l i c a t i o n s  s e c o n d a ­

r y  t o  o t i t i s  d u r i n g  t h e  l a s t  d e c a d e ,  b u t  when t h e y  o c c a s i o n a l l y  

o c c u r  t h e y  s t i l l  c o n s t i t u t e  a c o n s i d e r a b l e  c l i n i c a l  p r o b l e m  ( G o we r  

an d  M c G u i r t  1 9 8 3 ) .  B e s i d e s  s u r g i c a l  d r a i n a g e  o f  b r a i n  a b s c e s s e s  

( wh e n  p o s s i b l e ) ,  e a r l y  d i a g n o s i s  by  c o m p u t e r i z e d  t o m o g r a p h y  an d  mo r e  

e f f e c t i v e  a n t i m i c r o b i a l  d r u g  r e g i m e n s  i n c l u d i n g  n i t r o i m i d a z o l e s  

( s e e  b e l o w )  h a v e  c o n t r i b u t e d  t o  t h i s  f a v o u r a b l e  s i t u a t i o n  ( F i g  1 ) .  

The o v e r a l l  m o r t a l i t y  i n  b r a i n  a b s c e s s  i n  s o u t h e r n  p a r t  o f  Sweden 

i s  c u r r e n t l y  a b o u t  5 %  ( C . - H .  N o r d s t r ö m  1 9 8 4 ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a ­

t i o n )  .

F i g .  1.  C o m p u t e r i z e d  t o m o g r a m  o f  t h e  b r a i n  o f  a 26 y e a r s  o l d  
f e m a l e  w i t h  c h r o n i c  o t i t i s  m e d i a  o f  t h e  l e f t  e a r  c o m p l i c a t e d  
by a b r a i n  a b s c e s s  o f  t h e  l e f t  t e m p o r a l  l o b e .  S u r g i c a l  i n t e r ­
v e n t i o n  and  t o t a l  e x t i r p a t i o n  o f  t h e  a b s c e s s  r e s u l t e d  i n  
c o m p l e t e  r e c o v e r y .  The p i c t u r e  was k i n d l y  s u p p l i e d  by 
C . - H .  N o r d s t r ö m ,  D e p a r t m e n t  o f  n e u r o s u r g e r y ,  U n i v e r s i t y  o f  
L u n d ,  L u n d ,  Swe de n .
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O t h e r  a n a e r o b i c  c o m p l i c a t i o n s  s e c o n d a r y  t o  o t i t i s  m e d i a  may be 

o s t e o m y e l i t i s  and  B e z o l d  a b s c e s s  ( M o l o y  1 9 8 2 ) ,  s e p t i c a e m i a  c a u s e d  

by B a c t e r o i des  s p e c i e s  o r  F u s o b a c t e r i a  ( F e i n e r  an d  D o w e l l  1 9 7 1 ,  

F i n e g o l d  1 9 7 7 ,  B e e d e n  and  W i l l i s  1 9 8 0 )  and  p u r u l e n t  a r t h r i t i s  

( F i n e g o l d  1 9 7 7 ) .  I n  t r o p i c a l  c o u n t r i e s  t e t a n u s  s o m e t i m e s  may o r i g i n  

f r o m  c h r o n i c a l l y  d i s c h a r g i n g  m i d d l e  e a r s  ( B l a c k  an d  A t k i n s  1 9 7 2 ) .  

S e c o n d a r y  p u l m o n a r y  g a n g r e n e  was r e p o r t e d  by G u i l l e m o t  i n  h i s  T h e ­

s i s  i n  1 8 99  ( g u o t e d  by  F i n e g o l d  1 9 7 7 ) .

ASPECTS ON ANT I MI CROBI A L  THERAPY WITH SPECI AL REFERENCE TO ANAERO­

B I C BACTERI A I N COM

The f r e g u e n t  o c c u r r e n c e  o f  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  i n  COM h a s  l e d  t o  t h e  

c o n c e p t  o f  s p e c i f i c  t h e r a p y  i n  o r d e r  t o  e l i m i n a t e  t h e  a n a e r o b i c  

m i d d l e  e a r  f l o r a  ( J o k i p i i  a n d  J o k i p i i  1 9 8 1 ) .  S t r a i n s  o f  t h e s e  a n a e ­

r o b i c  s p e c i e s  h a v e  b e e n  s h o wn  t o  d e v e l o p  r e s i s t a n c e  a g a i n s t  t e t r a -  

c y k l i n e s ,  w h i c h  i n  t h e  p a s t  h a v e  b e e n  c o n s i d e r e d  t o  be t h e  d r u g s  o f  

c h o i c e  i n  a n a e r o b i c  i n f e c t i o n s ,  an d  w h i c h  a r e  w i d e l y  u s e d  t o d a y  i n  

t h e  t r e a t m e n t  o f  COM. M o s t  B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s  i s o l a t e s  as  w e l l  

as  some o t h e r  B a c t e r o i d e s  s p e c i e s  a n d  F u s o b a c t e r i a  p r o d u c e  b e t a -  

l a c t a m a s e s  ( K e u s h  an d  O ' c o n e l l  1 9 6 6 ,  C . - E .  N o r d ,  p e r s o n a l  c o m m u n i ­

c a t i o n ) .  S i n c e  b e t a l a c t a m a s e  r e s i s t a n t  p e n i c i l l i n d e r i v a t e s  a r e  n o t  

as  a c t i v e  as  b e z y l p e n i c i 11 i n  a g a i n s t  s e n s i t i v e  a n a e r o b e s ,  and  

c e p h a l o s p o r i n e s  show v a r y i n g  o r  p o o r  a c t i v i t y  a g a i n s t  B . f r a g i l i  s 

( C . - E .  N o r d ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  o t h e r  d r u g s  t h a n  b e t a l a c t a m s  

m u s t  be c o n s i d e r e d .  N i t r o i m i d a z o l e s  a r e  h i g h l y  a c t i v e  a g a i n s t  a n a e ­

r o b e s  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  P r o p i o n i b a c t e r i u m  a c n e s  ( D o r n b u s c h  e t  

a l  1 9 7 9 ) .  The e f f i c a c y  i s  c o m p a r a b l e  t o  t h a t  o f  c l i n d a m y c i n  i n  

a n a e r o b i c  i n t r a a b d o m i n a l  i n f e c t i o n s  ( C o l l i e r  e t  a l  1 9 8 1 ) .  H o w e v e r ,  

i n  v i t r o  e f f e c t  a g a i n s t  B . f r a g i l i s i s  c i d a l  an d  g r e a t e r  

t h a n  t h a t  o f  c l i n d a m y c i n  ( S e l k o n  1 9 7 9 ,  1 981 ) .  O c c a s i o n a l  B . f r a g i -

l i s  s t r a i n s  a r e  r e s i s t a n t  t o  c l i n d a m y c i n .  B r o o k  ( 1 9 7 9 b , 1 9 8 0 )

f o u n d  c l i n d a m y c i n  t o  be o f  l i m i t e d  v a l u e  i n  e x c a c e r b a t i o n s  o f  c h r o ­

n i c  s e c r e t o r y  o t i t i s  m e d i a  i n  c h i l d r e n ,  t h o u g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

t h e  d r u g  i n  MEE w e r e  n o t  m e a s u r e d .  I n  MEE t h e  m e t r o n i d a z o l e  c o n ­

c e n t r a t i o n  i s  a b o u t  70 % o f  t h a t  i n  s e r u m  ( J o k i p i i  an d  J o k i p i i  

1 9 8 1 ) .  T h u s ,  n i t r o i m i d a z o 1 es  w o u l d  seem t o  be a r e a s o n a b l e  c h o i c e  

as  an a d j u n c t  t o  c u r r e n t l y  u s e d  a n t i b i o t i c  r e g i m e n s .  S i n c e  a n a e r o ­

b e s ,  i r r e s p e c t i v e  o f  t h e i r  r o l e  i n  o t i t i s  m e d i a  a r e  a c t i v e l y  i n v o l ­

v e d  i n  s e r i o u s  c o m p l i c a t i o n s ,  t h e i r  e l i m i n a t i o n  i s
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d e s i r a b l e ,  I n  a d d i t i o n ,  t h i s  may c o n t r i b u t e  t o  s u c c e s f u l  m a n a g e ­

m e n t  o f  t h e  f o c a l  i n f e c t i o n .

N i t r o i m i d a z o l e s . G e n e r a l  c o n s i d e r a t i o n s .  N i t r o i m i d a z o l e s  w e r e  

o r i g i n a l l y  r e c o g n i z e d  as  a n t i m i c r o b i a l  a g e n t s  w i t h  a n t i p r o t o z o a l  

a c t i v i t y ,  an d  w e r e  i n t r o d u c e d  i n t o  c l i n i c a l  m e d i c i n e  i n  19 60  f o r  

t h e  t r e a t m e n t  o f  T r i c h o m o n a s  v a g i n a l i s  i n f e c t i o n s  ( C o s a r  and  

J u l o u  1 9 5 9 ,  D u r e l  e t  a l  1 9 6 0 ) .  D a v i e s  an d  c o w o r k e r s  ( 1 9 6 4 )  f i r s t  

n o t e d  t h a t  m e t r o n i d a z o l e  was a c t i v e  a g a i n s t  an a n a e r o b i c  b a c t e r i u m  

B a c t e r o i d e s  n e c r o p h o r u s ( F u s o b a c t e r i u m  n e c r o p h o r u m ) . S i n c e  t h e n  

i n v e s t i g a t i o n s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h e  i n  v i t r o  a c t i v i t y  o f  MDZ,  

t i n i d a z o l e  and  o r n i d a z o l e  a g a i n s t  a v a r i e t y  o f  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  

( D o r n b u s c h  and  N o r d  1 9 7 4 ,  G o l d s t e i n  e t  a l  1 9 7 8 ,  T a l l y  e t  a l  1 9 8 3 ) .  

B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s , B a c t e r o i d e s  s p e c i e s ,  F u s o b a c t e r i u m  s p e ­

c i e s  an d  c l o s t r i d i a  a r e  u n i f o r m l y  s u s c e p t i b l e  w h e r e a s  a n a e r o b i c  

g r a m p o s i t i v e  c o c c i  may show v a r y i n g  d e g r e e s  o f  r e s i s t a n c e .  

P r o p i o n i b a c t e r i u m  a c n e s  and  a e r o b i c  b a c t e r i a  a r e  g e n e r a l l y  r e s i s ­

t a n t  t o  n i t r o i m i d a z o l e s . I n c o m p l e t e  a n a e r o b i o s i s  i n  l a b o r a t o r y  s u s ­

c e p t i b i l i t y  t e s t i n g  c a n  l e a d  t o  e r r o n e o u s  r e s u l t s  ( f a l s e  r e s i s t a n c e  

i n  s u s c e p t i b l e  o r g a n i s m s ,  M i l n e  e t  a l  1 9 7 8 ) .

The mode o f  a c t i o n  o f  n i t r o i m i d a z o l e s  i s  n o t  f u l l y  u n d e r s t o o d .  The 

d r u g  e n t e r s  t h e  e u k a r y o t i c  ( e . g .  m a m m a l i a n )  as w e l l  as  t h e  p r o k a ­

r y o t i c  ( e . g .  b a c t e r i a l )  c e l l  by  p a s s i v e  d i f f u s i o n  ( M ü l l e r  1 9 8 1 ) .

MDZ seems  t o  a c t  as  e l e c t r o n e  a c c e p t o r  f r o m  r e d u c e d  f e r r e d o x i n  and  

t h e  n i t r o g r o u p  o f  t h e  d r u g  b e c o m e s  r e d u c e d  ( E d w a r d s  an d  M a t h i s o n ,  

1 9 7 0 ) .  The r e d u c e d  d r u g  i n h i b i t s  t h e  DNA f u n c t i o n ,  p r o b a b l y  by 

a t t a c k i n g  i t s  t h y m i n e  r e s i d u e s  r e s u l t i n g  i n  s t r a n d  b r e a k a g e  ( E d ­

w a r d s  e t  a l  1 9 8 2 ) .  O t h e r  m e c h a n i s m s  ( i n h i b i t i o n  o f  DNA s y n t h e s i s )  

may be i n v o l v e d  i n  t h e  k i l l i n g  o f  B.  f r a g i l i s  by  MDZ ( S i g e t i  e t  

a l  1 9 8 3 ) .  No s u c h  a c t i v i t i e s  h a v e  b e e n  o b s e r v e d  i n  m a m m a l i a n  c e l l s ,  

a l t h o u g h  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  a m u t a g e n i c  e f f e c t  o f  n i t r o i m i d a z o l e s  

h a s  b e e n  d e b a t e d  ( M ü l l e r  1 9 8 1 ) .



N i t r o i m i d a z o l e  d e r i v a t i v e s  a r e  a l m o s t  c o m p l e t e l y  a b s o r b e d  u p o n  o r a l  

i n t a k e  ( H o u g h t o n  e t  a l  1 9 7 9 )  and  t h e  s e r u m  h a l f  l i f e  o f  MDZ up o n  

i v  a d m i n i s t r a t i o n  i n  humans  i s  a b o u t  8 - 1 0  h w h e r e a s  t h e  c o r r e s p o n d ­

i n g  v a l u e  o f  t i n i d a z o l e  i s  a b o u t  1 0 - 1 5  h .  T h e s e  d r u g s  b i n d  t o  p l a s ­

ma p r o t e i n s  t o  o n l y  a l i m i t e d  e x t e n t  ( < 20%,  S a n v o r d e k e r  e t  a l  

1 9 7 5 ) ,  an d  a r e  d i s t r i b u t e d  t o  v i r t u a l l y  a l l  t i s s u e s  an d  b o d y  f l u i d s  

i n  c o n c e n t r a t i o n s  w h i c h  do n o t  d i f f e r  m a r k e d l y  f r o m  c o r r e s p o n d i n g

s e r u m  l e v e l s  ( A n d e r s s o n  1 9 8 1 ) .  N i t r o i m i d a z o l e s  a l s o  p e n e t r a t e  i n t o

c e r e b r o s p i n a l  f l u i d  and  i n t o  t h e  m i d d l e  e a r  d i s c h a r g e  i n  COM an d  

a r e  m e t a b o l i s e d  by s i d e  c h a i n  o x i d a t i o n ,  h y d r o x y l a t i o n  an d  c o n j u g a ­

t i o n  an d  m a i n l y  e l i m i n a t e d  r e n a l l y  ( W e l l i n g  and  M o n r o  1 9 7 2 ) .

HOST DEFENCE I N O T I T I S  MEDI A

A n t i b o d i e s  i n  AOM. S . p n e u m o n i a e , H . i n f 1 u e n z a e  and

B . c a t a r r h a l i  s i n d u c e  a s e r u m  a n t i b o d y  r e s p o n s e  ( B r a n e f o r s - H e l a n -  

d e r  e t  a l  1 9 7 3 ,  S l o y e r  e t  a l  1 9 7 4 ,  B r a n e f o r s  e t  a l  1 9 8 0 ,  L e i n o n e n  

e t  a l  1 9 8 1 ,  K o s k e l a  e t  a l  1 9 8 2 ) .  Se r um a n t i b o d i e s  o f  I gG and  I gM 

c l a s s e s  a g a i n s t  t h e  i n f e c t i n g  o r g a n i s m  h a v e  b e e n  s ho wn  t o  be o f  

i m p o r t a n c e  f o r  t h e  p r e v e n t i o n  o f  r e c u r r e n t  a t t a c k s  o f  AOM ( K a r m a  e t  

a l  1 9 8 0 ) .  L o c a l l y  p r o d u c e d  i m m u n o g l o b u l i n  ( o f  I g G ,  I gM and  I g A  

c l a s s e s )  may be o f  i m p o r t a n c e  f o r  t h e  c l e a r i n g  o f  b a c t e r i a  f r o m  t h e  

m i d d l e  e a r  i n  AOM ( H o w i e  e t  a l  1 9 7 3 ,  S l o y e r  e t  a l  1 9 7 4 ,  1 9 7 6 ) .

I mmune m e c h a n i s m s  i n  p n e u m o c o c c a l  o t i t i s  m e d i a  h a v e  b e e n  i n v e s t i g a ­

t e d  i n  e x p e r i m e n t a l  m o d e l s  u s i n g  c h i n c h i l l a s  ( s e e  a l s o  G e n e r a l  

D i s c u s s i o n )  and  l o c a l  as  w e l l  as  s y s t e m i c  i mmune f a c t o r s  h a v e  b e e n  

d e m o n s t r a t e d  ( G i e b i n k  e t  a l  1 9 7 6 ,  1 9 7 7 ,  1 9 7 9 ,  L e w i s  e t  a l  1 9 8 0 ,  

W a t a n a b e  e t  a l  1 9 8 2 a , 1 9 8 2 b ) .

A n t i b o d i e s  i n  COM. The p r e s e n c e  o f  a n t i b o d i e s  v e r s u s  b a c t e r i a  i n  

human o t i t i s  m e d i a  (COM) h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  by Hu da c  an d  c o w o r ­

k e r s  ( 1 9 8 3 ) .  T h e s e  a u t h o r s  d e m o n s t r a t e d  l o w  t i t r e s  o f  I g  v e r s u s  

i s o l a t e d  a n a e r o b i c  s t r a i n s  a t  t h e  t i m e  o f  s u r g i c a l  i n t e r v e n t i o n .  So 

f a r ,  no e x p e r i m e n t a l  s t u d y  r e g a r d i n g  t h e  h u m o r a l  i mmune r e s p o n s e  t o  

a n a e r o b i c  b a c t e r i a  i n  o t i t i s  m e d i a  h a s  b e e n  p r e s e n t e d .
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P o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u k o c y t e s .  G e n e r a l  c o n s i d e r a t i o n s .  W h e r e a s  I g A  

p r i m a r i l y  seems  t o  i n t e r f e r e  w i t h  b a c t e r i a l  a d h e s i o n  t o  e p i t h e l i a l  

s u r f a c e s  and  t h u s  a c t s  i n  t h e  f i r s t  l i n e  o f  d e f e n c e  ( W i l l i a m s  and  

G i b b o n s  1 9 7 2 ) ,  I gM an d  I gG a r e  a c t i v e l y  i n v o l v e d  i n  t h e  p r o c e s s  o f  

p h a g o c y t o s i s  ( r e v i e w e d  by  H o r w i t z  1 9 8 2 ) .  A l t h o u g h  d i f f e r e n t  t y p e s  

o f  l e u k o c y t e s  may be a c t i v e  i n  o t i t i s  m e d i a  ( McGhee e t  a l  1 9 8 3 ) ,  

o n l y  t h e  PMNs w i l l  be c o n s i d e r e d  h e r e ,  b e c a u s e  t h e y  p l a y  t h e  k e y  

r o l e  i n  t h e  k i l l i n g  an d  e l i m i n a t i o n  o f  i n v a d i n g  m i c r o o r g a n i s m s  

( O l s s o n  a n d  Venge  1 9 8 0 ) .  The i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  b a c t e r i a  an d  PMNs 

may be d i v i d e d  i n t o  t h e  f o l l o w i n g  s t e p s :  c h e m o t a x i s ,  p h a g o c y t o s i s  

( a t t a c h m e n t  a n d  i n g e s t i o n ) ,  k i l l i n g  a n d  d e g r a d a t i o n .

C h e m o t a x i s . PMNs a c c u m u l a t e  a t  t h e  s i t e  o f  t h e  i n f e c t i o n  due  t o  a 

c h e m o t a c t i c  p r o c e s s  ( B e c k e r  1 9 8 0 ) .  V a r i o u s  b a c t e r i a l  p r o d u c t s  

( a mo n g  w h i c h  N - f o r m y 1 - m e t h i o n y 1 p e p t i d e s  a r e  p a r t i c u l a r l y  p o t e n t ,  

S c h i f f m a n  e t  a l  1 9 7 3 ,  1 9 7 8 )  o r  i mmune  c o m p l e x e s  may i n d u c e  l e u k o c y ­

t e  c h e m o t a x i s .  C h e m o t a x i s  may t a k e  p l a c e  u n d e r  a e r o b i c  as  w e l l  as  

a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s .  W h e r e a s  i mmune  c o m p l e x e s  a r e  c h e m o t a c t i c  

u n d e r  b o t h  c o n d i t i o n s ,  b a c t e r i a l  p r o d u c t s  a r e  p e r h a p s  l e s s  c h e m o ­

t a c t i c  u n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s  ( K r a a l  an d  K e n n e y  1 9 7 5 ,  C a s c i a t i o  

e t  a l  1 9 7 8 ) .  A l s o  d u r i n g  a c t i v a t i o n  o f  s e r u m  c o m p l e m e n t  ( s e e  

b e l o w ) ,  an a d d i t i o n a l  c h e m o t a c t i c  f a c t o r ,  t h e  p e p t i d e  C5a i s  f o r m e d  

( W a r d  a n d  Newman 1 9 6 9 ) .

P h a g o c y t o s i s  o f  b a c t e r i a  by  PMN. The a t t a c h m e n t  o f  b a c t e r i a  t o  

t h e  PMN me mb r an e  i s  f a c i l i t a t e d  by  v a r i o u s  s e r u m  p r o t e i n s  r e f e r r e d  

t o  as  o p s o n i n s .  A l t h o u g h  I gG may s e r v e  as  an o p s o n i n ,  t h e  m o s t  

i m p o r t a n t  o p s o n i n  i s  C3 b ,  a f r a g m e n t  f o r m e d  t h r o u g h  c l e a v a g e  o f  

c o m p l e m e n t  c o m p o n e n t  C3 ( E h l e u b e r g e r  1 9 7 7 )  due t o  a c t i v a t i o n  o f  t h e  

c o m p l e m e n t  by  b a c t e r i a l  s u r f a c e  s t r u c t u r e s  ( n o t a b l y  1 i p o p o l y s a c c h a ­

r i d e )  o r  by  I gG o r  I g M - c o a t e d  b a c t e r i a  ( B o r s o s  1 9 7 1 ,  S c h u l t z  1 9 8 0 ) .  

C o m p l e m e n t  a c t i v a t i o n  i n v o l v i n g  c o m p l e m e n t  c o m p o n e n t s  C1 - C4  i s  

d e n o t e d  " c l a s s i c a l  p a t h w a y "  a c t i v a t i o n  w h e r e a s  i n i t i a t i o n  o f  c o m p ­

l e m e n t  a c t i v a t i o n  a t  t h e  C3 l e v e l  i s  d e n o t e d  " a l t e r n a t i v e  p a t h w a y "  

a c t i v a t i o n .

PMNs h a v e  s u r f a c e  r e c e p t o r s  f o r  t h e  F c - p o r t i o n  o f  t h e  I gG m o l e c u l e  

a n d  f o r  C3b an d  may t h u s  b i n d  I g  a n d / o r  C3b c o a t e d  b a c t e r i a  ( F h l e u -  

b e r g e r  1 9 7 7 ) .  A f t e r  a t t a c h m e n t  h a s  b e e n  e s t a b l i s h e d  t h e  PMN s u r f a c e  

me mb r a n e  i n v a g i n a t e s  an d  t h e  a t t a c h e d  b a c t e r i a  a r e  i n t e r n a l i z e d
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i n  a v a c u o l e  ( p h a g o s o m e )  ( H i r s h  1 9 6 2 ,  S i l v e r s t e i n  e t  a l  197 7 ) .  

P h a g o c y t o s i s  t a k e s  p l a c e  u n d e r  a e r o b i c  as  w e l l  as  a n a e r o b i c  c o n d i ­

t i o n s  ( S e l v a r a j  and  S b a r r a  1 9 6 6 ) .  L y s o s o m a l  g r a n u l e  c o n t e n t s  a r e  

r e l e a s e d  o n t o  t h e  a t t a c h e d  t a r g e t  o r  i n t o  t h e  p h a g o s o me  i n  o r d e r  t o  

k i l l  and  d e g r a d e  t h e  b a c t e r i a  ( G a b i g  1 9 8 1 ,  O l s s o n  e t  a l  1 9 8 1 ) .

K i l l i n g  o f  b a c t e r i a  by PMN. I n  t h e  p r e s e n c e  o f  O2 , t h e  i n t e r a c ­

t i o n  b e t w e e n  b a c t e r i a  and  PMN l e a d s  t o  an i n c r e a s e d  m e t a b o l i c  a c t i ­

v i t y  w i t h  c o n s u m p t i o n  o f  O2  by  t h e  l e u k o c y t e  ( " r e s p i r a t o r y  

b u r s t " ,  S b a r r a  and  K a r n o v s k y  1 9 5 9 ) .  D u r i n g  t h i s  p r o c e s s  r e a c t i v e  

0^ d e r i v e d  i n t e r m e d i a t e s  a r e  g e n e r a t e d  e . g .  H^O^ w h i c h  i n  t h e  

p r e s e n c e  o f  a c a t a l i z i n g  e n z y me  ( m y e l o p e r o x i d a s e )  may o x i d a t e  c h l o ­

r i d e  i o n s ,  t o  f o r m  t h e  h i g h l y  b a c t e r i c i d a l  a g e n t  h y p o c h l o r o u s  a c i d  

( K l e b a n o f f  1 9 6 8 ,  G a b i g  1 9 8 1 , S i p s  a n d  Ha me r s  1 9 8 1 ) .  A l t h o u g h  many 

m i c r o o r g a n i s m s  a r e  n o t  e f f i c i e n t l y  k i l l e d  by  PMNs u n l e s s  O2  i s  

p r e s e n t  ( S e l v a r a j  and  S b a r r a  1 9 6 6 ,  M a n d e l l  197 . 4 ) ,  PMNs seem t o  h a v e  

a l s o  0 2 ~ i n d e p e n d e n t  k i l l i n g  m e c h a n i s m s  a c t i v e  a g a i n s t  e . g .

E . c o l i  an d  c e r t a i n  s t r e p t o c o c c a l  s p e c i e s  ( M a n d e l l  1 9 7 4 ,  O d e b e r g  

an d  O l s s o n  1 9 7 5 ,  A r n o l d  e t  a l  1 9 8 0 ,  O l s s o n  e t  a l  1 9 8 1 ,  W e i s s  e t  a l  

1 9 8 2 ,  E l s b a c h  and  W e i s s  1981 an d  1 9 8 3 ) .  L y s o s o m a l  c a t i o n i c  p r o ­

t e i n s ,  l a c t o f e r r i n  o r  l y s o z y m e  a r e  e x a m p l e s  o f  b a c t e r i c i d a l  p r o ­

t e i n s  w h i c h  p r o b a b l y  do n o t  r e q u i r e  O2  f o r  t h e i r  a c t i v i t y .  A c i d i ­

f i c a t i o n  o f  t h e  p h a g o s o me  m i l i e u  may i n  i t s e l f  be c i d a l  i . e .  t o  

p n e u m o c o c c i  ( L o r d  and  Nye 1 9 1 9 ,  J a c g u e s  an d  B a i n t o n  1 9 7 8 ) .  Some 

b a c t e r i a ,  n o t  i n v o l v e d  i n  o t i t i s  m e d i a  ( i . e .  L e g i o n e l l a  p n e u m o ­

p h i l a  an d  E r a n c i s e l l a  t u l a r e n s i s ) a r e  h o w e v e r  n o t o r i o u s l y  

r e s i s t a n t  t o  i n t r a c e l l u l a r  k i l l i n g  by  PMN ( H o r w i t z  and  S i l v e r s t e i n  

1 9 8 1 ,  L ö f g r e n  e t  a l  1 9 8 4 ) .

D e g r a d a t i o n  o f  b a c t e r i a  by PMN. The k i l l e d  b a c t e r i a  a r e  f i n a l l y  

d e g r a d e d  by  t h e  a c t i o n  o f  PMN e n z y m e s  w i t h  h y d r o l a s e  a c t i v i t y  ( s u c h  

as  p r o t e a s e s ,  n u c l e a s e s ,  p h o s p h o l i p a s e s  ) and  p o s s i b l y  a l s o  by  b a c ­

t e r i a l  a u t o l y t i c  e n z y m e s  ( E l s b a c h  e t  a l  1 9 7 3 ,  E l s b a c h  1 9 8 0 ,  G i n s ­

b u r g  an d  Lahaw 1 9 8 3 ) .  The b a c t e r i a  may be i n c o m p l e t e l y  d e g r a d e d ,  

an d  p a r t i a l l y  d i g e s t e d  m i c r o b i a l  r e m n a n t s  h a v e  b e e n  s u g g e s t e d  t o  be 

i m p o r t a n t  a n t i g e n s  s u s t a i n i n g  t h e  h o s t s  i mmune  r e s p o n s e  ( E l s b a c h

1 9 8 0 ) .  To my k n o w l e d g e ,  d e g r a d a t i o n  o f  p h a g o c y t o s e d  m i c r o o r g a n i s m s  

h a s  n o t  b e e n  s t u d i e d  u n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s  d e s p i t e  t h e  f a c t  

t h a t  p u r u l e n t  i n f e c t i o n s  o f  t h e  u p p e r  r e s p i r a t o r y  t r a c t  may c r e a t e
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an a n a e r o b i c  m i l i e u  ( s e e  b e l o w  and  G e n e r a l  d i s c u s s i o n ) .

PMNs i n  o t i t i s  m e d i a .  P u r u l e n t  m i d d l e  e a r  e f f u s i o n  i s  c h e m o t a c t i c  

t o  PMN ( B e r n s t e i n  an d  B y u n g  1 9 8 1 )  p o s s i b l y  due t o  C 5 a f o r m e d  d u r i n g  

c o m p l e m e n t  a c t i v a t i o n  ( B e r n s t e i n  e t  a l  1 9 7 8 ) .  H o w e v e r ,  i n  o t i t i s  

m e d i a  PMN may n o t  r e a c t  n o r m a l l y  t o  c h e m o t a c t i c  s t i m u l i  and  t h e i r  

c a p a c i t y  t o  k i l l  p a t h o g e n s  may be d e p r e s s e d  ( G i e b i n k  e t  a l  1 9 8 0 ) .  

P h a g o c y t o s i s  o f  e . g .  p n e u m o c o c c i  i s  d e p e n d e n t  on a n t i b o d y  and  c o m p ­

l e m e n t  ( J o h n s t o n  e t  a l  1 9 6 9 ,  S m i t h  and  Wood 1 9 6 9 ,  W i n k e l s t e i n  e t  a l  

1 9 7 3 ,  G i e b i n k  e t  a l  1 9 7 7 )  b u t  a b n o r m a l  a c t i v a t i o n  o f  c o m p l e m e n t  ha s  

b e e n  o b s e r v e d  i n  o t i t i s  m e d i a  ( P r e l l n e r  and  N i l s s o n  1 9 8 2 )  w h i c h  may 

l e a d  t o  i m p a i r m e n t  o f  o p s o n i z a t i o n  and  o f  t h e  s u b s e q u e n t  p h a g o c y t o ­

s i s .  D u r i n g  PMN c h e m o t a x i s  an d  p h a g o c y t o s i s  p r o t e o l y t i c  e n z y m e s  

s u c h  as  g r a n u l o c y t e  e l a s t a s e  an d  c h y m o t r y p s i n e - 1 i k e  c a t i o n i c  p r o ­

t e i n s  a r e  r e l e a s e d  by t h e  PMNs ( W r i g h t  1 9 8 2 ) .  Such  e x t r a c e l l u l a r  

e n z y m e s  may be r e s p o n s i b l e  f o r  p a r t  o f  t h e  t i s s u e  damage s e e n  i n  

o t i t i s  m e d i a  by t h e i r  a c t i o n  on c o l l a g e n  ( C a r l s s o n  e t  a l  1 9 8 2 )  and 

t h e y  may a l s o  s p l i t  e . g .  i m m u n o g l o b u l i n e s  p r e s e n t  i n  t h e  e f f u s i o n s  

i n  COM ( K a s t e n b a u e r  e t  a l  1 9 7 5 ) .  P r o t e o l y t i c  e n z y m e s  ( r a t h e r  t h a n  

t h e  i n v a d i n g  b a c t e r i a )  a r e  p r o b a b l y  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  t i s s u e  

d e s t r u c t i o n  s e e n  a l s o  i n  s i n u s i t i s ( E n g q u i s t  e t  a l ,  1 9 8 3 ) .  F u r t h e r ­

m o r e , t h e  r e d u c e d  0^  t e n s i o n  i n  m a x i l l a r y  s i n u s i t i s ( C a r e n f e l t  and  

L u n d b e r g  1 9 7 7 ,  1 9 7 8 )  i s  m o s t  l i k e l y  t y p i c a l  a l s o  o f  AOM a n d  COM

( s e e  f u r t h e r  G e n e r a l  d i s c u s s i o n ) .  A l t h o u g h  t h e  c a p a c i t y  o f  PMNs t o  

k i l l  c e r t a i n  m i c r o o r g a n i s m s  may be i m p a i r e d  u n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i ­

t i o n s  ( s e e  a b o v e ) ,  p h a g o c y t o s i s  and  k i l l i n g  o f  P.  a c n e s  and  

5 .  p n e u m o n i a e  h a v e  n o t  e a r l i e r  b e e n  s t u d i e d  u n d e r  a n a e r o b i c  c o n ­

d i t i o n s .
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B e c a u s e  o f  t h e  many u n a n s w e r e d  q u e s t i o n s  r e g a r d i n g  t h e  r o l e s  o f  

a n a e r o b i c  b a c t e r i a  i n  o t i t i s  m e d i a  t h i s  s t u d y  was i n i t i a t e d  w i t h  

t h e  f o l l o w i n g  a i m :

To e s t a b l i s h  an a n i m a l  m o d e l  f o r  i n d u c t i o n  o f  o t i t i s  m e d i a  by d i f ­

f e r e n t  s p e c i e s  o f  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  a l l o w i n g  a n a l y s i s  o f

t h e  c a p a c i t y  o f  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  t o  i n d u c e  o t i t i s  m e d i a

t h e  e f f i c a c y  o f  MDZ i n  e x p e r i m e n t a l  a n a e r o b i c  o t i t i s  m e d i a

t h e  h u m o r a l  i mmune r e s p o n s e  i n  e x p e r i m e n t a l  o t i t i s  m e d i a .

I n  o r d e r  t o  g a i n  f u r t h e r  k n o w l e d g e  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  PMN 

an d  b a c t e r i a  u n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s  an i n  v i t r o  m o d e l  was 

e s t a b l i s h e d  w i t h  t h e  a i m  t o  s t u d y

t h e  r o l e  o f  s e r u m  c o m p l e m e n t  i n  p h a g o c y t o s i s  o f  P . a c n e s

t h e  r o l e  o f  o x y g e n  i n  g r a n u l o c y t i c  k i l l i n g  o f  P . a c n e s

t h e  i n f l u e n c e  o f  a n a e r o b i o s i s  on p h a g o c y t o s i s  and  k i l l i n g  o f  e n c a p  

s u l a t e d  an d  u n e n c a p s u l a t e d  s t r a i n s  o f  5 .  p n e u m o n i a e .

t h e  i n f l u e n c e  o f  a n a e r o b i o s i s  on m a c r o m o l e c u l a r  d e g r a d a t i o n  o f  

e n c a p s u l a t e d  p n e u m o c o c c i

t h e  r o l e  o f  t h e  p n e u m o c o c c a l  a u t o l y t i c  s y s t e m  i n  g r a n u l o c y t i c  k i l l  

i n g  o f  e n c a p s u l a t e d  5.  p n e u m o n i a e .
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MATERI ALS AND METHODS

THE ANI MAL MODEL

B a c t e r i a ,  g r o w t h  c o n d i t i o n s  and  p r e p a r a t i o n  o f  b a c t e r i a l  s u s p e n ­

s i o n s  ( I , I I , I I I  and I V ) .  E n c a p s u l a t e d  t y p e  23 5.  p n e u m o n i a e  

w e r e  s u b j e c t  t o  s e r i a l  s u b c u l t i v a t i o n  on b l o o d  a g a r  p l a t e s  ( O x o i d ,  

H a n t s ,  E n g l a n d )  s u p p l e m e n t e d  w i t h  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  g e n -  

t a m i c i n  ( 1 - 6 4  mg p e r  1 ) .  The g e n t a m i c i n  r e s i s t a n t  m u t a n t  t h u s  

o b t a i n e d  was p a s s e d  i n  a m i c e  p e r i t o n i t i s  m o d e l  t o  m a i n t a i n  i t s  

v i r u l e n c e  and  was s u b s e q u e n t l y  u s e d  f o r  i n d u c t i o n  o f  a s t a n d a r d  

p n e u m o c o c c a l  o t i t i s  m e d i a  i n  g u i n e a - p i g s  ( s e e  b e l o w ) .  

P r o p i o n i b a c t e r i u m  a c n e s  NCTC 7 3 7 ,  B a c t e r o i d e s  a s a c c h a r o l y t i c u s  

( f o r m e r l y  B.  m e l a n i n o g e n i c u s  s u b s p e c i e s  a s a c c h a r o l y t i c u s ) ,

P e p t o s t r e p t o c o c c u s  m i c r o s  ( s u p p l i e d  by  G. S u n d q v i s t ,  U n i v e r s i t y  

o f  Umeå,  Umeå,  S w e d e n ) ,  B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s  NCTC 93 4 3  and  

P e p t o s t r e p t o c o c c u s  a n a e r o b i u s  ATCC 2 7 3 3 7  w e r e  u s e d  as  c h a l l e n g e  

o r g a n i s m s  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  a n a e r o b i c  o t i t i s  m e d i a .  The p n e u m o ­

c o c c i  w e r e  g r o w n  o v e r n i g h t  a t  3 7 ° C i n  s e a l e d  g l a s s  t u b e s  w i t h  

T r y p t i c a s e  y e a s t  b r o t h  ( H o l m  and  F a l s e n  1 9 6 7 )  w h e r e a s  t h e  a n a e r o b i c  

b a c t e r i a  w e r e  g r o w n  on b l o o d  a g a r ;  i n  some s e r i e s  t h e s e  p l a t e s  w e r e  

s u p p l e m e n t e d  w i t h  g e n t a m i c i n  ( 1 0 0  mg p e r  1)  i n  o r d e r  t o  a v o i d  c o n ­

t a m i n a t i o n  ( I I I ) .  C u l t u r i n g  o f  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  was p e r f o r m e d  

u n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s  f o r  2 4 - 4 8  h i n  a 37° C a n a e r o b i c  g l o v e  

bo x  ( a t m o s p h e r e  o f  1 0 % 5 ?o C0^ i n  N^ )  o r  i n  a n a e r o b i c  j a r s

( Gas  Pak s y s t e m ,  BBL C o c k e y s v i l l e , M d ) .  None o f  t h e  a n a e r o b i c  

s t r a i n s  was i n h i b i t e d  by 32 mg g e n t a m i c i n  p e r  1 .  I m m e d i a t e l y  b e f o r e  

a c h a l l e n g e  e x p e r i m e n t  t h e  b a c t e r i a  w e r e  s u s p e n d e d  i n  pH 7 . 5  

H E P E S - b u f f e r  ( 1 3 0  mM KC1,  2mM MgS04 and  50 mM N - 2 - h y d r o x y e t h y l p i -  

p e r a z i n e - N - 2  e t h a n s u l f o n i c  a c i d ,  HEPES,  S i g ma  C h e m i c a l  C o . ,  S t .  

L o u i s )  i n  d e i o n i z e d  w a t e r  a t  t h e  d e s i r e d  c o n c e n t r a t i o n  ( s e e  

R e s u l t s ) .  W h e t h e r  a n a e r o b i c  o r  a e r o b i c  b u f f e r  was u s e d  d i d  n o t  i n f ­

l u e n c e  on t h e  60 m i n  v i a b i l i t y  o f  an y  o f  t h e  m i c r o o r g a n i s m s  s t u ­

d i e d .

I n d u c t i o n  o f  o t i t i s  m e d i a  i n  g u i n e a - p i g s  ( I ,  I I ,  I I I  and I V ) . A 

t o t a l  o f  263 a l b i n o  g u i n e a - p i g s  ( N y b e r g s  G å r d ,  M ä r s t a ,  Sweden o r  HB 

S a h l i n s  f ö r s ö k s d j u r s  f a r m , Ma l mö ,  Swe d e n ,  w e i g h t  2 5 0 - 4 5 0 g )  w e r e  u s e d  

i n  t h e  c h a l l e n g e  e x p e r i m e n t s  w i t h  b u f f e r  ( n = 2 7 a n i m a l s ,  I )
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5,  p n e u m o n i a e  ( n  = 22 I )  P . a c n e s  ( n  = 59 I ,  I I  and  I V ) ,

B . f r a g i 1 i s ( n  = 106 I I ,  I I I  an d  I V )  and  w i t h  P . m i c r o s ,

B.  a s a c c h a r o l y t i c u s  and  P . a n a e r o b i u s  ( n  = 49 a n i m a l s  I ,  I I  and

I V ) . T h e  a n i m a l s  w e r e  a n e s t h e t i z e d  by  an i n t r a p e r i t o n e a l  ( i p )  i n j e c ­

t i o n  o f  30 mg o f  p e n t o b a r b i t a l / k g  b o d y  w e i g h t  and  b o t h  e a r s  w e r e  

e x a m i n e d  t o  e x c l u d e  o n g o i n g  i n f e c t i o n s .  The r i g h t  e x t e r n a l  e a r  i n c ­

l u d i n g  t h e  e x t e r n a l  e a r  c a n a l  was d i s i n f e c t e d  u s i n g  10% H^O^ 

f o r  30 s e c  f o l l o w e d  by  3% I ^  i n  70% e t h a n o l  f o r  30 s e c .  The I ^  

was i n a c t i v a t e d  by s t e r i l e  10% s o d i u m  t h i o s u l p h a t e  and  a f i n a l  wa s h

w i t h  s t e r i l e  w a t e r  was p e r f o r m e d .  A l l  a n i m a l s  i n c l u d e d  i n  t h e  s t u d y

had  c u l t u r e  n e g a t i v e  e x t e r n a l  e a r s  a f t e r  d i s i n f e c t i o n .

The b a c t e r i a l  s u s p e n s i o n  ( 0 . 1 - 0 . 2  m l )  was i n j e c t e d  t h r o u g h  t h e  t y m ­

p a n i c  memb r an e  i n t o  t h e  r i g h t  m i d d l e  e a r  ( 0 . 4 x 2 0  mm n e e d l e ) ,  l e a ­

v i n g  t h e  l e f t  e a r  as  an i n o c u l a t e d  c o n t r o l .  I n  o r d e r  t o  r e d u c e  

l a t e r  c o n t a m i n a t i o n  t h e  e x t e r n a l  e a r  c a n a l  was s e a l e d  w i t h  a p l u g  

c o n s i s t i n g  o f  p a r a f f i n  an d  p e t r o l e u m  j e l l y .  I n  a l l  b a c t e r i a l  c h a l ­

l e n g e  e x p e r i m e n t s  a d a i l y  i p  i n j e c t i o n  o f  4 . 5  mg o f  g e n t a m i c i n  ( S c ­

h e r i n g  C o r p .  K e n i l w o r t h ,  N . J . )  i n  1 ml  o f  s t e r i l e  w a ^ e r  was u s e d  as  

p r o p h y l a x i s  a g a i n s t  a e r o b i c  s u p e r i n f e c t i o n s  ( Se e  I ) .  The c h a l l e n g e d  

a n i m a l s  w e r e  k e p t  i n  s e p a r a t e ,  v e n t i l a t e d  c a g e s .

S a c r i f i c e  o f  g u i n e a - p i g s  and  b a c t é r i o l o g i e  s a m p l i n g  o f  e a r s  

( I ,  I I ,  I I I  and I V ) .  A t  v a r i o u s  i n t e r v a l s  a f t e r  b a c t e r i a l  c h a l ­

l e n g e  ( 2 - 3 5  d a y s ) ,  t h e  a n i m a l s  w e r e  k i l l e d  u s i n g  a l e t h a l  d o s e  o f  

p e n t o b a r b i t a l .  The e x t e r n a l  e a r s  w e r e  r e m o v e d  an d  t h e  t e m p o r a l  

b o n e s  w e r e  s u r g i c a l l y  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  s k u l l .  The m i d d l e  e a r s  

w e r e  e n t e r e d  t h r o u g h  an i n f e r i o r - p o s t e r i o r  h o l e  t h a t  was  made u s i n g  

a p a i r  o f  s t e r i l e  b o n e  t o n g s .  A f t e r  g r o s s  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  m i d d l e  

e a r s ,  a n y  e f f u s i o n  p r e s e n t  was a s p i r a t e d  and  i m m e d i a t e l y  d i l u t e d  

i n t o  5 ml  o f  t h i o g l y c o l a t e  b r o t h  ( I )  o r  p h o s p h a t e - b u f f e r e d  s a l i n e  

( PBS,  1 2 . 6  mM KH2 P04 , 5 4 . 0  mM N a ^ P O ^ ,  85 mM N a C l ;  Ph 7 . 4 ,  

p a p e r s  I I ,  I I I  an d  I V ) .  The m i d d l e  e a r s  w e r e  t h e n  w a s h e d  w i t h  

0 . 1 - 0 . 2  ml  o f  t h e  f l u i d  u s i n g  t h e  same s y r i n g e ,  an d  t h e  wa s h  f l u i d  

was a d d e d  t o  t h e  s p e c i m e n .  A f t e r  a p p r o p r i a t e  d i l u t i o n s  i n  PBS t h e  

s a m p l e s  w e r e  s p r e a d  o v e r  b l o o d  a g a r  p l a t e s  ( i n  I I I  t h e  p l a t e s  w e r e  

s u p p l e m e n t e d  w i t h  g e n t a m i c i n  100 m g / 1 )  an d  i m m e d i a t e l y  i n c u b a t e d  

a n a e r o b i c a l l y  ( g l o v e  bo x  o r  Gas P a k )  an d  a e r o b i c a l l y  f o r  48 h a t  

3 7 ° C . T h e  c o l o n i e s  o b t a i n e d  w e r e  c o u n t e d  and  i d e n t i f i e d  by  

m o r p h o l o g y .  F o r  f u r t h e r  i d e n t i f i c a t i o n  o f  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  B a c t o
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C o r y n e -  b a c t e r i u m  a c n e s  554 a n t i s e r u m  ( D i f c o ,  D e t r o i t  M n ) ,  t h e  API  

s y s t e m  f o r  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  ( M o n t a l i e n - V e r c i e u , F r a n c e )  an d  t h e  

VPI  m a n u a l  ( V i r g i n i a  P o l y t e c h n i c  I n s t i t u t e ,  Va)  w e r e  u s e d .  A e r o b i c  

b a c t e r i a  w e r e  i d e n t i f i e d  a c c o r d i n g  t o  s t a n d a r d  l a b o r a t o r y  t e c h n i ­

q u e s .

H i s t o l o g i c  e x a m i n a t i o n  o f  e a r s  ( I  and  I I ) .  On a v e r a g e  e v e r y  t h i r d  

i n f e c t e d  m i d d l e  e a r  was s u b j e c t e d  t o  h i s t o l o g i c a l  a n a l y s i s .  The 

e x c i s e d  t e m p o r a l  b o n e s  w e r e  f i x e d  i n  10% n e u t r a l  f o r m a l d e h y d e  and  

d e c a l c i f i e d  i n  New D e c a l k  ( H i s t o -  L a b ,  B e t h l e h e m  T r a d i n g ,  G o t ­

h e n b u r g )  f o r  4 - 5  h .  A f t e r  d e h y d r a t i o n  t h e  m a t e r i a l  was  e m b e d d e d  i n  

p a r a f f i n  and  s e c t i o n e d .  T h i n  s e c t i o n s  w e r e  s t a i n e d  w i t h  B r o w n - B r e n n  

s t a i n  ( S h e e h a n  an d  H r a p c h a k  1 9 7 3 ,  I )  b u t  u n f o r t u n a t e l y  t h i s  m e t h o d  

d i d  n o t  g i v e  r e p r o d u c t  a b l e  r e s u l t s  an d  h e m a t o x y l i n  an d  e o s i n  was 

t h e r e f o r e  u s e d  i n  I I  b e f o r e  l i g h t  m i c r o s c o p y .

M e t r o n i d a z o l e . M e t r o n i d a z o l e  ( MDZ)  was s u p p l i e d  by  AB Le o  R h o d i a ,  

H e l s i n g b o r g ,  Swe d e n ,  as  d r y  p o w d e r .

A s s a y  o f  MDZ i n  g u i n e a - p i g  s e r u m  ( I I I ) . A C l o s t r i d i u m  

s p o r o g e n e s  s t r a i n  was u s e d  i n  a m i c r o b i o l o g i c a l  a s s a y  b a s e d  on 

d i f f u s i o n  i n  a g a r .  A p p r o x i m a t e l y  10^  c f u  w e r e  s e e d e d  on BHI  a g a r  

( D i f c o  L a b o r a t o r i e s  I n c . ,  D e t r o i t ,  M i c h . ) .  P a p e r  d i s c s  w e r e  u s e d  as  

d i f f u s i o n  c e n t r e s  f o r  t h e  20 u l  a l i q u o t s  o f  s e r u m  a s s a y e d .  P l a t e s  

w e r e  r e a d  a f t e r  24 h i n c u b a t i o n  a t  3 7 ° C  u n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i ­

t i o n s  ( Gas  P a k ) .  The d e t e c t i o n  l i m i t  o f  t h i s  b i o - a s s a y  was 0 . 4  mg 

MDZ p e r  1 .

Se r um a n t i b o d y  a s s a y  ( I V ) .  The i n d i r e c t  i m m u n o f l u o r e s c e n c e  t e s ­

t i n g  ( a  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  t e c h n i q u e  d e s c r i b e d  by  Schwan  an d  

c o w o r k e r s  1 9 8 2 )  was u s e d  i n  o r d e r  t o  d e t e c t  a n t i b o d i e s  o f  I g G ,  M 

an d  A c l a s s e s  i n  p a i r e d  s e r a  f r o m  42 a n i m a l s  c h a l l e n g e d  w i t h  

B.  f r a g i l i s  ( n = 2 3 ) P . a c n e s  ( n = 1 2 )  and  P.  a n a e r o b i u s  ( n = 7 )  r a n -
Q

d o m l y  s e l e c t e d  among a t o t a l  o f  94 g u i n e a - p i g s  ( I I ) .  A b o u t  10 

f o r m a l d e h y d e  k i l l e d  b a c t e r i a  w e r e  u s e d  as  a n t i g e n s  s u s p e n d e d  i n  10 

p i  PBS s m e a r e d  on g l a s s  s l i d e s  ( N o v a k e m i  AB,  S t o c k h o l m ) .  A p p r o p ­

r i a t e  d i l u t i o n s  o f  s e r u m  s a m p l e s  w e r e  p r e p a r e d ,  an d  10 u l  was a l l o ­

wed t o  r e a c t  w i t h  t h e  a n t i g e n  i n  a m o i s t  c h a m b e r  ( 3 0  m i n ,  3 7 ° C ) .  

A f t e r  w a s h i n g ,  F I T C - l a b e l e d  a n t i s e r a  ( N o r d i c  I m m u n o l o g i c a l  l a b s ,  

B . V .  T i l l b u r g ,  The N e t h e r l a n d s )  w e r e  a d d e d  an d  t h e  g l a s s  s l i d e s
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w e r e  i n c u b a t e d  i n  a m o i s t  c h a m b e r  ( 2 0  m i n ,  3 7 ° C ) .  P h o s p h a t e  b u f ­

f e r e d  g l y c e r o l  ( Ph 7 . 2 )  was u s e d  as  m o u n t i n g  s o l u t i o n  and  t h e  r e a c ­

t i o n s  w e r e  s t u d i e d  i n  a D i a l u x  2 0 ,  L e i t z  f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p e .  

A l l  r e a c t i o n s  w e r e  r e p e a t e d l y  j u d g e d  a t  s e p a r a t e  o c c a s i o n s  by one 

i n d i v i d u a l  u n a w a r e  o f  t h e  o r i g i n  o f  t h e  s e r u m  s a m p l e s .  The s p e c i f i ­

c i t y  o f  t h e  a n t i b o d y  r e a c t i o n  was t e s t e d  by a d s o r p t i o n  w i t h  h o m o l o ­

g o u s  b a c t e r i a l  a n t i g e n  an d  p r e i n o c u l a t i o n  g u i n e a - p i g  s e r a  w e r e  u s e d  

as  n e g a t i v e  c o n t r o l s .

I NTERACTI ON BETWEEN PMNS AND BACTERI A

B a c t e r i a  (V and V I ) . The P . a c n e s  s t r a i n s  s t u d i e d  w e r e  NCTC 737 

an d  a c l i n i c a l  i s o l a t e  d e s i g n a t e d  MC- 7 .  The f i v e  e n c a p s u l a t e d  

5 .  p n e u m o n i a e  s t r a i n s  u s e d  ( o f  s e r o t y p e s  2 ,  9N,  1 4 ,  21 an d  2 3 F )

w e r e  c l i n i c a l  i s o l a t e s ,  w h e r e a s  t h e  u n e n c a p s u l a t e d  t y p e  2 

S.  p n e u m o n i a e  s t r a i n  s t u d i e d  was ATCC 2 7 3 3 6 .  F o r  c o n t r o l  p u r p o s e s  

( s e e  b e l o w )  S t r e p t o c o c c u s  f a e c a l i s  s t r a i n  C3 and  S t a p h y l o c o c c u s  

a u r e u s  p h a g e  t y p e  3 2 / 8 0  I  w e r e  u s e d .

C u l t u r e  c o n d i t i o n s  (V and V I ) . P . a c n e s  was c u l t i v a t e d  on b l o o d  

a g a r  ( 0 X 0 I D )  u n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s  ( Gas  P a k ,  p a p e r  V ) .  E n c a p ­

s u l a t e d  p n e u m o c o c c i  w e r e  c u l t i v a t e d  i n  BHI  b r o t h  ( D i f c o ) .  The 

u n e n c a p s u l a t e d  t y p e  2 p n e u m o c o c c a l  s t r a i n  was c u l t i v a t e d  on b l o o d  

a g a r .  The c o n t r o l  b a c t e r i a  ( S.  f a e c a l i s  and  S . a u r e u s  ) w e r e  

c u l t i v a t e d  on b l o o d  a g a r  ( V )  o r  i n  BHI  b r o t h  ( V I ) .  F o r  t h e  i n d u c ­

t i o n  o f  a u t o l y s i s  r e s i s t a n t  t y p e  14 S.  p n e u m o n i a e  a d e f i n e d  

m e d i u m ( T o m a s z  1 9 6 4 ,  1 9 6 8 ,  p a p e r  V I )  s u p p l e m e n t e d  w i t h  e t h a n o l a m i n e

( 4 0  mg p e r  1)  i n s t e a d  o f  c h o l i n e  ( 4  mg p e r  1)  was u s e d .

I - 1 4 CR a d i o l a b e l l i n g  o f  S.  p n e u m o n i a e  s e r o t y p e  14 ( V I ) . 

a r a c h i d o n i c  a c i d  ( 0 . 3  u C i  p e r  u m o l e ,  Amer s h am I n t e r n a t i o n a l  L t d ,  

A m e r s h a m ,  UK) was u s e d  f o r  l a b e l l i n g  o f  u n s a t u r a t e d  c y t o p l a s m a t i c
1 4m e t h y l -  C 

■ 14
c h o l i n e  c h l o r i d e  ( 5 8  u C i  p e r  umo-  

c j e t h a n o l - o 1 - 2  a m i n e  h y d r o c h l o r i d e  ( 6 0

u r a c i l

memb r a n e  l i p i d s ,  

l e ,  A m e r s h a m )  o r  

u C i  p e r  u m o l e ,  Ame r s h a m)  f o r  t e i c h o i c  a c i d s  and  

( 5 0 u C i  p e r  u m o l e ,  Ame r s h a m)  f o r  n u c l e i c  a c i d s .

2 - 1 4 C

S e r a  (V and  V I ) . A s e r u m  p o o l  u s i n g  b l o o d  f r o m  4 h e a l t h y  d o n o r s  

was p r e p a r e d ,  s t o r e d  i n  a l i q u o t s  a t  - 7 0 ° C  ( p o o l e d  n o r m a l  human 

s e r u m ,  PNHS) .  Se r um was a l s o  p r e p a r e d  f r o m  b l o o d  o f  an a d u l t  h y p o -
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gammag1 o b u 1 i n e m i c  i n d i v i d u a l ,  c o l l e c t e d  i m m e d i a t e l y  b e f o r e  s u b s t i ­

t u t i o n  t h e r a p y  ( HGS,  p a p e r  V ) .  Ser um was f u r t h e r  p r e p a r e d  f r o m  an 

i n d i v i d u a l  v a c c i n a t e d  w i t h  Pn e u mo v a x  ( M e r c k ,  S h a r p  & Dohme,  

I n t e r n a t i o n a l ,  Ra h wa y ,  N . J . )  4 we e k s  e a r l i e r .  The a n t i p n e u m o c o c c a l  

I g G ,  M an d  A t i t r e s  o f  t h i s  s e r u m  w e r e  d e t e r m i n e d  by M. K o s k e l a ,  

U n i v e r s i t y  o f  U l e å b o r g ,  U l e å b o r g ,  F i n l a n d .  The I gG t i t r e  v e r s u s  

t y p e  2 p n e u m o c o c c a l  c a p s u l a r  p o l y s a c c h a r i d e  a f t e r  v a c c i n a t i o n  was 

4 - f o l d  t h o s e  o f  t h e  c o r r e s p o n d i n g  t i t r e s  i n  PNHS ( V I ) .

D e p l e t i o n  o f  s e r u m  f a c t o r s  ( V ) . A f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  w i t h  c y a ­

n o g e n  b r o m i d e  a c t i v a t e d  S e p h a r o s e  4B ( P h a r m a c i a  AB,  U p p s a l a ,

Swe d e n )  was u s e d  f o r  d e p l e t i o n  o f  I gG an d  I gM f r o m  HGS a n d  f o r  t h e  

e l i m i n a t i o n  o f  c o m p l e m e n t  c o m p o n e n t s  C3,  C4 and f a c t o r  B f r o m  

PNHS.  R a b b i t  a n t i - h u m a n  I gG a n t i g l o b u l i n  o r  r a b b i t  a n t i h u m a n  I gM 

a n t i g l o b u l i n  ( D A K O - I m m u n o g l o b u l i n  A / S ,  C o p e n h a g e n ,  D e n m a r k )  c o u p l e d  

t o  S e p h a r o s e  4B was u s e d  f o r  d e p l e t i o n  o f  I gG and  I g M .  G o a t  a n t i h u ­

man C3 a n t i s e r u m  ( M e l o y  L a b o r a t o r i e s ,  S p r i n g f i e l d ,  V a ) ,  r a b b i t  

a n t i - h u m a n  C4 a n t i s e r u m  and  r a b b i t  a n t i - h u m a n  f a c t o r  B a n t i s e r u m  

( D A K O - I m m u n o g l o b u l i n  A / S )  c o u p l e d  t o  S e p h a r o s e  4B was u s e d  f o r  d e p ­

l e t i o n  o f  C3,  C4 o r  f a c t o r  B.

A s s a y  o f  s e r u m  f a c t o r s  ( V ) .  I gG o f  HGS and  I g G - d e p l e t e d  HGS was 

g u a n t i t a t e d  u s i n g  t h e  e n z y m e - l i n k e d  i m m u n o s o r b e n t  a s s a y  p e r f o r m e d  

a c c o r d i n g  t o  C a r l s s o n  and  L i n d b e r g  ( 1 9 7 8 ) .  I g A  and  I gM l e v e l s  o f  

t h e  c o r r e s p o n d i n g  s e r a  w e r e  d e t e r m i n e d  u s i n g  L C - p a r t i g e n  p l a t e s  

( B e h r i n g w e r k e  AG, H a m b u r g ,  Wes t  G e r m a n y ) .  I gG o f  o t h e r  s e r u m s a m p -  

l e s ,  C1 , C3,  C4 and  f a c t o r  B w e r e  g u a n t i t a t e d  by i m m u n o d i f f u s i o n

u s i n g  p a r t i g e n  p l a t e s  ( B e h r i n g w e r k e  A G) .

A s s a y  o f  c o m p l e m e n t  a c t i v a t i o n  ( V ) .  The a c t i v a t i o n  o f  c o m p l e m e n t  

by t h e  a l t e r n a t i v e  and  c l a s s i c a l  p a t h w a y s  was d e t e r m i n e d  u s i n g  a 

t e c h n i g u e  b a s e d  on h e m o l y s i s  i n  g e l  o f  r a b b i t  e r y t h r o c y t e s  ( F o n g  e t  

a l  1 9 7 8 )  and  a n t i b o d y c o a t e d  s h e e p  e r y t h r o c y t e s  ( L a n g e  1 9 6 0 )  r e s p e c ­

t i v e l y .

P r e p a r a t i o n  o f  human p e r i p h e r a l  b l o o d  l e u k o c y t e s  (V and  V I ) .  

H e p a r i n i z e d  v e n o u s  b l o o d  f r o m  h e a l t h y  v o l u n t e e r s  was s u b j e c t e d  t o  

d e x t r a n s e d i m e n t a t i o n  ( S k o o g  an d  B e c k  1 9 5 6 ) .  E r y t h r o c y t e s  w e r e  l y s e d  

u s i n g  0. 87°o ammoni um c h l o r i d e .  The l e u k o c y t e s

w e r e  s u s p e n d e d  i n  b u f f e r  a t  a d e n s i t y  o f  5 x 1 0 ^  PMNs p e r  ml  (V
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and V I ) .  F u r t h e r  p u r i f i c a t i o n  o f  PMNs f r o m  v e n o u s  b l o o d  was o b t a i ­

ne d  by  t h e  H y p a q u e - F i c o l 1 t e c h n i q u e  ( F e r r a n t e  an d  Th o n g  1 9 7 8 ,  p a p e r  

V I ) .  H o w e v e r ,  t h i s  p r e p a r a t i o n  d i d  n o t  d i f f e r  f r o m  t h e  d e x t r a n  s e d i -  

m e n t e d  l e u k o c y t i c  p r e p a r a t i o n  i n  p h a g o c y t i c  o r  d e g r a d a t i v e  c a p a c i ­

t y .  T h e r e f o r e  d e x t r a n  s e d i m e n t e d  l e u k o c y t e s  w e r e  u s e d  i n  

p a p e r s  V an d  V I .

A s s a y  o f  p h a g o c y t o s i s  and  k i l l i n g  (V and  V I ) .  M i x t u r e s  o f  l e u k o ­

c y t e s ,  s e r u m  and  b a c t e r i a  w e r e  u s e d  f o r  s t u d i e s  o f  p h a g o c y t o s i s  and  

k i l l i n g  o f  t h e  b a c t e r i a  a c c o r d i n g  t o  Cohn and  M o r s e  ( 1 9 5 9 ) .

A s s a y  o f  m a c r o m o l e c u l a r  d e g r a d a t i o n  ( V I ) . T h e s e  s t u d i e s  w e r e  

e x c l u s i v e l y  p e r f o r m e d  u s i n g  r a d i o l a b e l l e d  ( s e e  a b o v e )  t y p e  14 p n e u ­

m o c o c c i .  F o r  a s s a y  o f  d e g r a d a t i o n  o f  u n s a t u r a t e d  c y t o p  1 a s m a t  i c 

memb r a n e  l i p i d s ,  l i p i d  e x t r a c t i o n  a c c o r d i n g  t o  F o l c h  and  c o w o r k e r s  

( 1 9 5 7 )  was p e r f o r m e d  b e f o r e  t h e  l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t i n g  o f  

l i p i d  l a b e l .

L a b e l  i n  t e i c h o i c  and  n u c l e i c  a c i d s ,  was  m e a s u r e d  by  p r e c i p i t a t i o n  

by  t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  ( TCA)  b e f o r e  c o l l e c t i o n  o f  p r e c i p i t a t e s  on 

Wat hman  GF/ C g l a s s  m i c r o f i b r e  f i l t e r s  ( W h a t m a n ,  M a i d s t o n e ,  UK) and  

s u b s e q u e n t  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t i n g .

A n a e r o b i c  t e c h n i q u e  and f u n c t i o n a l  c o n t r o l s  (V and  V I ) . F o r  a n a e ­

r o b i c  e x p e r i m e n t s  an a n a e r o b i c  g l o v e  b o x  w i t h  an a t m o s p h e r e  o f  10 % 

H2 , 5 % C02 i n  N2 was u s e d .

The r e d o x  p o t e n t i a l  o f  t h e  a n a e r o b i c  e x p e r i m e n t a l  c e l l  m i x t u r e s  was 

m o n i t o r e d  w i t h  a f r e s h l y  s a n d e d  p l a t i n u m  e l e c t r o d e  u s i n g  a H2 

e l e c t r o d e  ( e l e c t r o d e s  P101 and  K 4 1 0 ,  r e s p e c t i v e l y ,  R a d i o m e t e r ,  

C o p e n h a g e n )  as r e f e r e n c e .  The r e d o x  p o t e n t i a l  was - 2 9 9  ± 4  mV when 

a s s a y e d  i m m e d i a t e l y  b e f o r e  as  w e l l  a f t e r  60 m i n  o f  i n c u b a t i o n  o f  

t h e  a n a e r o b i c  c e l l  m i x t u r e  ( V I ) .
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RESULTS

THE ANI MAL MODEL

S e n s i t i v i t y  o f  t h e  g u i n e a - p i g  m i d d l e  e a r  t o  H E P E S - b u f f e r  ( I ) .

Upon i n j e c t i o n  o f  s t e r i l e  H E P E S - b u f f e r  i n t o  t h e  r i g h t  m i d d l e  e a r  o f  

12 g u i n e a - p i g s ,  i n f l a m m a t i o n  d e v e l o p e d  i n  f i v e  e a r s ,  o f  w h i c h  

b e t a - h a e m o l y t i c  s t r e p t o c o c c i  g r o u p  C w e r e  i s o l a t e d  f r o m  t w o .  A n o t ­

h e r  15 a n i m a l s  w e r e  g i v e n  d a i l y  i p  g e n t a m i c i n  i n j e c t i o n s  d u r i n g  t h e  

e n t i r e  c o u r s e  o f  t h e  b u f f e r  i n o c u l a t i o n  e x p e r i m e n t .  O t i t i s  m e d i a  

d i d  n o t  o c c u r  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  an d  no b a c t e r i a  w e r e  i s o l a t e d  

f r o m  t h e  e a r s .  G e n t a m i c i n  p r o p h y l a x i s  l o w e r e d  t h e  r i s k  o f  o t i t i s  

m e d i a  a s s o c i a t e d  w i t h  m i d d l e  e a r  i n j e c t i o n s  o f  b u f f e r  ( p < 0 . 0 5 )  and 

was t h e r e f o r e  u s e d  i n  a l l  o f  t h e  e x p e r i m e n t s  r e p o r t e d  b e l o w .

I n o c u l a t i o n  o f  l o w  d o s e s  o f  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  ( I  and  I I ) . I n  

p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  10 c f u  was u s e d  as  c h a l l e n g e  d o s e  o f  

P . a c n e s , B . f r a g i l i s , an d  P . a n a e r o b i u s . A t  t h i s  d o s e  o n l y  

P.  a c n e s  was r e c o v e r e d  a t  s a c r i f i c e  on d a y  5 a f t e r  c h a l l e n g e  b u t  

t h e  c o u n t s  w e r e  l o w .

I n o c u l a t i o n  o f  h i g h  d o s e s  o f  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  ( I  and  I I ) . C h a l ­

l e n g e  d o s e s  o f  4 - 8 x 1 0  c f u / e a r  w e r e  u s e d  i n  e x p e r i m e n t s  u s i n g  

P . a c n e s , B.  f r a g i l i s  an d  P.  a n a e r o b i u s  ( I I ) .  On d a y  3 ,  5 and  

10 a f t e r  c h a l l e n g e  P.  a c n e s  was i s o l a t e d  as  s i n g l e  s p e c i e s  f r o m  

15 o f  21 e a r s  s t u d i e d ,  and  f r o m  3 a d d i t i o n a l  e a r s  t o g e t h e r  w i t h  

a e r o b i c  b a c t e r i a  ( I I ) .  No e v i d e n c e  f o r  m u l t i p l i c a t i o n  o f  t h e s e  

a n a e r o b i c  b a c t e r i a  i n  t h e  m i d d l e  e a r  was f o u n d ,  an d  a t  d a y  12 and  

35 P.  a c n e s  was n e v e r  r e c o v e r e d  ( F i g  2 ) .

On d a y  3 ,  5 ,  10 and  12 B.  f r a g i l i s  was i s o l a t e d  as  s i n g l e  s p e c i e s  

f r o m  2 0 / 2 8  e a r s  s t u d i e d  ( I I )  an d  o c c a s i o n a l l y  B.  f r a g i l i s  was 

c u l t i v a b l e  a t  s t i l l  l a t e r  s t a g e s .  T h u s ,  on d a y  18 an d  21 p u r e  c u l ­

t u r e s  o f  B . f r a g i l i s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  7 / 1 2  e a r s  s a m p l e d .  I n  

a d d i t i o n ,  B.  f r a g i l i s  t o g e t h e r  w i t h  s t a p h y l o c o c c i  an d  e n t e r i c  

b a c i l l i  was c u l t u r e d  f r o m  t h e  m i d d l e  e a r  o f  a n o t h e r  a n i m a l .  The 

a r i t h m e t i c  mean v a l u e s  o f  t h e  m i d d l e  e a r  b a c t e r i a l  c o u n t s  on d i f f e ­

r e n t  d a y s  a f t e r  i n o c u l a t i o n  ( F i g  2 ) ,  i n d i c a t e d  t h a t  B.  f r a g i l i s , 

d e c l i n e d  d u r i n g  t h e  f i r s t  week  an d  m u l t i p l i e d  i n  t h e  m i d d l e  e a r
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d u r i n g  t h e  s e c o n d  w e e k .  B.  f r a g i l i s  was t h e n  g r a d u a l l y  e l i m i n a ­

t e d ,  an d  t h e  o r g a n i s m  was n o t  r e c o v e r e d  on da y  35 a f t e r  c h a l l e n g e

( n = l \ ) .

P.  a n a e r o b i u s  ( I I )  was r a p i d l y  e l i m i n a t e d  d u r i n g  t h e  5 d a y s  f o l ­

l o w i n g  c h a l l e n g e  and  was n e v e r  f o u n d  d u r i n g  t h e  s e c o n d  week  

( F i g  2 ) .

L.
ÇJJ0) 10®

0)a

L.
a>

Ï
o

i CN

Days after challenge

F i g . 2 .  R e c o v e r y  o f  B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s  ( #  ) P r o p i o n i b a c t e i r u m  
a c n e s  ( O  and ■ )  and  P e p t o s t  r e p t o c o c c u s  a n a e r o b i u s  ( A )  f r o m
t h e  r i g h t  m i d d l e  e a r s  o f  g u i n e a - p i g s  on v a r i o u s  d a y s  a f t e r
i n o c u l a t i o n .  On day  0,  t h e  b a c t e r i a  s u s p e n d e d  i n  b u f f e r  w e r e  
i n j e c t e d  t h r o u g h  t h e  t y m p a n i c  m e m b r a n e .  B a c t e r i a l  c o u n t s  l e s s  
t h a n  50 c f u  p e r  e a r  were n o t  d e t e c t e d  u n d e r  t h e  a s s a y  c o n d i ­
t i o n s  e m p l o y e d ,  and s u c h  e a r s  w e r e  r e c o r d e d  as c u l t u r e  n e g a ­
t i v e  ( b e l o w  d a s h e d  l i n e ) .  The s y m b o l s  d e n o t e  a r i t h m e t i c  mean 
v a l u e s .

8
E v en  h i g h e r  d o s e s  ( 1 0  c f u / e a r ) w e r e  a p p l i e d  i n  c h a l l e n g e  e x p e r i ­

m e n t s  u s i n g  P . a c n e s , B.  a s a c c h a r o l y t i c u s  and  P.  m i c r o s  ( I ) .

P . a c n e s  was r e c o v e r e d  f r o m  m i d d l e  e a r  s p e c i m e n s  f r o m  1 0 / 1 6  e a r s

on d a y  2 ,  5 and  10 a f t e r  c h a l l e n g e ,  i n  3 o f  t h e s e  e a r s  t o g e t h e r

w i t h  o t h e r  b a c t e r i a .

B.  a s a c c h a r o l y t i c u s  and  P . m i c r o s , s e p a r a t e l y  o r  i n  c o m b i n a ­

t i o n ,  w e r e  e l i m i n a t e d  f r o m  t h e  m i d d l e  e a r s  w i t h i n  2 d a y s .

T h r o a t  f l o r a  o r g a n i s m s  and  s e c o n d a r y  i n v a s i o n  ( I  and  I I ) . M i d d l e  

e a r  i n v a s i o n  by a e r o b i c  b a c t e r i a  s o m e t i m e s  o c c u r r e d  u p o n  c h a l l e n g e  

w i t h  a n a e r o b i c  b a c t e r i a .  I n  one  s e r i e s  ( I )  a b o u t  30 % o f  t h e  e a r s
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w e r e  s e c o n d a r i l y  i n v a d e d  m a i n l y  by g r o u p  C s t r e p t o c o c c i .  Suc h  o r g a ­

n i s m s  w e r e  o f t e n  r e c o v e r e d  f r o m  t h e  t h r o a t  f l o r a  o f  t h e  a n i m a l s  

b e f o r e  c h a l l e n g e  (51 % )  and  a t  s a c r i f i c e  (31 % )  w h e r e a s  s t r e p t o c o c ­

c i  w e r e  r a r e l y  f o u n d  i n  e x t e r n a l  e a r s  b e f o r e  d i s i n f e c t i o n .  T h i s  

i n v a s i o n  o f  s t r e p t o c o c c i  d e s p i t e  a n t i b i o t i c  p r o p h y l a x i s  a p p a r e n t l y  

o r i g i n a t e d  f r o m  t h e  t h r o a t  v i a  t h e  e u s t a c h i a n  t u b e  and  was p o s s i b l y  

du e  t o  t h e  r e l a t i v e  t o l e r a n c e  t o  g e n t a m i c i n  o f  t h e s e  b a c t e r i a  ( MI C 

o f  g e n t a m i c i n  = 8 m g / 1 ) .  I n  a n o t h e r  s e r i e s  ( I I )  s e c o n d a r y  i n v a s i o n  

o c c u r r e d  i n  l e s s  t h a n  10 %, and  b e t a h a e m o l y t i c  s t r e p t o c o c c i  was 

i s o l a t e d  f r o m  o n l y  1 / 9 4  c h a l l e n g e d  e a r s  and  n e v e r  f r o m  t h e  n a s o p h a ­

r y n x .

G r o s s  e x a m i n a t i o n  o f  m i d d l e  e a r s  ( I ,  I I ,  I I I  and I V ) . A f t e r  s a c ­

r i f i c e  t h e  o p e n e d  m i d d l e  e a r s  w e r e  i n s p e c t e d  and  s c o r e d  as  0 

( n o n - i n f 1 a m e d ) ,  + ( i n f l a m e d  w i t h  r e d d i s h  m u c o s a ,  b u t  no MEE) ,  ++ 

( v a r y i n g  a m o u n t  o f  a p p a r e n t l y  p u r u l e n t  o r  n o n - p u r u l e n t  MEE) o r  +++ 

( v i g o r o u s l y  i n f l a m e d  i . e .  f i l l e d  w i t h  a p p a r e n t l y  p u r u l e n t  o r  n o n -  

p u r u l e n t  MEE) .  S i n c e  a l l  o f  t h e  e f f u s i o n s  was u s e d  f o r  b a c t e r i o l o ­

g i c a l  e x a m i n a t i o n  no s y s t e m a t i c  m i c r o s c o p i c  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  

MEE was p e r f o r m e d  r e g a r d i n g  t h e i r  c e l l u l a r  c o m p o s i t i o n .  H o w e v e r ,  

p r e l i m i n a r y  r e s u l t s  o f  m i c r o s c o p y  s h o we d  t h a t  a p p a r e n t l y  p u r u l e n t  

MEE was r i c h  i n  PMNs w h e r e a s  c l e a r  t o  a mb e r  MEEs c o n t a i n e d  f e w  i n f ­

l a m m a t o r y  c e l l s .

V i g o r o u s  i n f l a m m a t i o n  a l w a y s  d e v e l o p e d  u p o n  c h a l l e n g e  w i t h  10^  

c f u  o f  t y p e  23 p n e u m o c o c c i  ( I ) .  A l s o  P.  a c n e s  i n d u c e d  a v i g o r o u s
ß

i n f l a m m a t i o n  a f t e r  c h a l l e n g e  w i t h  a b o u t  10 c f u  i n  p r e l i m i n a r y  

e x p e r i m e n t s  ( I ) ,  b u t  u s i n g  t h i s  c h a l l e n g e  d o s e  a mo r e  h e t e r o g e n o u s  

r e s p o n s e  t o  P . a c n e s  r e g a r d i n g  t h e  a m o u n t  and  c h a r a c t e r  o f  t h e  

MEE was f o u n d  i n  a s u b s e q u e n t  s e r i e s  o f  16 a n i m a l s .  L o w e r  d o s e s  o f  

P . a c n e s  w e r e  a l s o  u s e d  ( I I )  and  v i g o r o u s  i n f l a m m a t i o n  n e v e r  

o c c u r r e d  i n  t h i s  s e r i e s  o f  28 a n i m a l s .

B.  a s a c c h a r o 1 y t  i c u s  and  P . m i c r o s  i n  p u r e  c u l t u r e s  and  i n  c o m­

b i n a t i o n  f a i l e d  t o  i n d u c e  MEE.

The i n f l a m m a t o r y  r e s p o n s e  t o  B.  f r a g i l i s  c h a l l e n g e  ( I I )  was p r o ­

n o u n c e d .  On da y  3 p u r u l e n t  e f f u s i o n  was n o t e d  i n  5 / 6  e a r s  s t u d i e d .  

On day  5,  4 / 7  e a r s  s t u d i e d  c o n t a i n e d  s m a l l  a m o u n t s  o f  p u r u l e n t  

e f f u s i o n  and  3 e a r s  w e r e  i n f l a m e d  b u t  d r y  and  on d a y  10 an d  12 ,  

1 0 / 1 5  e a r s  s t u d i e d  c o n t a i n e d  v a r y i n g  a m o u n t s  o f  p u r u l e n t  e f f u s i o n .
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The i n f l a m m a t o r y  r e a c t i o n  was u s u a l l y  l e s s  p r o n o u n c e d  on d a y  18 a n d  

2 1 .  On d a y  35 a s m a l l  a m o u n t  o f  e f f u s i o n  was n o t e d  i n  1 / 4  e a r s .

P . a n a e r o b i u s  ( I I )  f a i l e d  t o  i n d u c e  mo r e  t h a n  a t  b e s t  a weak  

i n f l a m m a t i o n  i n  a m i n o r i t y  o f  t h e  e a r s  c h a l l e n g e d .

H i s t o l o g y  ( I  and  I I ) . The h i s t o l o g i c a l  p i c t u r e  i n  p n e u m o c o c c a l  

o t i t i s  m e d i a  ( I )  was d o m i n a t e d  by s u b e p i t h e l i a l  o e d e ma ,  a c c u m u l a ­

t i o n  o f  PMNs,  and  d i l a t e d  b l o o d  v e s s e l s .  H o w e v e r ,  no b a c t e r i a  w e r e  

e v e r  s e e n  w i t h i n  t h e  s u b e p i t h e l i a l  s p a c e .  The h i s t o l o g y  o f  e a r s
g

w i t h  a v i g o r o u s  P . a c n e s  i n f e c t i o n  ( c h a l l e n g e  d o s e  10 c f u / e a r  

I )  c l o s e l y  r e s e m b l e d  t h e  t i s s u e  r e s p o n s e  i n  p n e u m o c o c c a l  o t i t i s  

m e d i a .  M u c o s a l  s w e l l i n g  was mo r e  p r o n o u n c e d  a t  d a y  2 t h a n  l a t e r  an d  

on d a y  5 e a r l y  s i g n s  o f  new b o n e  f o r m a t i o n  a p p e a r e d .  I n  c o n t r a s t  t o  

p n e u m o c o c c a l  e a r  i n f e c t i o n  b a c t e r i a  w e r e  s e e n  i n  t h e  s u b e p i t h e l i a l  

s p a c e  on d a y s  2 - 5  d u r i n g  P . a c n e s  o t i t i s .  W i t h  l o w e r  c h a l l e n g e  

d o s e s  o f  P . a c n e s  ( I I )  h i s t o l o g i c a l  e v i d e n c e  o f  i n f l a m m a t i o n  was 

l e s s  p r o n o u n c e d ,  b u t  s l i g h t  m u c o p e r i o s t a l  t h i c k e n i n g  w i t h  new b o n e  

f o r m a t i o n  was n o t e d  i n  1 / 4  e a r s  35 d a y s  a f t e r  c h a l l e n g e .

D u r i n g  t h e  e a r l y  p h a s e  o f  B.  f r a g i l i s  i n f e c t i o n  t h e  h i s t o l o g i c a l  

p i c t u r e  was d o m i n a t e d  by s u b e p i t h e l i a l  oedema an d  i n f i l t r a t i o n  by  

i n f l a m m a t o r y  c e l l s ,  m a i n l y  PMNs ( F i g  3 ,  4 ) .  P r o f u s e  new b o n e  f o r m a ­

t i o n  w i t h  e x t e n s i v e  g r o w t h  o f  p e r i o s t e u m  was e v i d e n t  on d a y  10 -  12 

i n  c u l t u r e  p o s i t i v e  e a r s  a n d  was s t i l l  p r e s e n t  on da y  3 5 .  The new 

b o n e  n e v e r  o b l i t e r a t e d  t h e  m i d d l e  e a r  c a v i t y ,  b u t  was o f t e n  r e c o g ­

n i z e d  as  an i n c r e a s e d  d i f f i c u l t y  i n  s u r g i c a l  p e n e t r a t i o n  i n t o  t h e  

c a v i t y .

M i n i m u m  o r  no h i s t o l o g i c a l  s i g n s  o f  o t i t i s  w e r e  n o t e d  w i t h  

B.  a s a c c h a r o l y t i c u s  o r  w i t h  t h e  t w o  s p e c i e s  o f  P e p t o s t r e p t o -  

c o c c i  s t u d i e d  ( I  an d  I I ) .

W h i l e  l a b y r i n t h i t i s  o c c a s i o n a l l y  o c c u r r e d  f o l l o w i n g  p n e u m o c o c c a l  

c h a l l e n g e ,  no s u c h  c o m p l i c a t i o n s  w e r e  n o t e d  w i t h  a n y  o f  t h e  a n a e r o ­

b e s  u s e d ,  an d  t h e  a n i m a l s  n e v e r  s h o w e d  b e h a v i o u r a l  a b n o r m a l i t i e s  

u p o n  c h a l l e n g e  w i t h  a n a e r o b i c  b a c t e r i a .



F i g .  3 .  L i g h t  m i c r o g r a p h  o f  t h e  s e c t i o n e d  m i d d l e  e a r  o f  a 
g u i n e a - p i g  c h a l l e n g e d  w i t h  B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s  (NCTC 9 3 4 3 )  
3 d a y s  e a r l i e r .  N o t e  s u b e p i t h e l i a l  oedema w i t h  i n f i l t r a t i o n  
o f  i n f l a m m a t o r y  c e l l s .  H e m a t o x y l i n  and  e o s i n .

F i g . 4 .  L i g h t  m i c r o g r a p h  o f  t h e  s e c t i o n e d  m i d d l e  e a r  o f  a 
g u i n e a - p i g  c h a l l e n g e d  w i t h  B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s  (NCTC 9 3 4 3 )
10 d a y s  e a r l i e r .  R e m a i n i n g  p u s  i n  t h e  m i d d l e  e a r  c a v i t y .  
H e m a t o x y l i n  and e o s i n .

Ser um k i n e t i c s  o f  m e t r o n i d a z o l e  (MDZ)  i n  g u i n e a - p i g s  ( I I I ) . A

s i n g l e  i p  d o s e  o f  6 mg MDZ r e s u l t e d  i n  a p e a k  s e r u m  l e v e l  o f
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6 +■ 1 . 4  mg a c t i v e  d r u g  p e r  1 1 . 5  h a f t e r  i n j e c t i o n .  A r a p i d  e l i ­

m i n a t i o n  f o l l o w e d ,  t h e  l e v e l  o f  a c t i v i t y  b e i n g  3 . 5 +  0 mg p e r  1 

3 . 5  h a f t e r  i n j e c t i o n ,  0 . 5 ^  0 . 5  mg p e r  1 a t  7 h an l e s s  t h a n  0 . 4  

mg p e r  1 a t  15 an d  24 h .  A s i n g l e  i n j e c t i o n  o f  15 mg MDZ r e s u l t e d  

i n  a mean s e r u m  l e v e l  o f  2 4 ±  3 . 2  mg p e r  1 1 . 5  h a f t e r  i n j e c t i o n .  

A f t e r  3 . 5  h t h e  l e v e l  ha d  f a l l e n  t o  7 . 9 +  2 . 9  mg p e r  1 an d  a f t e r

7 h t o  3 . 8 j f  1 . 3  mg p e r  1 .  No MDZ a c t i v i t y  was d e t e c t a b l e  a t  15 

and  24 h ( l e s s  t h a n  0 . 4  mg p e r  1 ) .

The s e r u m  h a l f - l i f e  o f  MDZ i n  t h e  g u i n e a - p i g  was a p p r o x i m a t e l y  3

( 3 . 0  t o  3 . 5 )  h .

R e s p o n s e  o f  e x p e r i m e n t a l  B.  f r a g i l i s  o t i t i s  m e d i a  t o  MDZ t r e a t -  

me n t  ( I I I ) .  A t o t a l  o f  59 g u i n e a - p i g s  w e r e  c h a l l e n g e d  w i t h
g

0 . 5 - 1 . 0 x 1 0  c f u  o f  B . f r a g i l i s  and  a s e v e n  d a y s  c o u r s e  o f  MDZ 

t r e a t m e n t  was i n i t i a t e d  on d a y  7 a f t e r  c h a l l e n g e .  A l l  a n i m a l s  w e r e  

s a c r i f i c e d  on da y  14 a f t e r  c h a l l e n g e  a n d  t h e i r  m i d d l e  e a r s  a n a l y ­

z e d .  I p  i n j e c t i o n  o f  6 mg MDZ ( a b o u t  20 mg p e r  k g )  o n c e  d a i l y ,  6 mg 

t w i c e  d a i l y  and 1 5 m g  ( 5 0  mg p e r  k g )  o n c e  d a i l y  r e d u c e d  t h e  i n c i ­

d e n c e  o f  c u l t u r e - p o s i t i v e  e a r s  f r o m  1 3 / 1 7  among u n t r e a t e d  c o n t r o l s  

t o  7 / 1 7  ( p  = 0 . 0 8 )  3 / 1 0  ( p  = 0 . 0 5 )  an d  2 / 1 5  ( p  = 0 . 0 0 1 ) ,  r e s p e c t i ­

v e l y .

Ser um a n t i b o d y  r e s p o n s e  t o  B.  f r a g i l i s ,  P.  a c n e s  and  P . a n a e r o b i u s

( I V ) . T w e n t y t h r e e  g u i n e a - p i g s  c h a l l e n g e d  w i t h  B.  f r a g i l i s

and  s a c r i f i c e d  on da y  5 ( n  = 3 ) ,  da y  10 -  12 ( n  = 1 2 )  o r  d a y  21 ( n  

= 8 )  w e r e  r a n d o m l y  s e l e c t e d  f r o m  a t o t a l  o f  44 a n i m a l s  ( I I ) . I g G  

a n t i b o d i e s  v e r s u s  t h e  c h a l l e n g e  o r g a n i s m  w e r e  d e m o n s t r a t e d  i n  10 o f  

t h e  23 s e r a  d r a w n  b e f o r e  c h a l l e n g e .  I gM a n t i b o d i e s  w e r e  d e m o n s t r a ­

t e d  i n  4 o f  t h e s e  s e r a  and  I  g A a n t i b o d i e s  i n  o n l y  one  o f  t h e m .  A 

s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  ( ^ 4 - f o l d )  o f  I gG and  I gM t i t r e s  was n o t e d  i n  

1 / 3  s e r a  o b t a i n e d  on day  5 a f t e r  c h a l l e n g e .  On d a y  10 -  12 9 / 1 2  

s e r a  s h o w e d  i n c r e a s e d  I gG and  8 / 1 2  s e r a  c o n t a i n e d  i n c r e a s e d  I gM 

t i t r e s .  F i v e  and  4 s e r a  o u t  o f  8 s h o we d  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e s  o f  

I gG and  I gM t i t r e s  r e s p e c t i v e l y  on d a y  21 a f t e r  c h a l l e n g e .  E l e v a t e d  

I g A  a n t i b o d y  t i t r e s  w e r e  d e m o n s t r a t e d  on day  21 i n  2 / 8  s e r a .  N e i t -  

h e r  P . a c n e s  n o r  P . a n a e r o b i u s  ( 1 2  an d  7 p a i r e d  s e r a ,  r e s p e c t i ­

v e l y )  ha d  i n d u c e d  a s e r u m  a n t i b o d y  r e s p o n s e  i n  t h e  g u i n e a - p i g  on 

da y  5 ,  10 o r  12 a f t e r  c h a l l e n g e .
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I NTERACTI ON BETWEEN PMNS AND BACTERI A

E f f e c t  o f  s e r u m  c o m p o n e n t s  on a e r o b i c  p h a g o c y t o s i s  and k i l l i n g  

o f  P.  a c n e s  ( V ) . When i n c u b a t e d  a e r o b i c a l l y  i n  b u f f e r  i n  t h e  

a b s e n c e  o f  s e r u m  and  l e u k o c y t e s ,  t h e  n u m b e r  o f  v i a b l e  P . a c n e s  

o r g a n i s m s  was e s s e n t i a l l y  u n c h a n g e d  f o r  a t  l e a s t  60 m i n  a t  3 7 QC.

I n  t h e  p r e s e n c e  o f  5 % PNHS,  a m i n o r  ( 1 5  -  20 % )  r e d u c t i o n  o f  t h e  

n u m b e r  o f  v i a b l e  b a c t e r i a  o c c u r r e d  and  i n c u b a t i o n  w i t h  l e u k o c y t e s  

i n  t h e  a b s e n c e  o f  s e r u m  r e s u l t e d  i n  p h a g o c y t o s i s  an d  k i l l i n g  o f  

a b o u t  70 ?o o f  t h e  P . a c n e s  c e l l s  d u r i n g  60 m i n .  I n  t h e  p r e s e n c e  

o f  PMNs an d  5 % PNHS mor e  t h a n  99 % o f  t h e  b a c t e r i a  w e r e  p h a g o c y t o -  

s e d  and  98 % w e r e  k i l l e d  w i t h i n  30 m i n  w i t h  o n l y  s l i g h t  a d d i t i o n a l  

k i l l i n g  o c c u r r i n g  d u r i n g  t h e  n e x t  30 m i n .  A l s o  human s e r u m  d e p l e t e d  

o f  I gG and  I gM e f f i c i e n t l y  p r o m o t e d  p h a g o c y t o s i s  o f  P . a c n e s . I n  

c o n t r a s t ,  s e r u m  t h a t  had  b e e n  h e a t - i n a c t i v a t e d ,  d e p l e t e d  o f  c o m p l e ­

me n t  c o m p o n e n t  C3,  o r  d e p l e t e d  o f  C 4 and  f a c t o r  B,  d i d  n o t  p r o m o t e  

p h a g o c y t o s i s  o r  k i l l i n g .  PNHS d e p l e t e d  o f  C4 o r  f a c t o r  B s t i l l  had  

u n i m p a i r e d  c a p a c i t y  t o  p r o m o t e  p h a g o c y t o s i s  o f  P . a c n e s . T h e s e  

r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  p h a g o c y t o s i s  o f  P . a c n e s  i s  m e d i a t e d  by 

c o m p l e m e n t  c o m p o n e n t  C3,  a c t i v a t e d  e i t h e r  by  t h e  c l a s s i c a l  o r  by 

t h e  a l t e r n a t i v e  p a t h w a y .

F u n c t i o n a l  c o n t r o l  o f  a n a e r o b i o s i s  (V and V I ) . P h a g o c y t o s i s  o f  

S . a u r e u s  was e q u a l l y  e f f i c i e n t  u n d e r  a e r o b i c  and  a n a e r o b i c  c o n ­

d i t i o n s ,  w h e r e a s  k i l l i n g  was c o n s i d e r a b l y  d e l a y e d  i n  t h e  l a t t e r  

c a s e .  T h u s ,  0 -  30 % o f  t h e  s t a p h y l o c o c c i  w e r e  k i l l e d  d u r i n g  a n a e ­

r o b i o s i s  as c o m p a r e d  t o  mo r e  t  h a n ' 8 0 % i n  a i r ,  i n d i c a t i n g  t h a t  0 ^ 

d e p e n d e n t  m e c h a n i s m s  c i d a l  t o  S . a u r e u s  w e r e  i n d e e d  i m p a i r e d  

i n  o u r  a n a e r o b i c  e x p e r i m e n t s .  S . f a e c a l i  s was i n c l u d e d  i n  t h e  

e x p e r i m e n t s  t o  f u r t h e r  c h e c k  t h e  c i d a l  p o w e r  o f  PMNs d u r i n g  a n a e r o ­

b i o s i s  ( M a n d e l l  1 9 7 4 ) .  As e x p e c t e d ,  mo r e  t h a n  98 % o f  t h e  5.  f a e -  

c a 1 i  s c e l l s  w e r e  p h a g o c y t o s e d  an d  k i l l e d  u n d e r  a e r o b i c  as  w e l l  as 

a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s  (V and I V ) .

R o l e  o f  o x y g e n  i n  p h a g o c y t o s i s  and k i l l i n g  o f  P.  a c n e s  ( V ) . I n  

t h e  a b s e n c e  o f  s e r u m ,  p h a g o c y t o s i s  was as e f f i c i e n t  u n d e r  a n a e ­

r o b i o s i s  as i n  a i r  ( 7 0  °0 , s ee  a b o v e ) .  H o w e v e r ,  o n l y  h a l f  o f  t h e  

p h a g o c y t o s e d  b a c t e r i a  we r e  k i l l e d  u n d e r  a n a e r o b i o s i s  as c o m p a r e d  t o  

a l l  P . a c n e s  c e l l s  i n  a i r .  A l s o  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  5 % PNHS,
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a n a e r o b i o s i s  r e d u c e d  k i l l i n g  ( b u t  n o t  p h a g o c y t o s i s )  o f  P . a c n e s  

(NCTC 7 3 7 a n d  M C - 7 ) .  T h u s ,  u n d e r  a n a e r o b i o s i s  o n l y  30 % o f  t h e  b a c ­

t e r i a  w e r e  k i l l e d  as  o p p o s e d  t o  98 % i n  a i r .

R o l e  o f  o x y g e n  i n  p h a g o c y t o s i s  and  k i l l i n g  o f  5 .  p n e u m o n i a e  ( V I ) . 

E n c a p s u l a t e d  p n e u m o c o c c i  o f  s e r o t y p e s  9N,  1 4 ,  21 an d  23F w e r e  e f f i ­

c i e n t l y  p h a g o c y t o s e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  10 % PNHS u n d e r  a e r o b i c  as  

w e l l  as  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s .  F o r  e f f i c i e n t  p h a g o c y t o s i s  o f  e n c a p ­

s u l a t e d  t y p e  2 p n e u m o c o c c i  2 0 % i mmune  s e r u m  was r e g u i r e d  an d  f o r  

p u r p o s e  o f  c o m p a r i s o n  t h i s  s e r u m  s u p p l e m e n t  was u s e d  a l s o  i n  e x p e ­

r i m e n t s  w i t h  u n e n c a p s u l a t e d  t y p e  2 p n e u m o c o c c i .  None o f  t h e s e  s e r u m  

s u p p l e m e n t s  w e r e  c i d a l  t o  a n y  o f  t h e  b a c t e r i a l  s t r a i n s  s t u d i e d .

A e r o b i c  p h a g o c y t o s i s  was i n s t a n t l y  f o l l o w e d  by  k i l l i n g  o f  t h e  p n e u ­

m o c o c c i  i r r e s p e c t i v e  o f  s e r o t y p e  an d  f o r  t y p e  2 i r r e s p e c t i v e  o f  t h e  

p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  c a p s u l e .  T h u s ,  96 -  9 9 , 6  % o f  t h e  p n e u m o c o c ­

c i  w e r e  p h a g o c y t o s e d  and  k i l l e d  d u r i n g  a 6G m i n  i n c u b a t i o n  t o g e t h e r  

w i t h  PMNs an d  s e r u m .  U n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s  k i l l i n g  o f  t h e  

p n e u m o c o c c i  was c o n s i d e r a b l y  d e l a y e d ,  ( 7 0  -  85 % k i l l i n g  a t  60 

m i n ) .  The p r e s e n c e  o f  t y p e  2 c a p s u l e  d i d  n o t  c o n f e r  t h e  p n e u m o c o c c i  

a n y  r e s i s t a n c e  t o  k i l l i n g  a f t e r  p h a g o c y t o s i s .  U s i n g  a d e f i n e d  

g r o w t h  me d i u m t o  o b t a i n  a u t o l y s i s  r e s i s t a n t  p n e u m o c o c c a l  c e l l s  ( s e e  

M a t e r i a l s  and  m e t h o d s )  i t  was f o u n d  t h a t  t h e  p n e u m o c o c c a l  a u t o l y t i c  

s y s t e m  d i d  n o t  s i g n i f i c a n t l y  c o n t r i b u t e  t o  t h e i r  a e r o b i c  o r  a n a e r o ­

b i c  k i l l i n g  by human PMNs.

D e g r a d a t i o n  o f  5 .  p n e u m o n i a e  m a c r o m o l e c u l e s  by  human PMNs ( V I ) .

The f a t e  o f  s p e c i f i c a l l y  i s o t o p e  l a b e l l e d  e n c a p s u l a t e d  s e r o t y p e  14 

5 .  p n e u m o n i a e  ( t e i c h o i c  a c i d ,  u n s a t u r a t e d  c y t o p l a s m i c  c e l l  memb­

r a n e  l i p i d s ,  DNA an d  RNA w e r e  s e p a r a t e l y  l a b e l l e d )  a f t e r  p h a g o c y t o ­

s i s  was s t u d i e d .  D e g r a d a t i o n  o f  b a c t e r i a l  c e l l  w a l l  m a t e r i a l  and  

i n t r a c e l l u l a r  m a c r o m o l e c u l e s  (DNA an d  RNA) p r o c e e d e d  a l m o s t  as  

e f f i c i e n t l y  d u r i n g  a n a e r o b i o s i s  as i n  a e r o b i c  p h a g o c y t o s i s .  H o w e v e r ,  

t h e  c y t o p l a s m a t i c  memb r a n e  s u f f e r e d  f r o m  c o n s i d e r a b l e  l o s s e s  o f  

l i p i d  r a d i o a c t i v i t y  o n l y  d u r i n g  i n c u b a t i o n  i n  a i r .  A u t o l y s i s  r e s i s ­

t a n t  p n e u m o c o c c i  w e r e  d e g r a d e d  t o  t h e  same e x t e n t  as  n o r m a l  a u t o l y ­

t i c  p n e u m o c o c c i .  T h u s ,  t y p e  14 p n e u m o c o c c i  w e r e  k i l l e d  ( s e e  a b o v e )  

an d  d e g r a d e d  u n d e r  a e r o b i c  an d  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s  due  t o  t h e  

a c t i o n  o f  PMN w i t h o u t  t h e  a i d  o f  t h e  b a c t e r i a l  a u t o l y t i c  s y s t e m .  

S i n c e  p n e u m o c o c c a l  DNA an d  RNA w e r e  d e g r a d e d  by  a n a e r o b i c  PMNs d e s ­

p i t e  l i t t l e  l o s s  o f  b a c t e r i a l  l i p i d  r a d i o a c t i v i t y  d i f f e r e n t
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m e c h a n i s m s  o f  damage t o  b a c t e r i a l  m e m b r a n e s  d u r i n g  a n a e r o b i c  k i l ­

l i n g  and  a e r o b i c  k i l l i n g  by PMNs w e r e  s u g g e s t e d .
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GENERAL DI SCUSSI ON

A n i m a l  m o d e l s  f o r  e x p e r i m e n t a l  o t i t i s  m e d i a . O t i t i s  m e d i a ,  d e f i n e d  

as an i n f l a m m a t i o n  o f  t h e  mu c o s a  o f  t h e  m i d d l e  e a r  ( P a p a r e l l a  1 9 7 6 )  

i s  e a s i l y  i n d u c e d  i n  g u i n e a - p i g s ,  r a b b i t s ,  c h i n c h i l l a s  and  g e r b i l s  

by  a d m i n i s t r a t i o n  o f  s u s p e n s i o n s  o f  b a c t e r i a  o r  b a c t e r i a l  p r o d u c t s  

i n t o  t h e  m i d d l e  e a r  c a v i t y  v i a  t h e  t y m p a n i c  memb r an e  o r  by  t r a n s -  

b u l l a  i n j e c t i o n  ( Ha y mann  1 9 1 2 - 1 9 1 3 ,  J u h n  e t  a l  1 9 7 7 ,  L o w e l l  and  

J u h n  1 9 7 9 ,  L o w e l l  e t  a l  1 9 8 0 ) .  E x p e r i m e n t a l  o t i t i s  m e d i a  h a s  

f u r t h e r  b e e n  i n d u c e d  a f t e r  n a s a l  i n o c u l a t i o n  o f  p n e u m o c o c c i  ( H a y ­

mann 1 9 1 2 - 1 9 1 3 ,  G i e b i n k  e t  a l  1 9 7 9 ,  1 9 8 0 ) .

The g u i n e a - p i g  m i d d l e  e a r  i s  s e n s i t i v e  t o  a v a r i e t y  o f  p y o g e n i c  

b a c t e r i a ,  i . e .  S t r e p t o c o c c u s  p y o g e n e s , S.  p n e u m o n i a e ,

S . a u r e u s , P r o t e u s  s p e c i e s  an d  P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  

( Ha y ma n n  1 9 1 2 - 1 9 1 3 ,  F r i e d m a n n  1 9 5 5 ,  L i m  an d  K l a i n e r  1 9 7 1 ) .  B a c t e ­

r i a l  c h a l l e n g e  may c a u s e  c i l i e s t a s i s  o f  t h e  m u c o s a ,  oedema o f  t h e  

s u b e p i t h e l i a l  s p a c e  w i t h  i n f i l t r a t i o n  o f  PMNs,  f o l l o w e d  by  m a c r o p ­

h a g e s  and  p l a s m a  c e l l s .  B a c t e r i a  may p e r s i s t  f o r  s e v e r a l  m o n t h s  i n  

t h e  m i d d l e  e a r  c a v i t y .  H e a l i n g  o c c u r s  t h r o u g h  f i b r o s i s  o f  t h e  s u b e ­

p i t h e l i u m .  New b o n e  f o r m a t i o n  ( o f t e n  h e a v y  w i t h  f i n a l  o b l i t e r a t i o n  

o f  t h e  m i d d l e  e a r  c a v i t y )  may o c c u r .  The a c u t e  p h a s e  o f  t h e  i n f e c ­

t i o n  i s  s o m e t i m e s  a c c o m p a n i e d  by l a b y r i n t h i t i s ,  s e p t i c a e m i a ,  

m e n i n g i t i s  and a b s c e s s  f o r m a t i o n  i n  t h e  b r a i n  and  c e r e b e l l u m  and 

e v e n t u a l l y  d e a t h  o f  t h e  a n i m a l .

L i t t l e  i n f o r m a t i o n  r e g a r d i n g  t h e  b e h a v i o u r  o f  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  i n  

e x p e r i m e n t a l  o t i t i s  m e d i a  i s  a v a i l a b l e .  M i x t u r e s  o f  a e r o b i c  and  

a n a e r o b i c  b a c t e r i a  c a n  h o w e v e r  p r o d u c e  i n t e n s e  and  e v e n  n e c r o t i z i n g  

o t i t i s  i n  r a b b i t s  o r  g e r b i l s  ( W i r t h  1 9 3 5 ,  L u l g h u m  e t  a l  1 9 8 2 ) .

T h u s ,  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  may p a r t i c i p a t e  i n  a g r e s s i v e  m i d d l e  e a r  

i n f e c t i o n s  i n  a p p a r e n t  c o o p e r a t i o n  w i t h  o t h e r  b a c t e r i a .

The p r e s e n t  a n i m a l  m o d e l . W h i l e  w o r k e r s  so f a r  h a v e  d e a l t  w i t h  

t h e  p o s s i b l e  r o l e  o f  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  i n  m i x e d  m i d d l e  e a r  i n f e c ­

t i o n s  ( s e e  f u r t h e r  b e l o w ) ,  t h e  p r e s e n t  s t u d y  s h o we d  t h a t  u s i n g  h i g h  

d o s e s  o f  P . a c n e s  o r  B.  f r a g i l i s  a n a e r o b i c  m o n o i n f e c t i o n s  c a n  

be e s t a b l i s h e d  i n  t h e  m i d d l e  e a r  o f  g u i n e a - p i g s .  L u l g h u m  and  c o w o r ­

k e r s  ( 1 9 8 2 )  r e p o r t e d  a n a l o g o u s  r e s u l t s  f o r  P . a c n e s  i n  e x p e r i ­
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m e n t s  w i t h  g e r b i l s  f o r  i n d u c t i o n  o f  a n a e r o b i c  m o n o i n f e c t i o n s  o f  t h e  

m i d d l e  e a r .

G e n t a m i c i n  p r o p h y l a x i s  was u s e d  i n  a l l  a n i m a l  e x p e r i m e n t s  i n  t h e  

p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n .  T h i s  a g e n t  may e n h a n c e  t h e  v i r u l e n c e  o f  

B.  f r a g i l i s  i n  e x p e r i m e n t a l  i n f e c t i o n s  i n  r a b b i t s  ( R o t i l i e  e t  a l  

1 9 7 4 ) ,  b u t  p r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  d i d  n o t  s u g g e s t  s u c h  g e n t a m i c i n  

e f f e c t s  i n  o u r  m o d e l .

The a n a e r o b i c  i n f e c t i o n s  h e r e  e s t a b l i s h e d  w e r e  a t  t h e  e a r l y  s t a g e s  

h i s t o l o g i c a l l y  s i m i l a r  t o  t h e  e x p e r i m e n t a l  p n e u m o c o c c a l  o t i t i s  

m e d i a  ( I ) ,  an d  t h e  t w o  a n a e r o b i c  s p e c i e s  i n d u c e d  new b o n e  f o r m a ­

t i o n .  The P.  a c n e s  i n f e c t i o n  s u b s i d e d  w i t h i n  10 d a y s  l e a v i n g  

m i n u t e  new b o n e  as s e q u e l e ,  w h e r e a s  t h e  B . f r a g i l i s  i n f e c t i o n  was 

mo r e  p r o t r a c t e d  and  b a c t e r i a  c o u l d  be i s o l a t e d  f r o m  t h e  m i d d l e  e a r  

up t o  21 d a y s  a f t e r  c h a l l e n g e .  The p e r i o s t a l  b o n e  r e a c t i o n  t o  

B.  f r a g i l i s  was  mo r e  p r o n o u n c e d  t h a n  t h a t  s e e n  a f t e r  P.  a c n e s  

c h a l l e n g e ,  b u t  n o t  as  m a r k e d  as  r e p o r t e d  f o r  s t r a i n s  o f  p n e u m o c o c c i  

an d  P s e u d o m o n a s  s p e c i e s  i n  t h e  g u i n e a - p i g  m i d d l e  e a r  ( Ha y ma n n  

1 9 1 2 - 1 9 1 3 ,  F r i e d m a n n  1 9 5 5 ) .  None o f  o u r  a n i m a l s  d i e d  i n  g e n e r a l i z e d  

i n f e c t i o n  u p o n  c h a l l e n g e  w i t h  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  and  n o t  e v e n  l a b y ­

r i n t h i t i s  o c c u r e d .  T h i s  may r e f l e c t  t h e  i n f e r i o r  v i r u l e n c e  o f  a n a e ­

r o b e s  as  c o m p a r e d  t o  p n e u m o c o c c i  as  s h o wn  i n  o t h e r  s t u d i e s  o f  

e x p e r i m e n t a l  o t i t i s  m e d i a  u s i n g  g u i n e a - p i g s  ( Ha y mann  1 9 1 2 - 1 9 1 3 ,

F r  i  edmann 1 9 5 5 ) .

The c a p a c i t y  o f  t h e  t y p e  23 p n e u m o c o c c a l  s t r a i n  h e r e  u s e d  t o  p r o ­

d u c e  a s t a n d a r d  o t i t i s  m e d i a  was o n l y  s l i g h t l y  s u p e r i o r  t o  t h a t  o f  

P.  a c n e s  ( I ) .  H o w e v e r ,  i n  c h i n c h i l l a  o t i t i s  e x p e r i m e n t s  t y p e  23 

p n e u m o c o c c i  w e r e  f o u n d  t o  be o f  c o n s i d e r a b l y  l o w e r  v i r u l e n c e  t h a n  

w e r e  t y p e  3 p n e u m o c o c c i  ( G i e b i n k  e t  a l  1 9 7 7 ,  W a t a n a b e  e t  a l  

1 9 8 2 ^ ) .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h i s  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  p n e u m o c o c c i  

i s  t r u e  a l s o  i n  g u i n e a - p i g s  m a k i n g  t h e  t y p e  23 p n e u m o c o c c a l  s t r a i n  

l e s s  s u i t a b l e  f o r  c o m p a r i s o n s  o f  t h e  v i r u l e n c e  b e t w e e n  a n a e r o b i c  

and  a e r o b i c  b a c t e r i a  i n  o u r  m o d e l .

S i n c e  a n a e r o b e s  h e r e  w e r e  a b l e  t o  i n d u c e  a m o n o i n f e c t i o n  i n  t h e  

m i d d l e  e a r  o f  h e a l t h y  g u i n e a - p i g s  o u r  d a t a  s u p p o r t  t h e  c o n t e n t i o n  

t h a t  s u c h  b a c t e r i a  P 1 a y an a c t i v e  r o l e  i n  m i d d l e  e a r  i n f e c t i o n s  

p r o v i d e d  t h a t  t h e y  g e t  a c h a n c e  t o  i n v a d e .  I t  i s  t h u s  l i k e l y  t h a t
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a n a e r o b e s  t r u l y  c o n t r i b u t e  t o  t h e  i n f e c t i o u s  p r o c e s s  i n  COM w h e r e  

t h e y  a r e  t h e  o n l y  o r g a n i s m s  i s o l a t e d  i n  10 % o f  t h e  c a s e s  ( F i n e g o l d  

1 9 8 1 ) .  T h e y  may a l s o  be an o c c a s i o n a l  c a u s e  o f  AOM as  s u g g e s t e d  

by  B r o o k  (1 9 7 9 ) . T h i s  h y p o t h e s i s  o f  c o u r s e  n e e d s  t o  be i n v e s t i g a t e d  

i n  f u t u r e  s t u d i e s .

P a t h o g e n e s i s  o f  a n a e r o b i c  i n f e c t i o n s . Our  o b s e r v a t i o n  t h a t  

B.  f r a g i l i s  i s  c a p a b l e  o f  i n d u c i n g  o t i t i s  m e d i a  i n  t h e  g u i n e a - p i g  

i s  n o t  s u r p r i s i n g  s i n c e  i t  h a s  b e e n  s h o wn  t h a t  B . f r a g i l i s  i s o l a ­

t e d  f r o m  COM i s  h i g h l y  v i r u l e n t  p r o d u c i n g  g e n e r a l i z e d  d i s e a s e  and  

a b s c e s s e s  u p o n  i m i n j e c t i o n  i n t o  g u i n e a - p i g s  ( H u d a c  e t  a l  1 9 8 3 ) .

The a b i l i t y  t o  a d h e r e  t o  e p i t h e l i a l  s u r f a c e s  seems  t o  be an i m p o r ­

t a n t  f i r s t - s t a g e  v i r u l e n c e  f a c t o r  i n  many b a c t e r i a ,  an d  B . 

f r a g i l i s  an d  s t r a i n s  o f  p i g m e n t e d  B a c t e r o i d e s  s p e c i e s  c a n  

a d h e r e  t o  e p i t h e l i a l  s u r f a c e s  ( O n d e r d o n k  e t  a l  1 9 7 8 ,  Okuda  e t  a l

1 9 8 1 ) .  F u r t h e r m o r e ,  B.  f r a g i l i s  c a n  m u l t i p l y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  

a i r  on t h e  s u r f a c e  o f  r a b b i t  t r a c h e a l  me mb r a n e  e x p l a n t s  an d  c a u s e  

c i l i e s t a s i s ,  o r  i n  m o n o l a y e r  t i s s u e  c u l t u r e s  ( M a t s u y a m a  1 9 7 4 ,  M u r a ­

k a m i  an d  M a t s u y a m a  1 9 8 0 ,  M u r a k a m i  e t  a l  1 9 8 1 ,  M a t s u y a m a  e t  a l

1 9 8 2 ) .  The l o w  0^  t e n s i o n  i n  t h e  e x p l a n t s  an d  t h e  c e l l  c u l t u r e s  

due  t o  t h e  m e t a b o l i c  a c t i v i t i e s  o f  t h e  m a m m a l i a n  c e l l s  e n a b l e d  

g r o w t h  o f  t h e  a n a e r o b e  .

O t h e r  a n i m a l  e x p e r i m e n t s  h a v e  s h o wn  t h a t  a n a e r o b i c  b a c t e r i a ,  n o t a b ­

l y  B.  f r a g i l i s  may c a u s e  m o n o i n f e c t i o n s  s u c h  as  i n t r a a b d o m i n a l ,  

l i v e r  a n d  s u b c u t a n e o u s  a b s c e s s e s  an d  e s t a b l i s h  t h e m s e l v e s  i n  s u b c u -  

t a n e o u s l y  i m p l a n t e d  t i s s u e - c a g e s  ( K a s p e r  e t  a l  1 9 7 7 ,  O n d e r d o n k  e t  

a l  1 9 7 7 ,  W i l k i n s  e t  a l  1 9 7 7 ,  T o n j u m  e t  a l  1 9 7 9 ,  R y l a n d e r  e t  a l  

1 9 8 1 ,  K a s p e r  an d  O n d e r d o n k  1 9 8 2 ,  Sc hwan  an d  D a n i e l s s o n  1 9 8 3 ) .  The 

c a p a c i t y  o f  B.  f r a g i l i s  t o  c a u s e  a b s c e s s e s  h a s  b e e n  a t t r i b u t e d  t o  

t h e  p r e s e n c e  o f  a p o l y s a c c h a r i d e  c a p s u l e ,  an d  u n e n c a p s u l a t e d  r e l a ­

t e d  s p e c i e s  a r e  h a r m l e s s  i n  a n i m a l s .  S i m i l a r l y ,  s u b c u t a n e o u s  a b s ­

c e s s e s  i n  g u i n e a - p i g s  a n d  r a b b i t s  h a v e  b e e n  i n d u c e d  w i t h  an e n c a p ­

s u l a t e d  s t r a i n  o f  B.  m e l a n i n o g e n i c u s  ( T a k a z o e  e t  a l  1 9 7 1 ) .  The 

p r o d u c t i o n  o f  c o l l a g e n a s e  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t o  be a n o t h e r  v i r u l e n ­

ce  f a c t o r  o f  B.  m e l a n i n o g e n i u s  ( S m i t h  1 9 7 5 ) .

The b r a i n  o f  t h e  r a t  i s  s u s c e p t i b l e  t o  c h a l l e n g e  w i t h  h i g h  d o s e s  o f  

B . f r a g i l i s  b u t  n o t  w i t h  a n a e r o b i c  Gram p o s i t i v e  c o c c i  s u c h  as 

S . i n t e r m e d i u s , P . a n a e r o b i u s , P.  a s a c c h a r o l y t i c u s  o r
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P.  p r e v o t i i  ( C o s t e l l o  e t  a l  1 9 8 3 ) .  I n  g e n e r a l ,  a n a e r o b i c  Gram 

p o s i t i v e  c o c c i  as  w e l l  as B.  a s a c c h a r o l y t i c u s  seem t o  be o f  l o w  

v i r u l e n c e  i n  v a r i o u s  a n i m a l s  ( S m i t h  1 9 7 3 ) .

T h i s  may be t h e  r e a s o n  f o r  t h e  s h o r t c o m i n g  o f  s u c h  s p e c i e s  i n  o u r  

o t i t i s  m o d e l .  P . a c n e s , a Gram p o s i t i v e  r o d  s h a p e d  b a c t e r i u m  may 

i n d u c e  s e v e r e  i n f l a m m a t i o n  u p o n  i n t r a d e r m a l  i n j e c t i o n  i n  r a b b i t s ,  

an d  i t s  p r o d u c t i o n  o f  h y a l u r o n i d a s e , n e u r a m i n i d a s e  an d  l i p a s e  h a v e  

b e e n  s u g g e s t e d  as  p o s s i b l e  v i r u l e n c e  f a c t o r s  ( S m i t h ,  1 9 7 5 ) .  Hudac  

an d  c o w o r k e r s  ( 1 9 8 3 )  r e p o r t e d  t h a t  a s t r a i n  o f  P.  a c n e s  i s o l a t e d

f r o m  COM s h o w e d  m o d e r a t e  v i r u l e n c e  u p o n  i m i n j e c t i o n  i n  g u i n e a - p i g s

f o r m i n g  i . e .  i n t r a a b d o m i n a l  a b s c e s s e s .

S i n c e  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  a r e  o f t e n  i s o l a t e d  t o g e t h e r  w i t h  a e r o b i c  

b a c t e r i a  i n  human i n f e c t i o n s  ( t h i s  i s  a l s o  t h e  c a s e  i n  COM) ,  s e v e ­

r a l  a n i m a l  m o d e l s  h a v e  b e e n  u s e d  t o  s t u d y  t h e  r o l e  o f  a n a e r o ­

b i c  b a c t e r i a  i n  m i x e d  i n f e c t i o n s .  E x p e r i m e n t a l  m i x e d  i n f e c t i o n s  

i n v o l v i n g  a e r o b i c  an d  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  h a v e  b e e n  i n d u c e d  i n  t h e  

m i d d l e  e a r  ( s e e  a b o v e )  an d  a l s o  i n  o t h e r  p a r t s  o f  t h e  r e s p i r a t o r y  

t r a c t ,  i . e .  i n  t h e  l u n g s  o f  t h e  r a t .  B.  f r a g i l i s  s eems  t o  be 

e s s e n t i a l  f o r  i n d u c t i o n  o f  s u c h  e x p e r i m e n t a l  i n f e c t i o n s ,  a n d  t h e  

i m p o r t a n c e  o f  u s i n g  f r e s h  i s o l a t e s  h a s  b e e n  s t r e s s e d  ( K a n n a n g a r a  e t

a l  1 9 8 1 ,  F i l e  e t  a l  1 9 8 2 ) .

The m e c h a n i s m s  o f  t h e  a p p a r e n t  s y n e r g i s m  b e t w e e n  a e r o b i c  a n d  a n a e ­

r o b i c  b a c t e r i a  h a v e  b e e n  c l a r i f i e d  i n  a f e w  i n s t a n c e s .  F o r  e x a m p l e ,  

F i l d e s  ( 1 9 2 9 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t e t a n u s  s p o r e s  w o u l d  n o t  g e r m i n a t e  

when i n o c u l a t e d  a l o n e  s u b c u t a n e o u s l y  i n t o  g u i n e a - p i g s .  I t  was  l a t e r  

d e m o n s t r a t e d  t h a t  when a e r o b i c  b a c t e r i a  w e r e  i n t r o d u c e d  c o n c u r r e n t ­

l y ,  t h e  r e d o x  p o t e n t i a l  was r e d u c e d  ( i n d i c a t i n g  a f a l l  i n  l o c a l  

p O^ )  p e r m i t t i n g  t h e  t e t a n u s  s p o r e s  t o  g e r m i n a t e  ( Woods  a n d  F o s t e r  

1 9 6 4 ,  q u o t e d  by  G o r b a c h  and  B a r t l e t t  1 9 7 4 ) .  S i m i l a r l y ,  B.  m e l a n i -  

n o g e n i c u s  i s  o f t e n  a v i r u l e n t  i n  e x p e r i m e n t a l  i n f e c t i o n s  u n l e s s  

v i t a m i n  K i s  s u p p l i e d  by  c e r t a i n  a e r o b i c  b a c t e r i a  ( M c D o n a l d  e t  a l  

1 9 6 0 )  .

S y n e r g y  b e t w e e n  e . g .  B.  f r a g i l i s  and  E . c o l i  h a s  c l e a r l y  b e e n  

d e m o n s t r a t e d  i n  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l  m o d e l s  f o r  i n t r a a b d o m i n a l  s e p ­

s i s  an d  wo un d  i n f e c t i o n  ( O n d e r d o n k  e t  a l  1 9 7 4 ,  1 9 7 6 ,  K e l l y  1 9 8 0 ) .  

A l s o ,  s y n e r g y  b e t w e e n  d i f f e r e n t  a n a e r o b i c  b a c t e r i a l  s p e c i e s  h a s  

b e e n  s h o wn  i n  a n i m a l  e x p e r i m e n t s  ( H i t e  e t  a l  1 9 4 9 ,  S o c r a n s k y  an d  

G i b b o n s  1 9 6 5 ,  S u n d q v i s t  e t  a l  1 9 7 9 ) .
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I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  i n  human m a x i l l a r y  s i n u s i t i s  a n a e r o b i c  

b a c t e r i a  a r e  s e c o n d a r y  i n v a d e r s  h e l p e d  by  an O ^ - f r e e  m i l i e u  

e s t a b l i s h e d  by  a e r o b i c  b a c t e r i a  a t  an e a r l y  s t a g e  o f  t h e  i n f e c t i o n  

( F r e d e r i c k  and  B r a u d e  1 9 7 4 ) .  F u r t h e r m o r e ,  i n  v i t r o  e x p e r i m e n t s  

h a v e  s h o wn  t h a t  s e v e r a l  a e r o b i c  b a c t e r i a l  s p e c i e s  i n c l u d i n g  p n e u m o ­

c o c c i ,  c u l t u r e d  i n  b r o t h  t e n d  t o  d e p l e t e  t h e  me d i u m o f  0^  r e g a r d ­

l e s s  i f  0^  i s  u t i l i z e d  by  t h e  b a c t e r i a l  m e t a b o l i s m  ( J a c o b  1 9 7 0 ,  

C a r e n f e l t  and  L u n d b e r g  1 9 7 8 ) .  Suc h  m e c h a n i s m s  may o p e r a t e  i n  COM, 

h e l p i n g  a n a e r o b i c  o p p o r t u n i s t i c  b a c t e r i a  t o  i n v a d e  t h e  m i d d l e  e a r  

an d  c o n t r i b u t e  t o  t h e  p e r s i s t e n c e  an d  d i s s e m i n a t i o n  o f  t h e  i n f e c ­

t i o n .

MDZ i n  o t i t i s  m e d i a .  A n a e r o b i c  i n f e c t i o n s  o c c u r  n o t  o n l y  i n  t h e  

m i d d l e  e a r  b u t  a l s o  a t  o t h e r  s i t e s  o f  t h e  r e s p i r a t o r y  t r a c t  i n  

h u m a n s .  T h u s ,  a c u t e  and  c h r o n i c  s i n u s i t i s  and  a s p i r a t i o n  p n e u m o n i a  

may be du e  t o  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  ( B a r t l e t t  e t  a l  1 9 7 4 ,  F r e d e r i c k  

an d  B r a u d e  1 9 7 4 ,  v a n  C a u w e n b e r g e  e t  a l  1 9 7 6 ,  L u n d b e r g  e t  a l  1 9 7 9 ,  

B a r t l e t t  1 9 8 1 ,  C o l l e e  1 9 8 2 ) ,  and  a n a e r o b i c  m i x e d  i n f e c t i o n  o f  t h e  

t o n s i l s  o r  t h e  p a r a n a s a l  s i n u s e s  h a v e  s u c c e s s f u l l y  b e e n  t r e a t e d  

w i t h  n i t r o i m i d a z o l e s  ( S h i n n  1 9 6 2 ,  D a v i e s  e t  a l  1 9 6 4 ,  L u n d b e r g  e t  a l  

1981 ) .  N i t r o i m i d a z o l e s  h a v e  a l s o  b e e n  u s e f u l  i n  t h e  t r e a t m e n t  o f  

i n t r a c r a n i a l  c o m p l i c a t i o n s  an d  b a c t e r a e m i a  s e c o n d a r y  t o  COM ( I n g h a m  

e t  a l  1 9 7 7 ,  Be e d e n  an d  W i l l i s  1 9 8 0 ,  S i e g l e r  e t  a l  1 9 8 2 ) .  S i n c e  t h e  

p o t e n t i a l  d a n g e r  i n  COM i s  t h e  r i s k  o f  l o c a l  o r  m e t a s t a t i c  s p r e a d  

o f  t h e  i n f e c t i o n ,  s y s t e m i c  n i t r o i m i d a z o l e s  may seem t o  be a r e a s o ­

n a b l e  c h o i c e  o f  a d d i t i v e  r e g i m e n  a l s o  i n  COM w i t h  a n a e r o b i c  b a c t e ­

r i a  o r  when c o m p l i c a t i o n s  a r e  s u s p e c t e d  ( s e e  a l s o  I n t r o d u c t i o n ) .  

H o w e v e r ,  B r o w n i n g  an d  c o w o r k e r s  ( 1 9 8 3 )  f o u n d  t h a t  MDZ a d m i n i s t e r e d  

t o  h u man s  i n  h i g h  d o s e s  was n o t  s u f f i c i e n t  t o  e f f i c i e n t l y  e l i m i n a t e  

m i d d l e  e a r  a n a e r o b e s  i n  COM u n l e s s  c o m b i n e d  w i t h  o t h e r  a n t i b i o t i c s .  

S i m i l a r l y ,  M o l o y  ( 1 9 8 2 )  f a i l e d  t o  c u r e  a c a s e  o f  m a s s i v e  

B.  f r a g i l i s  m a s t o i d i t i s  w i t h  MDZ.
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The p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n  d e m o n s t r a t e d  t h a t  s y s t e m i c a l l y  a d m i n i s t e ­

r e d  MDZ a c c e l e r a t e d  t h e  e l i m i n a t i o n  o f  B.  f r a g i l i s  f r o m  t h e  m i d ­

d l e  e a r  o f  t h e  g u i n e a - p i g ,  a l t h o u g h  n o t  e v e n  h i g h  d o s e s  o f  t h e  d r u g  

w e r e  f u l l y  e f f e c t i v e .  S u f f i c i e n t  l o c a l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  MDZ w e r e  p r o ­

b a b l y  a c h i e v e d ,  s i n c e  t h e  s e r u m  l e v e l s  w i d e l y  e x c e e d e d  t h e  MIC f o r  

t h e  B.  f r a g i l i s  s t r a i n  u s e d  ( 0 , 8  m g / l ,  I I I )  and  s i n c e  i n  COM,

MDZ d o s e s  l o w e r  t h a n  t h o s e  u s e d  h e r e  h a v e  b e e n  s h o wn  t o  p r o d u c e  

MEE MDZ' l e v e l s  w e l l  a b o v e  t h o s e  r e q u i r e d  t o  i n h i b i t  m o s t  a n a e r o b i c  

b a c t e r i a  ( J o k i p i i  an d  J o k i p i i  1 9 8 1 ) .  The f a i l u r e s  may i n s t e a d  r e f ­

l e c t  an i n c o m p l e t e  a n a e r o b i o s i s  a t  t h e  s i t e  o f  i n f e c t i o n  i n  some 

i n s t a n c e s ,  s i n c e  i t  h a s  b e e n  s h o wn  i n  v i t r o  t h a t  MDZ i s  d e p e n d e n t  

i n  s t r i c t  a n a e r o b i o s i s  f o r  k i l l i n g  B . f r a g i l i s . Ev en  s m a l l  q u a n ­

t i t i e s  o f  0^  n o t  i m p a i r i n g  t h e  v i a b i l i t y  o f  t h e  a n a e r o b e  may c a u ­

se c o n d i t i o n a l  MDZ r e s i s t a n c e  i n  s u s c e p t i b l e  o r g a n i s m s  ( M i l n e  e t  a l  

1 9 7 8 ) .  A t  p r e s e n t ,  n i t r o i m i d a z o l e s  i n  COM m u s t  t h e r e f o r e  be r e g a r ­

ded  as a p o s s i b l e  t h e r a p e u t i c  a l t e r n a t i v e  r e q u i r i n g  f u r t h e r  s t u d y ,  

p a r t i c u l a r l y  w i t h  r e g a r d  t o  t h e  d o s a g e .

The h u m o r a l  i mmune r e s p o n s e  The r o l e  o f  s e r u m  a n t i b o d i e s  i n  o t i ­

t i s  m e d i a  h a s  e a r l i e r  b e e n  e x p e r i m e n t a l l y  i n v e s t i g a t e d  i n  c h i n c ­

h i l l a  m o d e l s  f o r  p n e u m o c o c c a l  o t i t i s .  T h u s ,  w h e r e a s  t y p e  23 p n e u ­

m o c o c c i  e v o k e d  a s e r u m  a n t i b o d y  r e s p o n s e  t h e  t y p e  3 p n e u m o c o c c i  

s t i m u l a t e d  t h e  l o c a l  p r o d u c t i o n  o f  a n t i b o d y  i n  t h e  c h i n c h i l l a  m i d ­

d l e  e a r  ( G i e b i n k  e t  a l  1 9 7 7 ,  W a t a n a b e  e t  a l  1 9 8 2 b ) .  The t y p e  23 

i n f e c t i o n  was s e i f l i m i  t i n g , w h e r e a s  t h e  t y p e  3 i n f e c t i o n  h a d  a p r o ­

l o n g e d  c o u r s e .  T h e s e  s t u d i e s  s u g g e s t e d  t h a t  a r a i s e  i n  s e r u m  a n t i ­

b o d y  v e r s u s  t h e  i n f e c t i n g  p n e u m o c o c c i  m i r r o r e d  t h e  e l i m i n a t i o n  o f  

b a c t e r i a  f r o m  t h e  m i d d l e  e a r  an d  t h a t  s e r u m  a n t i b o d i e s  may p l a y  an 

i m p o r t a n t  r o l e  i n  d i c t a t i n g  t h e  c l i n i c a l  c o u r s e  o f  p n e u m o c o c c a l  

o t i t i s  m e d i a .  The i m p o r t a n c e  o f  s e r u m  a n t i b o d i e s  was f u r t h e r  s u p ­

p o r t e d  by  e x p e r i m e n t a l  s t u d i e s  i n  c h i n c h i l l a s  w h e r e  s y s t e m i c  v a c c i ­

n a t i o n  w i t h  p n e u m o c o c c i  was f o u n d  t o  i n d u c e  s e r u m  a n t i b o d i e s  v e r s u s  

t h e  h o m o l o g o u s  p n e u m o c o c c a l  s t r a i n  p r o t e c t i v e  t o  o t i t i s  m e d i a  f o l ­

l o w i n g  n a s a l  c o l o n i z a t i o n  ( G i e b i n k  e t  a l  1 9 7 9 ) .  A l s o  i n  human AOM 

s e r u m  a n t i b o d i e s  a r e  o f  i m p o r t a n c e  f o r  t h e vp r e v e n t  i o n  o f  t h e  i n f e c ­

t i o n  ( s e e  I n t r o d u c t i o n ) .

I n  t h e  p r e s e n t  o t i t i s  m o d e l  t h e  h u m o r a l  i mmune  r e s p o n s e  t o  

B.  f r a g i l i s , P . a c n e s , and  P.  a n a e r o b i u s  was s t u d i e d  . U s i n g  I F L  t e c h ­

n i q u e ^  n d u e t i o n  o f  s e r u m  a n t i b o d y  a g a i n s t  t h e  B.  f r a g i l i s  s t r a i n
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b u t  n o t  a g a i n s t  P.  a c n e s  o r  P.  a n a e r o b i u s  was d e m o n s t r a t e d .

B . f r a g i 1 i s  i n d u c e d  an I gG an d  I gM r e s p o n s e  ( b u t  a l m o s t  n e v e r  

I g A ) a s  f o u n d  a l s o  i n  e x p e r i m e n t a l  t y p e  23 p n e u m o c o c c a l  o t i t i s  m e d i a  

i n  c h i n c h i l l a s  ( s e e  a b o v e ) .

A t w o - p h a s e d  g r o w t h  c u r v e  an d  t h e  i n d u c t i o n  o f  a h u m o r a l  i mmune  

r e s p o n s e  an d  a l o c a l  i n f l a m m a t o r y  r e a c t i o n  i n c l u d i n g  new b o n e  f o r ­

m a t i o n ,  i n d i c a t e d  t h a t  B.  f r a g i l i s  c a u s e d  t r u e  o t i t i s  m e d i a  i n  

t h e  g u i n e a - p i g  r a t h e r  t h a n  a t e m p o r a r y  s u r v i v a l  u p o n  c h a l l e n g e .  The 

l a c k  o f  a n t i b o d y  r e s p o n s e  t o  P e p t o s t r e p t o c o c c u s  a n a e r o b i u s  

i s  n o t  s u r p r i s i n g ,  s i n c e  no i n f l a m m a t i o n  was i n d u c e d  w i t h  t h a t  

s t r a i n .  P.  a c n e s  i n d u c e d  an i n f l a m m a t i o n  a l t h o u g h  t h i s  s u b s i d e d  

w i t h i n  10 d a y s .  No a n t i b o d i e s  a g a i n s t  t h e  s t r a i n  c o u l d  be d e m o n s t ­

r a t e d  a l t h o u g h  t h e  i n f l a m m a t i o n  was a c c o m p a n i e d  by  an a c c u m u l a t i o n  

o f  PMNs i n  t h e  s u b e p i t h e l i a l  s p a c e  -  an e v i d e n c e  o f  c h e m o t a x i s .

P.  a c n e s  i n f e c t i o n s  i n  hu man s  may i n d u c e  a n t i b o d i e s  ( W e b s t e r  e t  

a l  1 9 8 0 ) ,  and  t h e  l a c k  o f  s u c h  a r e s p o n s e  i n  o u r  m o d e l  may be 

i n t e r p r e t e d  as  an e x p r e s s i o n  o f  t h e  r a t h e r  l o w  v i r u l e n c e  o f  t h i s  

o r g a n i s m  i n  t h e  g u i n e a - p i g  m i d d l e  e a r .

I n  o t i t i s  m e d i a  i n  h u m a n s ,  t h e  p o s s i b l e  i mmune  r e s p o n s e  t o  a n a e r o ­

b i c  b a c t e r i a  h a s  n e v e r  b e e n  c o n s i d e r e d ,  a l t h o u g h  Hu da c  a n d  c o w o r ­

k e r s  ( 1 9 8 3 )  r e p o r t e d  t h a t  l o w  t i t r e s  o f  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  a n a e r o ­

b i c  b a c t e r i a  i s o l a t e d  f r o m  COM c o u l d  be d e m o n s t r a t e d  i n  s i n g l e  

s e r u m  s p e c i m e n s  a t  t h e  t i m e  o f  s u r g i c a l  i n t e r v e n t i o n .  T h e i r  f i n ­

d i n g s  a r e  i n  a g r e e m e n t  w i t h  o t h e r  s t u d i e s  s h o w i n g  t h a t  a n a e r o b i c  

b a c t e r i a  may i n d u c e  a h u m o r a l  i mmune  r e s p o n s e  i n  hu man s  ( La mbe  e t  

a l  1 9 7 3 ,  K a s p e r  e t  a l  1 9 7 8 ,  R i s s i n g  e t  a l  1 9 7 9 ,  f a l k l e r  e t  a l

1 9 8 2 ) .  T h u s ,  B.  f r a g i l i s  i n f e c t i o n s  ( s e p t i c a e m i a ,  p y o t h o r a x ,  p e l ­

v i c  i n f l a m m a t o r y  d i s e a s e )  e v o k e  a s t r o n g  s e r u m  I gG r e s p o n s e  v e r s u s  

c a p s u l e  p o l y s a c c h a r i d e  an d  1 i p o p o l y s a c c h a r i d e  a n d  F u s o b a c t e r i u m  

n u c l e a t u r n  may p r o b a b l y  i n d u c e  I gG an d  I g A  ( b u t  n o t  I g M)  r e s p o n s e s  

i n  c h r o n i c  p e r i o d o n t i t i s  ( F a l k l e r  e t  a l  1 9 8 2 ) .  The h u m o r a l  i mmune  

r e s p o n s e  t o  B.  f r a g i l i s  i n  a n i m a l  m o d e l s  h a v e  b e e n  s t u d i e d ,  an d  

t h e  c a p s u l a r  p o l y s a c c h a r i d e  was s h o wn  t o  be r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  

i n d u c t i o n  o f  s p e c i f i c  I gG an d  I gM a n t i b o d i e s  ( K a s p e r  e t  a l  1 9 7 7 ,  

E l l i s  a n d  B a r r e t t  1 9 8 2 ,  K a s p e r  an d  O n d e r d o n k  1 9 8 2 ,  Sc hwan  a n d  

D a n i e l s s o n  1 9 8 3 ) .

I gG a n d  I gM a n t i b o d i e s  a r e  a c t i v e l y  i n v o l v e d  i n  p h a g o c y t o s i s ,  and
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t h e  i n d u c t i o n  o f  o p s o n i z i n g  a n t i b o d i e s  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  

e x p e r i m e n t a l  B.  f r a g i l i s  i n f e c t i o n  ( K a s p e r  o c h  O n d e r d o n k  1 9 8 2 ,

E l l i s  a n d  B a r r e t t  1 9 8 2 ) .  F u r t h e r m o r e ,  a n t i c a p s u l a r  ( a s  f o r  S . p n e u ­

m o n i a e  , s e e  I n t r o d u c t i o n )  o r  a n t i l i p o p o l y s a c c h a r i d e  a n t i b o d i e s  as 

w e l l  as  c o m p l e m e n t  h a v e  b e e n  s h o wn  t o  be n e c e s s a r y  f o r  p h a g o c y t o s i s  

o f  e n c a p s u l a t e d  B.  f r a g i l i s  by  PMNs ( B j o r n s o n  e t  a l  1 9 7 6 ,  B j o r n -  

s o n  an d  B j o r n s o n  1 9 7 8 ,  S i mo n  e t  a l  1 9 8 2 ) .  A l t h o u g h  t h e  i n d u c t i o n  o f  

o p s o n i z i n g  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  B.  f r a g i l i s  was n o t  c o n s i d e r e d  i n  

t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n ,  i t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e  i n c r e a s e d  a n t i  B . 

f r a g i l i s  t i t r e s  o b s e r v e d  are an e x p r e s s i o n  o f  an i n c r e a s e d  o p s o n i ­

z i n g  c a p a c i t y  o f  t h e  g u i n e a - p i g  s e r u m  i n v o l v e d  i n  l i m i t i n g  t h e  B . 

f r a g i l i s  o t i t i s  m e d i a .

S e v e r a l  s t u d i e s  h a v e  s h o wn  t h a t  a n a e r o b i c  b a c t e r i a ,  i n c l u d i n g  

P . a c n e s , c a n  i n d u c e  c h e m o t a x i s  ( H o f s t a d  and  S v e e n  1 9 7 9 ,  S u n d -  

q v i s t  a n d  J o h a n s s o n  1 9 8 0 ,  Lee  e t  a l  1 9 8 2 ) .  The c h e m o t a c t i c  a g e n t  

C5a i s  f o r m e d  d u r i n g  c o m p l e m e n t  a c t i v a t i o n ,  and  w i t h  P.  a c n e s  

s u c h  a c t i v a t i o n  may t a k e  p l a c e  w i t h o u t  t h e  a i d  o f  a n t i b o d i e s  

( M c B r i d e  e t  a l  1 9 7 5 ,  M a s s e y  e t  a l  1 9 7 8 ,  Ok uda  e t  a l  1 9 7 8 ) .  F u r t h e r ­

m o r e ,  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n  d e m o n s t r a t e d  t h a t ,  p r o v i d e d  c o m p l e ­

m e n t  i s  p r e s e n t  e f f i c i e n t  p h a g o c y t o s i s  o f  P.  a c n e s  c a n  t a k e  p l a c e  

i n  v i t r o  w i t h o u t  t h e  a i d  o f  a n t i b o d i e s  ( V ) .  T o g e t h e r  w i t h  t h e  

o b s e r v a t i o n  t h a t  PMNs a c c u m u l a t e d  i n  t h e  m i d d l e  e a r  m u c o s a  u p o n  

c h a l l e n g e  w i t h  P.  a c n e s  ( I  ) t h i s  s u g g e s t e d  t h a t  PMNs t o  some 

d e g r e e  c o n t r i b u t e d  t o  t h e  e l i m i n a t i o n  o f  P.  a c n e s  f r o m  t h e  g u i ­

n e a - p i g  m i d d l e  e a r  ( s e e  f u r t h e r  b e l o w ) .

Op t e n s i o n  o f  MEEs . The k i l l i n g  o f  many m i c r o o r g a n i s m s  by  PMNs 

i s  d e p e n d e n t  on t h e  p r e s e n c e  o f  0^  ( s e e  I n t r o d u c t i o n ) .  I n  SOM,

MOM a n d  CSOM t h e  0^  t e n s i o n  o f  t h e  MEE i s  l o w e r  ( b u t  w i t h o u t  a p p ­

r o a c h i n g  a n a e r o b i o s i s ) t h a n  t h e  0^  t e n s i o n  o f  t h e  a i r  o f  t h e  

m i d d l e  e a r  c a v i t y  u n d e r  n o r m a l  c o n d i t i o n s  ( D r e t t n e r  1 9 7 5 ,  I n g e l s -  

t e d t  e t  a l  1 9 7 5 ,  O s t f e l d  e t  a l  1 9 8 0 ) .  The s u p p l y  o f  0^  t o  t h e  

m i d d l e  e a r  mu c o s a  may be much r e d u c e d  d u r i n g  d i s t u r b a n c e s  o f  t h e  

m i c r o c i r c u l a t i o n  a f t e r  e u s t a c h i a n  t u b e  o c c l u s i o n  a l t h o u g h  t h e  p0 ^  

o f  t h e  a i r  i n  t h e  m i d d l e  e a r  c a v i t y  i s  o n l y  s l i g h t l y  r e d u c e d  

( M a t s u m u r a  1 9 5 5 ,  M o r g e n s t e r n  1 9 8 0 ) .  I n  c o n t r a s t ,  c o m p l e t e  a n a e r o ­

b i o s i s  i s  t y p i c a l  o f  t h e  p u r u l e n t  e f f u s i o n s  i n  a c u t e  m a x i l l a r y  

s i n u s i t i s ,  i n  p l e u r a l  empyema an d  i n  e x p e r i m e n t a l  a b s c e s s e s  i n  r a t s  

du e  t o  s t a p h y l o c o c c i  o r  E . c o l i  ( F u n a h a s i  e t  a l  1 9 7 1 ,  Hays
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an d  M a n d e l l  1 9 7 4 ,  C a r e n f e l t  and  L u n d b e r g  1 9 7 7 ,  1 9 7 8 ) .  A l t h o u g h  

l i t t l e  i n f o r m a t i o n  i s  a v a i l a b l e  r e g a r d i n g  t h e  0^  t e n s i o n  o f  t h e  

p u r u l e n t  MEEs i n  AOM and  COM, a m i l i e u  a l l o w i n g  g r o w t h  o f  o b l i g a t e  

a n a e r o b i c  b a c t e r i a  i s  p r o b a b l y  d e p l e t e d  o f  O2 . I t  i s  l i k e l y  t h a t  

i n  AOM t h e  l o c a l  e n v i r o n m e n t  o f t e n  b e c o me s  a n a e r o b i c  s i n c e  

e x p o n e n t i a l l y  g r o w i n g  p n e u m o c o c c i  ( a n d  t h e  PMNs a c c u m u l a t e d )  may 

d e p l e t e  t h e  MEE o f  O2 . The e f f e c t  o f  MDZ i n  e x p e r i m e n t a l  

B.  f r a g i l i s  o t i t i s  i n  t h e  p r e s e n t  i n v e s t i g a t i o n  i s  a n o t h e r  i n d i ­

r e c t  e v i d e n c e  o f  a l o w  O2  t e n s i o n  i n  p u r u l e n t  MEE.

I n t e r a c t i o n  b e t w e e n  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  and  PMNs. B . f r a g i l i s ,

P.  a n a e r o b i u s  ( s t u d i e d  h e r e  i n  t h e  o t i t i s  m o d e l ) ,  B.  t h e t a i o -  

t a o m i c r o n , F u s o b a c t e r i u m  m o r t i f e r u m  an d  C l o s t r i d i u m  

p e r f r i n g e n s  a r e  e f f i c i e n t l y  k i l l e d  by  human PMNs r e g a r d l e s s  o f  

t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  O2  ( M a n d e l l  1 9 7 4 ,  B j o r n s o n  e t  a l  1 9 7 6 ,  

B j o r n s o n  an d  B j o r n s o n  1 9 7 8 ) .  I n  c o n t r a s t ,  we f o u n d  t h a t  k i l l i n g  o f  

P . a c n e s  by  human PMNs was i n e f f i c i e n t  u n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s

( V ) .  S i n c e  t h i s  o r g a n i s m  i s  s o m e t i m e s  f o u n d  i n  COM i t  i s  t e m p t i n g  

t o  s p e c u l a t e  t h a t  i t  i s  m a i n t a i n e d  i n  t h e  p u s  b e c a u s e  i t  s u r v i v e s  

p h a g o c y t o s i s .  The p r e s e n c e  o f  P.  a c n e s  may c o n t i n u e  t o  i n d u c e  

c h e m o t a x i s  i n  PMNs w h i c h  as  we h a v e  o b s e r v e d  a c c u m u l a t e  a t  t h e  s i t e  

o f  i n f e c t i o n .  The PMNs c o n t r i b u t e  t o  a l o w  l o c a l  O2  t e n s i o n  ( a n d  

f u r t h e r  g r o w t h  o f  P . a c n e s  ) an d  t o  t i s s u e  damage by t h e i r  p r o ­

t e o l y t i c  e n z y m e s  ( K a s t e n b a u e r  e t  a l  1 9 7 5 ,  W e b s t e r  e t  a l  1 9 8 0 ,  

C a r l s s o n  e t  a l  1 9 8 2 ,  W r i g h t  1 9 8 2 ,  E n g q v i s t  e t  a l  1 9 8 3 ) .  T h u s ,  d e s ­

p i t e  i t s  r e l a t i v e l y  l o w  v i r u l e n c e ,  P . a c n e s  r a t h e r  t h a n  b e i n g  o n l y  a 

c o n t a m i n a n t  f r o m  t h e  e x t e r n a l  e a r  c a n a l  may p l a y  an i m p o r t a n t  r o l e  

i n  m a i n t a i n i n g  an o t i t i s  m e d i a  t h r o u g h  t h e  h y p o t h e t i c a l  v i c i o u s  

c i r c l e  o u t l i n e d  a b o v e .

A n o t h e r  i n t e r e s t i n g  p h e n o m e n o n  i n  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  a n a e r o b i c  

b a c t e r i a  an d  PMNs h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  by  I n g h a m  and  c o w o r k e r s  

( 1 9 7 7 )  who r e p o r t e d  t h a t  B.  m e l a n i n o g e n i c u s , t h e  m o s t  c o m m o n l y  

i s o l a t e d  a n a e r o b i c  s p e c i e s  i n  COM, i n h i b i t e d  p h a g o c y t o s i s  o f  a e r o ­

b i c  b a c t e r i a  by  some h i t h e r t o  u n k n o w n  m e c h a n i s m .  Such  i n t e r a c t i o n  

w i t h  h o s t  d e f e n c e  f u r t h e r  s u g g e s t s  an i n t r i g u i n g  p a t h o g e n i c  r o l e  o f  

t h e  a n a e r o b i c  c o m p o n e n t  o f  t h e  m i x e d  f l o r a  i n  COM.
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I n t e r a c t i o n  b e t w e e n  S.  p n e u m o n i a e  and  PMNs . A l t h o u g h  t h e r e  i s  

d i r e c t  e v i d e n c e  o f  an a n a e r o b i c  m i l i e u  i n  m a x i l l a r y  s i n u s  empyema 

and  c i r c u m s t a n t i a l  e v i d e n c e  o f  s u c h  c o n d i t i o n s  i n  o t i t i s  m e d i a ,  i t  

i s  s u r p r i s i n g  t h a t  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  m o s t  common p a t h o g e n  

i n  AON,  5 .  p n e u m o n i a e , and  human PMNs u n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s  

h a s  n o t  b e e n  s t u d i e d  e a r l i e r .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  a i r  e n c a p s u l a t e d  

p n e u m o c o c c i  a r e  r e a d i l y  p h a g o c y t o s e d  by  PMNs p r o v i d e d  t h e y  a r e  p r o ­

p e r l y  o p s o n i z e d  by i m m u n o g l o b u l i n  and  c o m p l e m e n t  ( s e e  I n t r o d u c ­

t i o n ) .  T hey  a r e  r a p i d l y  k i l l e d  by  t h e  p h a g o c y t e s  u n d e r  a e r o b i c  c o n ­

d i t i o n s ,  and  p e r o x i d e ,  g e n e r a t e d  by t h e  PMNs o r  t h e  b a c t e r i a ,  s eems  

t o  be e s s e n t i a l  f o r  o p t i m a l  k i l l i n g  ( P i t t  and  B e r n h e i m e r  1 9 7 4 ) .  A 

p o s s i b l e  c a u s e  o f  t h e  c i d a l  e f f e c t  o f  PMNs i s  p e r o x i d a t i o n  o f  p n e u ­

m o c o c c a l  u n s a t u r a t e d  c y t o p l a s m a t i c  me mb r a n e  l i p i d s  ( S h o h e t  e t  a l  

1 9 7 4 ) .  O t h e r  p n e u m o c o c c a l  m a c r o m o l e c u l e s  a r e  a t t a c k e d  by  d e g r a d i n g  

PMN e n z y m e s  ( s e e  I n t r o d u c t i o n )  w h e r e a s  t h e  p n e u m o c o c c a l  a u t o l y t i c  

s y s t e m  w h i c h  i s  a s s u me d  t o  p l a y  an i m p o r t a n t  r o l e  i n  t h e  c i d a l  

e f f e c t  o f  b e t a l a c t a m  a n t i b i o t i c s ,  d o e s  n o t  seem t o  be i n v o l v e d  i n  

t h e i r  d e g r a d a t i o n  by a e r o b i c  PMNs ( T o m a s z  e t  a l  1 9 7 7 ) .

P n e u m o c o c c i  w e r e  f o u n d  t o  be p h a g o c y t o s e d  and  k i l l e d  by  PMNs a l s o  

u n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s  ( V I ) .  I n  c o m p a r i s o n  w i t h  a e r o b i c  c o n d i ­

t i o n s  a n a e r o b i c  k i l l i n g  wa s ,  h o w e v e r ,  m a r k e d l y  r e t a r d e d ,  s u g g e s t i n g  

t h a t  O ^ - d e p e n d e n t  k i l l i n g  m e c h a n i s m s  o f  PMNs s i g n i f i c a n t l y  c o n t ­

r i b u t e d  t o  k i l l i n g  o f  p n e u m o c o c c i  by  a e r o b i c  PMNs.  S i n c e  t h e  a u t o ­

l y t i c  s y s t e m  o f  t h e  p n e u m o c o c c i  d i d  n o t  c o n t r i b u t e  t o  t h e  p r o c e s s  

a n a e r o b i c  k i l l i n g  was s o l e l y  due  t o  t h e  a c t i o n  o f  as  y e t  u n k n o w n  

O ^ - i n d e p e n d e n t  PMN f u n c t i o n s .

K i l l i n g  was f o l l o w e d  by p a r t i a l  d e g r a d a t i o n  o f  p n e u m o c o c c a l  c e l l  

w a l l  t e i c h o i c  a c i d ,  d e o x y r i b o n u c l e i c  a n d  r i b o n u c l e i c  a c i d s  u n d e r  

a e r o b i c  as  w e l l  as  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s  b u t  n o t  a c c o m p a n i e d  by  any  

s i g n i f i c a n t  d e g r a d a t i o n  o f  p n e u m o c o c c a l  c y t o p l a s m i c  u n s a t u r a t e d  

l i p i d s  u n d e r  a n a e r o b i o s i s . T h u s ,  o t h e r  me mb r an e  d a m a g i n g  PMN f u n c ­

t i o n s  n o t  r e q u i r i n g  0^  t h e n  s eemed  t o  o p e n  t h e  p n e u m o c o c c a l  c e l l .  

T h e s e  i n d e p e n d e n t  b a c t e r i o l y t i c  m e c h a n i s m s  r e m a i n

t o  be a n a l y z e d  i n  f u t u r e  s t u d i e s .

I n  c o n c l u s i o n ,  t h e  p r e s e n t  s t u d i e s  o f  h o s t  d e f e n c e  i n  o t i t i s  h a v e  

s ho wn  t h a t  t h e  v i r u l e n t  p n e u m o c o c c u s  i s  q u i t e  e a s i l y  h a n d l e d  by  t h e  

PMN c e l l  i r r e s p e c t i v e  o f  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  0 ^ .  The
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A c h i l l e s '  h e e l  i n  t h e  d e f e n c e  a g a i n s t  t h i s  b a c t e r i u m  s eems  t o  be 

t h e  o b l i g a t e  r e q u i r e m e n t  o f  s p e c i f i c  a n t i b o d i e s  and  c o m p l e m e n t  

w h i c h  p l a y s  an i m p o r t a n t  r o l e  i n  p n e u m o c o c c a l  o t i t i s  m e d i a .  I n  

c o n t r a s t ,  t h e  l e s s  v i r u l e n t  P.  a c n e s  i s  e a s i l y  p h a g o c y t o s e d  by 

PMNs a n d  t h e  h o s t  i s  n o t  d e p e n d e n t  on a n t i b o d i e s  f o r  t h i s  p r o c e s s .  

H o w e v e r ,  u n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s  P . a c n e s  i s  i n e f f i c i e n t l y  

h a n d l e d  by  PMNs,  a f e a t u r e  w h i c h  mak e s  i t  u n u s u a l  among a n a e r o b i c  

b a c t e r i a  ( s e e  a b o v e )  an d  a l s o  d i f f e r e n t  f r o m  t h e  p n e u m o c o c c u s .  T h i s  

b e h a v i o u r  o f  P.  a c n e s  and  t h e  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s  p r e s u m e d  t o  be 

p r e s e n t  i n  COM may h e l p  P.  a c n e s  t o  m a i n t a i n  t h e  i n f l a m m a t i o n  o f  

t h e  m i d d l e  e a r  v i a  t h e  v i c i o u s  c i r c l e  p o s t u l a t e d  a b o v e .
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SUMMARY AND CONCLUSIONS

I .  A g u i n e a - p i g  m o d e l  f o r  i n d u c t i o n  o f  o t i t i s  m e d i a  w i t h  d i f f e r e n t  

s p e c i e s  o f  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  was e s t a b l i s h e d .  U s i n g  t h i s  m o d e l  

i t  was s ho wn

a .  t h a t  B.  f r a g i l i s  an d  t o  a l e s s e r  e x t e n t  P.  a c n e s  i n d u c e d  a 

t y p i c a l  a c u t e  o t i t i s  m e d i a ,  w h e r e a s  B.  a s a c c h a r o l y t i c u s ,

P.  a n a e r o b i u s  and  P.  m i c r o s  f a i l e d  t o  i n d u c e  o t i t i s  m e d i a  i n  

t h e  g u i n e a - p i g .

b .  t h a t  t h e  e s t a b l i s h m e n t  o f  an a n a e r o b i c  m o n o i n f e c t i o n  was d e p e n ­

d e n t  on a h i g h  c h a l l e n g e  d o s e ,  an d  t h a t  t h e  i n f e c t i o n  was s e l f  

l i m i t i n g ,  s u g g e s t i n g  t h a t  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  a l o n e  a r e  o f  r e l a ­

t i v e l y  l o w  v i r u l e n c e  i n  t h e  g u i n e a - p i g  m i d d l e  e a r .

c .  t h a t  m e t r o n i d a z o l e  a c c e l e r a t e d  t h e  e l i m i n a t i o n  o f  B.  f r a g i l i s  

f r o m  t h e  m i d d l e  e a r .

d .  t h a t  B.  f r a g i l i s  b u t  n o t  P.  a c n e s  o r  P.  a n a e r o b i u s  i n d u c e d

a h u m o r a l  a n t i b o d y  r e s p o n s e ,  s u g g e s t i n g  t r u e  v i r u l e n c e  o f  B . 

f r a g i l i s  i n  g u i n e a - p i g  m i d d l e  e a r  m o n o i n f e c t i o n s .

The r e s u l t s  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  s u p p o r t  t h e  c o n t e n t i o n  t h a t  a n a e ­

r o b i c  b a c t e r i a  a r e  i n v o l v e d  i n  o t i t i s  m e d i a  as  t r u e  p a t h o g e n s .  As a 

c o n s e g u e n c e  and  due  t o  t h e  r i s k  o f  a n a e r o b i c  c o m p l i c a t i o n ,  e s p e ­

c i a l l y  o f  t h e  CNS,  an a d d i t i o n a l  a n t i m i c r o b i a l  r e g i m e n  d i r e c t e d  

a g a i n s t  t h e  a n a e r o b i c  f l o r a  i n  COM i s  a d v o c a t e d .

I I .  An i n  v i t r o  m o d e l  f o r  s t u d i e s  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  

human PMNs and  b a c t e r i a  w i t h  s p e c i a l  r e f e r e n c e  t o  a n a e r o b i o s i s  

was e s t a b l i s h e d .  U s i n g  t h i s  m o d e l  i t  was  s hown

a .  t h a t  P.  a c n e s  was r e a d i l y  p h a g o c y t o s e d  by  human PMNs w i t h  t h e  

a i d  o f  C3 a c t i v a t e d  e i t h e r  v i a  t h e  c l a s s i c a l  o r  t h e  a l t e r n a t i v e  

p a t h w a y .

b .  t h a t  k i l l i n g  o f  P.  a c n e s  by  PMNs was i n e f f i c i e n t  d u r i n g  a n a e ­

r o b i c  c o n d i t i o n s ,  p r o v i d i n g  a b a s i s  f o r  a m o d e l  p r o p o s e d  t o



d e s c r i b e  a p o s s i b l e  p a t h o g e n i c  r o l e  o f  t h i s  m i c r o o r g a n i s m  i n  

COM.

t h a t  5 .  p n e u m o n i a e  was k i l l e d  by  PMNs u n d e r  a n a e r o b i c  c o n d i ­

t i o n s  a l t h o u g h  a t  a c o n s i d e r a b l y  s l o w e r  r a t e  t h a n  i n  t h e  p r e s e n ­

ce  o f  a i r .

t h a t  d e g r a d a t i o n  o f  p n e u m o c o c c a l  t e i c h o i c ,  d e o x y r i b o n u c l e i c  and  

r i b o n u c l e i c  a c i d s  t o o k  p l a c e  a f t e r  p h a g o c y t o s i s  u n d e r  a e r o b i c  as 

w e l l  as  a n a e r o b i c  c o n d i t i o n s ,  w h e r e a s  d e g r a d a t i o n  o f  u n s a t u r a t e d  

c e l l  memb r an e  l i p i d s  t o o k  p l a c e  o n l y  u n d e r  a e r o b i c  c o n d i t i o n s .

t h a t  t h e  p n e u m o c o c c a l  a u t o l y t i c  s y s t e m  d i d  n o t  p a r t i c i p a t e  i n  

t h e  k i l l i n g  o r  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  t h e  b a c t e r i a  by  human PMNs.



41

ACKNOWLEDGEMENTS

I  w o u l d  l i k e  t o  e x p r e s s  my s i n c e r e  g r a t i t u d e  t o  my many f r i e n d s  a t  

t h e  D e p a r t m e n t  o f  C l i n i c a l  M i c r o b i o l o g y ,  t h e  D e p a r t m e n t  o f  O t o -  

r h i n o  - l a r y n g o l o g y  a n d  a l s o  a t  o t h e r  d e p a r t m e n t s  f o r  t h e i r  s u p p o r t  

an d  i n t e r e s t .  I  w o u l d  p a r t i c u l a r l y  l i k e  t o  m e n t i o n

P r o f e s s o r  S t i g  Ho l m f o r  h i s  n e v e r  f a i l i n g  e n c o u r a g e m e n t ,  g e n e r o u s  

s u p p o r t  an d  f o r  many i n s p i r i n g  d i s c u s s i o n s

P r o f e s s o r  He r man  D i a m a n t  f o r  g e n e r o u s  s u p p o r t  and  u n d e r s t a n d i n g  

t h r o u g h o u t  t h e  e n t i r e  c o u r s e  o f  t h e  s t u d y

A s s o c i a t e  p r o f e s s o r  L a r s  G B u r ma n  f o r  h i s  l o y a l  s u p p o r t ,  f r u i t f u l  

d i s c u s s i o n s  an d  f o r  t e a c h i n g  me how t o  p r e p a r e  s c i e n t i f i c  m a n u ­

s c r i p t s

A s s i s t a n t  p r o f e s s o r  A r n e  T a r n v i k  f o r  h i s  g e n e r o u s  s u p p o r t  an d  f o r  

t e a c h i n g  me how t o  a n a l y s e  t h e  r e s u l t s  o f  s c i e n t i f i c  e x p e r i m e n t s

P r o f e s s o r  J a n  C a r l s s o n  f o r  h i s  k e e n  i n t e r e s t ,  f r u i t f u l  d i s c u s s i o n s  

an d  m a k i n g  w o r k i n g  f a c i l i t i e s  a v a i l a b l e  t o  me.

P r o f e s s o r  G o r a n  S u n d q u i s t  f o r  k e e n  i n t e r e s t  and  f o r  p r o v i d i n g  me 

w i t h  s t r a i n s  o f  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  an d  f o r  m a k i n g  w o r k i n g  f a c i l i ­

t i e s  a v a i l a b l e  t o  me.

Dr  S v e r k e r  B e r n a n d e r  f o r  h i s  k e e n  i n t e r e s t ,  f o r  p r o v i d i n g  o p p o r t u ­

n i t i e s  t o  w r i t e  my t h e s i s  a n d  f o r  r e v i s i n g  i t

S t u r e  L ö f g r e n ,  MD. P h . D ,  f o r  s t i m u l a t i n g  i n t e r e s t ,  f r u i t f u l  c r i t i -  

s i s m  i n  d a i l y  d i s c u s s i o n s

Mr  S t i g  G r a n s t r ö m  f o r  l o y a l  s u p p o r t  an d  f o r  s h a r i n g  h i s  e x p e r i e n c e  

i n  t h e  f i e l d  o f  b i o c h e m i s t r y  w i t h  me

Mr  W i g e r t  S j ö b e r g  f o r  l o y a l  s u p p o r t  an d  f o r  s k i l f u l  a s s i s t a n c e  i n  

c a r r y i n g  o u t  many o f  t h e  e x p e r i m e n t s

Mr s  L e n a  O h l u n d  an d  Mr s  H e l e n  J o n s s o n  f o r  s k i l f u l  t e c h n i c a l  a s s i s ­



42

t a n c e  i n  many o f  t h e  e x p e r i m e n t s .

Mr M e l k e r  S ö d e r s t r ö m  and  Mr  T o r d  P e r s s o n  f o r  t h e i r  e x c e l l e n t  c a r e  

o f  t h e  a n i m a l s ,  e v e n  on w e e k - e n d s

Mr R o l f  S j ö b e r g  f o r  a s s i s t a n c e  w i t h  many t e c h n i c a l  p r o b l e m s

Mr s  S i w  D o m e i j  f o r  a s s i s t a n c e  i n  t h e  h i s t o l o g i c a l  w o r k

Mr s  Eva G r a h n  and  Mr s  Eva J o h a n s s o n  f o r  a s s i s t a n c e  a t  t h e  b e g i n n i n g  

o f  t h e  s t u d y

A s s i s t a n t  p r o f e s s o r s  J o h n - E r i k  Z a c k r i s s o n ,  B e n g t  C a r l s ö ö  an d  Yng v e  

Ö s t b e r g  f o r  g e n e r o u s  s u p p o r t

Mr s  I n g e g ä r d  E k l ö f ,  Mr s  A n d r e a  L o t z ,  Mr s  C h r i s t i n a  Ö h g r e n  a n d  Mr s  

S a b i n a  Ö s t b e r g  f o r  t h e i r  v e r y  a b l e  s e c r e t e r i a l  w o r k

Eva S e l s t a m ,  Ph .  D . ,  f o r  h e r  e x p e r t  k n o w l e d g e  an d  a s s i s t a n c e  i n  t h e  

l i p i d  a n a l y s e s

Mr  T o r  Mo n s e n  f o r  c o o p e r a t i o n

D o c e n t  C a r l - H e n r i k  N o r d s t r ö m  f o r  g e n e r o u s l y  p r o v i d i n g  u n p u b l i s h e d  

d a t a  on b r a i n  a b s c e s s e s

an d  P e t r a ,  S o p h i a  and  M a t h i a s

T h i s  i n v e s t i g a t i o n  was s u p p o r t e d  by  g r a n t s  f r o m  t h e  S w e d i s h  M e d i c a l  

R e s e a r c h  C o u n c i l  ( B 8 3 - 1 6 X - 0 6 5 6 2 - 0 1 , B 8 4 - 1 6 X - 0 6 3 6 2 - 0 2 ) f r o m  t h e  

M e d i c a l  F a c u l t y ,  U n i v e r s i t y  o f  Umeå,  f r o m  t h e  A r n e r  f o u n d a t i o n  an d  

f r o m  t h e  M å n g b e r g  f o u n d a t i o n .



43

REFERENCES

1 . A n d e r s s o n ,  K . E .  1 9 8 1 .  P h a r m a c o k i n e t i c s  o f  n i t r o i m i d a z o l e s . S p e c t ­

r um o f  a d v e r s e  r e a c t i o n s .  S c a n d .  J .  I n f e c t .  D i s .  S u p p l .  2 6 : 6 0 - 6 7 .

2 .  A r n o l d ,  R . R . ,  B r e w e r ,  M. *  an d  G a u t h i e r ,  J . J .  1 9 8 0 .  B a c t e r i c i d a l  

a c t i v i t y  o f  human l a c t o f e r r i n :  S e n s i t i v i t y  o f  a v a r i e t y  o f  m i c r o o r ­

g a n i s m s .  I n f e c t .  I mmun.  2 8 : 8 9 3 - 8 9 8 .

3 .  B a r t l e t t ,  J . G .  1 9 8 1 .  A n a e r o b i c  l o w e r  r e s p i r a t o r y  t r a c t  i n f e c ­

t i o n s .  S c a n d .  J .  I n f e c t .  D i s .  2 6 : 1 1 8 - 1 2 2 .

4 .  B a r t l e t t ,  J . G . ,  G o r b a c h ,  S . L . ,  an d  F i n e g o l d ,  S . M.  1 9 7 4 .  The b a c ­

t e r i o l o g y  o f  a s p i r a t i o n  p n e u m o n i a .  Am. J .  Med.  3 6 : 2 0 2 - 2 0 7 .

5 .  B e e d e n ,  A . G . ,  and  W i l l i s ,  A . T .  1 9 8 0 .  A c a s e  o f  a n a e r o b i c  m i d d l e  

e a r  i n f e c t i o n  w i t h  c o m p l i c a t i o n s .  J .  L a r y n g o l .  O t o l .  9 4 : 6 5 9 - 6 6 2 .

6 .  B e c k e r ,  E . L .  1 9 8 0 .  C h e m o t a x i s .  J .  A l l e r g y  C l i n .  I mmun.

6 6 : 9 7 - 1 0 5 .

7 .  B e r n s t e i n ,  J . M . ,  S c h e n k h e i m ,  H . ,  an d  G e n c o ,  R . J .  1 9 7 8 .  C o m p l e ­

m e n t  a c t i v i t y  i n  m i d d l e  e a r  e f f u s i o n s .  C l i n .  E x p .  I m m u n o l .  

3 3 : 3 4 0 - 3 4 6 .

8 .  B e r n s t e i n ,  J . M . ,  a n d  B y u n g ,  H . P .  1 9 8 1 .  C h e m o t a c t i c  a c t i v i t y  i n  

m i d d l e  e a r  e f f u s i o n s .  O t o l a r y n g o l .  Head Ne c k  S u r g .  8 9 : 1 0 0 7 - 1 0 1 2 .

9 .  B j o r n s o n ,  A . B . ,  A l t m e i e r ,  W . A . ,  a n d  B j o r n s o n ,  H . S .  1 9 7 6 .  Compa­

r i s o n  o f  t h e  i n  v i t r o  b a c t e r i c i d a l  a c t i v i t y  o f  human s e r u m  a n d  l e u ­

k o c y t e s  a g a i n s t  B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s  a n d  F u s o b a c t e r i u m  m o r t i f e r u m  

i n  a e r o b i c  and  a n a e r o b i c  e n v i r o n m e n t s .  I n f e c t .  I mmun.  1 4 : 8 4 3 - 8 4 7 .

1 0 .  B j o r n s o n ,  A . B . ,  an d  B j o r n s o n ,  H . S .  1 9 7 8 .  P a r t i c i p a t i o n  o f  i mmu ­

n o g l o b u l i n  a n d  t h e  a l t e r n a t i v e  c o m p l e m e n t  p a t h w a y  i n  o p s o n i z a t i o n  

o f  B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s  and  B a c t e r o i d e s  t h e t a i o t a o m i c r o n . J .

I n f e c t .  D i s .  1 3 8 : 3 5 1 - 3 5 7 .

1 1 .  B l a c k ,  F . O . ,  and  A t k i n s ,  C.  1 9 7 2 .  T e t a n u s  f r o m  t y m p a n o m a s t o i d i -  

t i s .  A r c h .  O t o l a r y n g o l .  9 6 : 7 6 - 8 0 .



44

1 2 .  B o r s o s ,  T.  1 9 7 1 .  I m m u n o g l o b u l i n  c l a s s e s  and  C o m p l e m e n t  f i x i n g  

a c t i v i t y .  I n :  B.  Amos ( e d ) .  P r o g r e s s  i n  I m m u n o l o g y .  AP,  L o n d o n ,  p .  

8 4 1 - 8 4 8 .

1 2 a . B r a n e f o r s - H e l a n d e r , P . ,  N y l é n ,  0 . ,  and  J e p p s o n ,  P . - H .  1 9 7 3 .  

A c u t e  o t i t i s  m e d i a .  A s s a y  o f  c o m p l e m e n t  f i x i n g  a n t i b o d y  a g a i n s t  H a e ­

m o p h i l u s  i n f l u e n z a e  as a d i a g n o s t i c  t o o l  i n  a c u t e  o t i t i s  m e d i a .

A c t a  p a t h ,  m i c r o b i o l .  s c a n d .  S e c t .  B.

1 3 .  B r a n e f o r s ,  P . ,  D a h l b e r g ,  T . ,  an d  N y l é n ,  0 .  1 9 8 0 .  S t u d y  o f  a n t i ­

b o d y  l e v e l s  i n  c h i l d r e n  w i t h  p u r u l e n t  o t i t i s  m e d i a .  A n n .  O t o l .  R h i ­

n o l .  L a r y n g o l . ( S u p p l  6 8 ) .  8 9 : 1 1 7 - 1 2 0 .

1 4 .  B r o o k ,  I a . 1 9 7 9 .  B a c t e r i o l o g y  o f  C h r o n i c  o t i t i s  m e d i a .  JAMA 

241 : 4 3 7 - 4 3 8 .

1 3 .  B r o o k ,  I*3 . 1 9 7 9 .  B a c t e r i o l o g y  an d  t r e a t m e n t  o f  c h r o n i c  o t i t i s  

m e d i a .  L a r y n g o s c o p e .  8 9 : 1 1 2 9 - 1 1 3 4 .

1 6 .  B r o o k ,  I .  1 9 7 9 .  O t i t i s  m e d i a  i n  c h i l d r e n :  A p r o s p e c t i v e  s t u d y  

o f  a e r o b i c  and  a n a e r o b i c  b a c t e r i o l o g y .  L a r y n g o s c o p e  8 9 : 9 9 2 - 9 9 7 .

1 7 .  B r o o k ,  I .  1 9 8 0 .  C l i n d a m y c i n  i n  t r e a t m e n t  o f  c h r o n i c  r e c u r r e n t  

s u p p u r a t i v e  o t i t i s  m e d i a  i n  c h i l d r e n .  J .  L a r y n g o l .  O t o l .

9 4 : 6 0 7 - 6 1 5 .

1 8 .  B r o w n i n g ,  G . G . ,  P i c o z z i ,  G . ,  S w e e n e y ,  G . ,  an d  C a l d e r ,  I . T .

1 9 8 3 .  R o l e  o f  a n a e r o b e s  i n  c h r o n i c  o t i t i s  m e d i a .  C l i n .  O t o l a r y n g o l .  

8 : 4 7 - 5 1 .

1 9 .  C a r e n f e l t ,  C . ,  a n d  L u n d b e r g ,  C.  1 9 7 7 .  P u r u l e n t  and  n o n - p u r u l e n t  

m a x i l l a r y  s i n u s  s e c r e t i o n s  w i t h  r e s p e c t  t o  p P an d  pH.

A c t a  O t o l a r y n g o l  8 4 : 1 3 8 - 1 4 4 .

2 0 .  C a r e n f e l t ,  C . ,  an d  L u n d b e r g ,  C.  1 9 7 8 .  The r o l e  o f  l o c a l  ga s  

c o m p o s i t i o n  i n  p a t h o g e n e s i s  o f  m a x i l l a r y  s i n u s  empy ema .  A c t a  O t o l a ­

r y n g o l .  8 5 : 1 1 6 - 1 2 1  .

2 1 .  C a r l s s o n ,  H . E . ,  and  L i n d b e r g ,  A . A .  1 9 7 8 .  A p p l i c a t i o n  o f  e n z y me  

i m m u n o a s s a y  f o r  d i a g n o s i s  o f  b a c t e r i a l  an d  m y c o t i c  i n f e c t i o n s .
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S c a n d .  J .  I m m u n o l .  8 ,  s u p p l  7 :  9 7 - 1 1 0 .

2 2 .  C a r l s s o n ,  B . ,  L u n d b e r g ,  C . ,  an d  O h l s s o n ,  K.  1 9 8 2 .  G r a n u l o c y t e  

p r o t e a s e s  i n  m i d d l e  e a r  e f f u s i o n s .  A n n .  O t o l .  R h i n o l .  L a r y n g o l .

91 : 7 6 - 8 1  .

2 3 .  C a s c i a t o ,  D . A . ,  G o l d b e r g ,  L . S . ,  an d  B l u e s t o n e ,  R.  1 9 7 8 .  P o l y ­

m o r p h o n u c l e a r  n e u t r o p h i l  c h e m o t a x i s  u n d e r  a e r o b i c  a n d  a n a e r o b i c  

c o n d i t i o n s .  I n f e c t .  I mmun .  2 1 : 3 8 1 - 3 8 6 .

2 4 .  C a u w e n b e r g e  v a n ,  P . ,  V e r s c h r a e g e n , G . ,  an d  R e n t e r g h e m  v a n ,  L .

1 9 7 6 .  B a c t e r i o l o g i c a l  f i n d i n g s  i n  s i n u i t i s .  ( 1 9 6 3 - 1 9 7 5 ) .  S c a n d .  J .  

I n f e c t .  D i s .  9 : 7 2 - 7 7 .

2 5 .  C e r n y ,  E . ,  T o b r m a n ,  0 . ,  V o l d r i c h ,  Z . ,  an d  Z e l e n y ,  M. 1 9 8 1 .  I n f ­

l a m m a t o r y  i n t r a c r a n i a l  c o m p l i c a t i o n s  a t  t h e  o t o l a r y n g o l o g i c a l  

d e p a r t m e n t  o f  t h e  c e n t r a l  m i l i t a r y  h o s p i t a l  i n  P r a g u e .  C e s k o s l o v e n -  

s k a  O t o l a r y n g o l .  6 : 3 2 1 - 3 3 2 .

2 6 . Co h n ,  Z . A . ,  an d  M o r s e ,  S . E .  1 9 5 9 .  I n t e r a c t i o n  b e t w e e n  r a b b i t  

p o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u k o c y t e s  an d  S t a p h y l o c o c c i .  J .  E x p .  Med.

1 1 0 : 4 1 9 - 4 4 3 .

2 7 .  C o l l e e ,  J . G .  1 9 8 2 .  The r o l e  o f  a n a e r o b e s  and  p o s s i b l e  i n d i c a ­

t i o n s  f o r  a n t i - a n a e r o b e  c h e m o t h e r a p y  i n  i n f e c t i o n s  o f  t h e  h e a d ,  

n e c k  an d  t h o r a x .  J .  A n t i m i c r o b .  C h e m o t h e r .  1 0 : 1 4 5 - 1 5 1 .

2 8 .  C o l l i e r ,  J . ,  C o l h o u n ,  E . M . ,  an d  H i l l ,  P . L .  1 9 8 1 .  A m u l t i c e n t e r  

c o m p a r i s o n  o f  c l i n d a m y c i n  an d  m e t r o n i d a z o l e  i n  t h e  t r e a t m e n t  o f  

a n a e r o b i c  i n f e c t i o n s .  S c a n d .  J .  I n f e c t .  D i s .  S u p p l .  2 6 : 9 6 - 1 0 0 .

2 9 .  C o s a r ,  C . ,  and  J u l o u ,  L .  1 9 5 9 .  A c t v i t é  de 1 '  ( h y d r o x y - 2 ’ e t h y l )  

-  1 m e t h y 1 - 2 - n i t r o - 5  i m i d a z o l e  ( 8 . 8 2 3  R . P . )  v i s - a - v i s  d e s  i n f e c ­

t i o n s  e x p e r i m e n t a l e s  a T r i c h o m o n a s  v a g i n a l i s .  An n .  I n s t .  P a s t e u r  

( P a r i s )  9 6 : 2 3 8 .

3 0 .  C o s t e l l o ,  G . T . ,  H e p p e ,  R . ,  W i n n ,  H . R . ,  S c h e i d ,  W . M . ,  an d  Ro d e -  

h e a v e r ,  G . T .  1 9 8 3 .  S u s c e p t i b i l i t y  o f  b r a i n  t o  a e r o b i c ,  a n a e r o b i c ,  

an d  f u n g a l  o r g a n i s m s .  I n f e c t .  I mmun .  4 : 5 3 5 - 5 3 9 .
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3 1 .  C o u r v i l l e ,  C . B .  1 9 5 3 .  S y m p o s i u m :  I n t r a c r a n i a l  c o m p l i c a t i o n s  o f  

o t i t i s  m e d i a  an d  m a s t o i d i t i s  i n  t h e  a n t i b i o t i c  e r a .  L a r y n g o s c o p e .  

6 5 : 3 1 - 4 6 .

3 2 .  D a v i e s ,  A . H . ,  Mc F a d z e a n ,  J . A . ,  a n d  S q u i r e s ,  S.  1 9 6 4 .  T r e a t m e n t  

o f  V i n c e n t ' s  s t o m a t i t i s  w i t h  m e t r o n i d a z o l e .  B r .  Med.  J .  1 : 1 1 4 9 .

3 3 .  D i o g u a r d i ,  N . ,  A g o s t o n e ,  A . ,  F i o r e l l i ,  G . ,  and  L o m a t o ,  B.  1 9 6 3 .  

C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  l a c t i c  d e h y d r o g e n a s e  o f  n o r m a l  human g r a n u l o c y ­

t e s .  J .  L a b .  C l i n .  Med.  6 1 : 7 1 3 - 7 2 3 .

3 4 .  D o r n b u s c h ,  K . ,  and  N o r d ,  C . - E .  1 9 7 4 .  I n  v i t r o  e f f e c t  o f  m e t r o ­

n i d a z o l e  and  t i n i d a z o l e  on a n e r o b i c  b a c t e r i a .  Med.  M i c r o b i o l .  I mmu­

n o l .  1 6 0 : 2 6 5 .

3 5 .  D o r n b u s c h ,  K . ,  N o r d ,  C . - E .  an d  0 1 s s o n - L i 1 j e q v i s t , B.  1 9 7 9 .  

A n t i b i o t i c  s u s c e p t i b i l i t y  o f  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  w i t h  s e p c i a l  r e f e ­

r e n c e  t o  B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s . S c a n d .  J .  I n f e c t .  D i s .  S u p p l .

_1_9: 1 7 - 2 5 .

3 6 .  D r e t t n e r ,  B.  1 9 7 5 .  The o x y g e n  t e n s i o n  i n  t r a n s u d a t e  o f  t h e  

m i d d l e  e a r .  A c t a  O t o l a r y n g o l .  7 9 : 3 9 6 - 3 9 9 .

3 7 .  D u r e l ,  P . ,  R o i r o n ,  V . ,  S i b o u l e t ,  A . ,  a n d  B o n e l ,  L . J .  1 9 8 0 .  S y s ­

t e m i c  t r e a t m e n t  o f  human t r i c h o m o n i a s i s  w i t h  a d e r i v a t e  o f  n i t r o i -  

m i d a z o l e  88 2 3  R . P .  B r .  J .  V e n e r .  D i s .  3 6 : 2 1 .

3 8 . E d w a r d s ,  D . I . ,  an d  M a t h i s o n ,  G . E .  1 9 7 0 .  The mode o f  a c t i o n  o f  

m e t r o n i d a z o l e  a g a i n s t  T r i c h o m o n a s  v a g i n a l i s .  J .  Gen.  M i c r o b i o l .  6 3 :  

2 9 7 - 3 0 2 .

3 9 .  E d w a r d s ,  D . I . ,  K n o x ,  R . J . ,  S k o l i m o w s k i ,  I . M . ,  an d  K n i g h t ,  R . C .  

1 9 8 2 .  Mode o f  a c t i o n  o f  n i t r o i m i d a z o l e s . E u r .  J .  C h e m o t h e r .  A n t i b .  

2 : 6 5 - 7 2 .

4 0 .  E h l e n b e r g e r ,  A . G . ,  N u s s e n z w e i g ,  V.  I m m u n o l o g i c a l l y  m e d i a t e d  

p h a g o c y t o s i s :  R o l e  o f  C3 an d  Fc r e c e p t o r s .  S . D .  L i t w i n  e t  a l  ( e d s ) .  

C l i n i c a l  e v a l u a t i o n  o f  i mmune  f u n c t i o n  i n  man.  G r u v e  & S t r a t t o n .

New Y o r k  1 9 7 7 .

4 1 .  E l l i s ,  T . M . ,  an d  B a r r e t t ,  J . T .  1 9 8 2 .  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  o p s o -
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n i n s  f o r  B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s  i n  i mmune  s e r a  c o l l e c t e d  f r o m  e x p e r i ­

m e n t a l l y  i n f e c t e d  m i c e .  I n f e c t .  I mmun .  3 5 : 9 2 9 - 9 3 6 .

4 2 .  E l s b a c h ,  P.  1 9 8 0 .  D e g r a d a t i o n  o f  m i c r o o r g a n i s m s  by  p h a g o c y t i c  

c e l l s .  Rew.  I n f e c t .  D i s .  2 : 1 0 6 - 1 2 8 .

4 3 .  E l s b a c h ,  P . ,  a n d  W e i s s ,  J .  1 9 8 1 .  O x y g e n - i n d e p e n d e n t  b a c t e r i c i ­

d a l  s y s t e m s  o f  p o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u k o c y t e s .  A d v .  I n f l a m .  Re s .  

2 : 9 5 - 1 1 3 .

4 4 .  E l s b a c h ,  P . ,  an d  W e i s s ,  J .  1 9 8 3 .  A r é é v a l u a t i o n  o f  t h e  r o l e s  o f

t h e  0 2 “ d e p e n d e n t  a n d  O ^ - i n d e p e n d e n t  m i c r o b i c i d a l  s y s t e m s  o f

p h a g o c y t e s .  Rew.  I n f e c t .  D i s .  5 : 8 4 3 - 8 5 3 .

4 5 .  E l s b a c h ,  P . ,  P e t t i s ,  P . ,  B e c k e r d i t e ,  S . ,  an d  F r a n s o n ,  R. 1 9 7 3 .

E f f e c t s  o f  p h a g o c y t o s i s  by  r a b b i t  g r a n u l o c y t e s  on m a c r o m o l e c u l a r  

s y n t h e s i s  an d  d e g r a d a t i o n  i n  d i f f e r e n t  s p e c i e s  o f  b a c t e r i a .  J .  B a c -  

t e r i o l .  1 1 5 : 4 9 0 - 4 9 7 .

4 6 .  E n g q u i s t .  S . ,  L u n d b e r g .  C . ,  a n d  V e n g e ,  P.  1 9 8 3 .  G r a n u l o c y t e  

p r o t e a s e s  i n  human m a x i l l a r y  s i n u s  s e c r e t i o n s .  S c a n d .  J .  I n f e c t .  

D i s .  1 5 : 1 1 9 - 1 2 3 .

4 7 .  F a l k l e r ,  W . A . ,  L a i ,  R . ,  V i n c e n t ,  J . W . ,  D o b e r ,  L . ,  S p i e g e l ,  C . ,  

a n d  H a y d u k ,  S.  1 9 8 2 .  The E L I S A  s y s t e m  f o r  m e a s u r i n g  a n t i b o d y  r e a c ­

t i v e  t o  F u s o b a c t e r i u m  n u c l e a t u m  i n  t h e  s e r a  o f  p a t i e n t s  w i t h  c h r o ­

n i c  p e r i o d o n t i t i s .  J .  P e r i o d o n t .  5 3 : 7 6 2 - 7 6 6 .

4 8 .  F e i g i n .  R . D . ,  S h a c k e l f o r d ,  P . G . ,  C a m p b e l l ,  J . ,  L y l e s .  T . O . ,  

S c h e c h l e r ,  M . ,  an d  L i n s ,  R . D .  1 9 7 3 .  A s s e s s m e n t  o f  t h e  r o l e  o f  

S t a p h y l o c o c c u s  e p i d e r m i d i s  as  a c a u s e  o f  o t i t i s  m e d i a .  5 2 : 5 6 9 - 5 7 6 .

4 9 .  F e i n e r ,  J . M . ,  a n d  D o w e l l ,  V . R .  1 9 7 1 .  B a c t e r o i d e s  b a c t e r e m i a .

Am.  J .  Med.  5 0 : 7 8 7 - 7 9 6 .

5 0 .  F e r r a n t e ,  A . ,  a n d  T h o n g ,  Y . H .  1 9 7 8 .  A r a p i d  o n e - s t e p  p r o c e d u r e  

f o r  p u r i f i c a t i o n  o f  m o n o n u c l e a r  a n d  p o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u k o c y t e s  

f r o m  human b l o o d  u s i n g  a m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  H y p a q u e - F i c o l l  t e c h n i ­

q u e .  J .  I mmun .  M e t h o d s .  2 4 : 3 8 9 - 3 9 3 .
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5 1 .  F i l d e s .  P.  1 9 2 9 .  T e t a n u s :  I X .  The o x i d a t i o n - r e d u c t i o n  p o t e n t i a l

o f  t h e  s u b c u t a n e o u s  t i s s u e  f l u i d  o f  t h e  g u i n e a - p i g :  i t s  e f f e c t  on 

i n f e c t i o n .  B r .  J .  E x p .  P a t h o l .  1 0 : 1 9 7 - 2 0 4 .

5 2 .  F i l e ,  T . M . ,  F a s s ,  R . J . ,  a n d  P r i o r ,  R . B .  1 9 8 2 .  R e s p o n s e  o f  m i c e  

t o  t r a n s t r a c h e a l  p u l m o n a r y  i n o c u l a t i o n  o f  a n a e r o b i c  b a c t e r i a .  L a b .  

a n i m a l s .  1 6 : 3 4 8 - 3 5 0 .

5 3 .  F i n e g o l d ,  S . M.  1 9 7 7 .  C h a p t e r  6 - 8 .  I n :  F i n e g o l d ,  S . M.  ( E d s ) :  

A n a e r o b i c  b a c t e r i a  i n  human d i s e a s e .  H a r c o u r t  B r a c e  J o v a n o v i c h  P u b ­

l i s h e r s  .

5 4 .  F i n e g o l d ,  S . M.  1 9 8 1 .  The r o l e  o f  a n a e r o b e s  i n  human i n f e c t i o n s .  

S c a n d .  J .  I n f e c t .  D i s .  2 6 : 9 - 1 3 .

5 5 .  F o l c h ,  G . ,  L e e s .  M . J r . ,  S l o a n e ,  G . H . ,  and  S t a n l e y ,  P.  1 9 5 7 .  A 

s i m p l e  m e t h o d  f o r  t h e  i s o l a t i o n  an d  p u r i f i c a t i o n  o f  t o t a l  l i p i d s  

f r o m  a n i m a l  t i s s u e s .  J .  B i o l .  Chem.  2 2 6 : 4 9 7 - 5 0 9 .

5 6 .  F o n g ,  J . S . C . ,  Re n a u d ,  C . M . ,  an d  R e n a u d ,  L .  1 9 7 8 .  A h e m o l y t i c  

p l a t e  m e t h o d  f o r  a l t e r n a t e - p a t h w a y  c o m p l e m e n t  a c t i v i t y  a s s a y .  A m . J .  

C l i n .  P a t h .  6 9 : 1 5 6 - 1 6 0 .

5 7 .  F r e d e r i c k ,  J .  an d  B r a u d e ,  A . I .  1 9 7 4 .  A n a e r o b i c  i n f e c t i o n  o f  t h e  

p a r a n a s a l  s i n u s e s .  N.  E n g l .  J .  Med.  2 9 0 : 1 3 5 - 1 3 7 .

5 8 .  E r i e d m a n n ,  I .  1 9 5 5 .  The c o m p a r a t i v e  p a t h o l o g y  o f  o t i t i s  m e d i a  -  

e x p e r i m e n t a l  an d  human .  I :  E x p e r i m e n t a l  o t i t i s  o f  t h e  g u i n e a - p i g .

J .  L a r y n g o l .  6 7 : 2 7 - 5 0 .

5 9 .  F u l g h u m ,  R . S . ,  D a n i e l  I I I ,  H . J .  an d  Y a r b o r o u g h ,  J . G .  1 9 7 7 .  

A n a e r o b i c  b a c t e r i a  i n  o t i t i s  m e d i a .  A n n .  O t o l .  R h i n o l .  L a r y n g o l .

8 6 : 1 9 6 - 2 0 3 .

6 0 .  F u l g h u m ,  R . S . ,  B r i n n ,  J . E . ,  S m i t h ,  A . M . ,  D a n i e l  I I I ,  H . J . ,  and  

L o e s c h e ,  P . J .  1 9 8 2 .  E x p e r i m e n t a l  o t i t i s  m e d i a  i n  g e r b i l s  an d  c h i n c ­

h i l l a s  w i t h  S t r e p t o c o c c u s  p n e u m o n i e ,  H a e m o p h i l u s  i n f l u e n z a e ,  and  

o t h e r  a e r o b i c  and  a n a e r o b i c  b a c t e r i a .  I n f e c t  an d  I mmun .  3 6 : 8 0 2 - 8 1 0 .
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6 1 .  F u n a h a s h i ,  A . ,  S a r k e r ,  T . K.  a n d  K o r y ,  R . C.  1 9 7 1 .  PC^ ,

PCO2  a n d  pH i n  p l e u r a l  e f f u s i o n .  J .  L a b .  C l i n .  Med.  7 8 : 1 0 0 6 .

6 2 .  G a b i g ,  T . G .  1 9 8 1 .  The k i l l i n g  o f  p a t h o g e n s  by p h a g o c y t e s .  Ann .  

Re v .  Med.  3 2 : 3 1 3 - 3 2 6 .

6 3 .  G i e b i n k ,  G . 5 . ,  P a y n e ,  E . E . ,  M i l l s ,  E . L . ,  J u h n ,  S . K .  and  Q u i e ,  

P . G .  1 9 7 6 .  E x p e r i m e n t a l  o t i t i s  m e d i a  due  t o  S t r e p t o c o c c u s  p n e u m o ­

n i a e .  I m m u n o p a t h o g e n i c  r e s p o n s e  i n  t h e  c h i n c h i l l a .  J .  I n f e c t .  D i s .

1 3 4 : 3 9 3 - 6 0 4 .

6 4 .  G i e b i n k ,  G . S . ,  V e r h o e f ,  J . ,  P e t e r s o n ,  P . K .  and  Q u i e ,  P . G .  1 9 7 7 .  

O p s o n i c  r e q u i r e m e n t s  f o r  p h a g p c y t o s i s  o f  S t r e p t o c o c c u s  p n e u m o n i a e  

t y p e s  V I ,  X V I I ,  X X I I I  an d  XXV.  I n f e c t .  I mmun.  1 8 : 2 9 1 - 2 9 7 .

6 5 .  G i e b i n k ,  G . S . ,  an d  Q u i e ,  P . G .  1 9 7 7 .  C o m p a r i s o n  o f  o t i t i s  m e d i a  

du e  t o  t y p e  3 and  23 S t r e p t o c o c c u s  p n e u m o n i a e  i n  t h e  c h i n c h i l l a  

m o d e l .  J .  I n f e c t .  D i s .  1 3 6 ,  S u p p l .  1 9 1 - 1 9 5 .

6 6 .  G i e b i n k ,  G . S . ,  B e r z i n s ,  I . K . ,  S c h i f f m a n ,  G . ,  and  Q u i e ,  P . G.

1 9 7 9 .  E x p e r i m e n t a l  o t i t i s  m e d i a  i n  c h i n c h i l l a s  f o l l o w i n g  n a s a l  

c o l o n i z a t i o n  w i t h  t y p e  7F S t r e p t o c o c c u s  p n e u m o n i a e :  P r e v e n t i o n  

a f t e r  v a c c i n a t i o n  w i t h  p n e u m o c o c c a l  c a p s u l a r  p o l y s a c c h a r i d e .  J .  

I n f e c t .  D i s .  1 4 5 0 : 7 1 6 - 7 2 3 .

6 7 .  G i e b i n k ,  S . ,  M i l l s ,  E . ,  H u f f ,  S . ,  E d e l m a n ,  C . ,  We b e r ,  M . ,  J u h n ,

S . ,  and  Q u i e ,  P.  1 9 7 9 .  The m i c r o b i o l o g y  o f  s e r o u s  an d  m u c o i d  o t i t i s  

m e d i a .  P e d i a t r i c s  6 3 : 9 1 5 .

6 8 .  G i e b i n k ,  G . S . ,  B e r z i n s ,  I . K . ,  H u f f ,  J . S . ,  C a t e s ,  K . L .  an d  Q u i e ,  

P . G .  1 9 8 0 .  P o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u k o c y t e  f u n c t i o n  d u r i n g  o t i t i s  

m e d i a .  A n n .  O t o l a r y n g o l .  6 8 : 1 3 8 - 1 4 2 .

6 9 .  G i e b i n k ,  G . S . ,  B e r z i n s ,  I . K . ,  M a r k e r ,  S . C . ,  and  S c h i f f m a n ,  G.

1 9 8 0 .  E x p e r i m e n t a l  o t i t i s  m e d i a  a f t e r  n a s a l  i n o c u l a t i o n  o f  S t r e p t o ­

c o c c u s  p n e u m o n i a e  and  I n f l u e n z a  A v i r u s  i n  c h i n c h i l l a s .  I n f e c t .  

I mmun.  3 0 : 4 4 5 - 4 5 0 .
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7 0 .  G i n s b u r g ,  I . ,  an d  L a h a w ,  M. 1 9 8 3 .  L y s i s  an d  b i o d é g r a d a t i o n  o f  

m i c r o o r g a n i s m s  i n  i n f e c t i o u s  s i t e s  may i n v o l v e  c o o p e r a t i o n  b e t w e e n  

l e u k o c y t e ,  s e r u m  f a c t o r s  an d  b a c t e r i a l  w a l l  a u t o l y s i n s :  A w o r k i n g  

h y p o t h e s i s .  E u r .  J .  C l i n .  M i c r o b i o l .  2 : 1 8 6 - 1 9 1 .

7 1 .  G o l d s t e i n ,  E . J . C . ,  S u t t e r ,  V . L . ,  an d  F i n e g o l d ,  S . M.  1 9 7 8 .  Com­

p a r a t i v e  s u s c e p t i b i l i t i e s  o f  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  t o  m e t r o n i d a z o l e ,  

o r n i d a z o l e ,  an d  S C - 2 8 5 3 8 .  A n t i m i c r o b .  A g e n t s  C h e m o t h e r .  1 4 : 6 0 9 .

7 2 .  G o r b a c h ,  S . L .  and  B a r t l e t t ,  J . G .  1 9 7 4 .  A n a e r o b i c  i n f e c t i o n s  

( t h i r d  o f  t h r e e  p a r t s ) .  New E n g l .  J .  Med.  1 2 8 9 - 1 2 9 4 .

7 3 .  G o w e r ,  D . ,  an d  M c G u i r t ,  W. F .  1 9 8 3 .  I n t r a c r a n i a l  c o m p l i c a t i o n s  

o f  a c u t e  and  c h r o n i c  i n f e c t i o u s  e a r  d i s e a s e :  a p r o b l e m  s t i l l  w i t h  

u s .  L a r y n g o s c o p e  9 3 : 1 0 2 8 - 1 0 3 3 .

7 4 .  G u i l l e m o t ,  L . D .  1 8 9 8 - 1 8 9 9 .  R e c h e r c h e s  s u r  l a  g a n g r e n e  

p u l m o n a i r e .  T h e s i s ,  F a c u l t y  o f  M e d i c i n e ,  U n i v e r s i t y  o f  P a r i s ,

P a r i s .

7 5 .  H a r k e r ,  L . A . .  and  K o o n t z ,  F . P .  1 9 7 7 .  The b a c t e r i o l o g y  o f  c h o ­

l e s t e a t o m a .  I n :  MCCabe,  B . F . ,  S a d e ,  J .  a n d  A b r a m s o n ,  M. ( E d s . ) :  

C h o l e s t e a t o m a .  F i r s t  I n t e r n a t i o n a l  C o n f e r e n c e .  A e s c u l a p i s  

P u b l i s h i n g  Co mpa ny ,  B i r m i n g h a m ,  A l a b a m a ,  pp 1 6 4 - 1 6 7 .

7 6 .  H a y ma n n ,  L .  1 9 1 2 - 1 9 1 3 .  E x p e r i m e n t e l l e  S t u d i e n  z u r  P a t h o l o g i e  

d e r  a k u t e n t z ü n d l i c h e n  P r o z e s s e  i m M i t t e l o h r .  A r c h i v  f ü r  O h r e n h e i l ­

k u n d e .  9 0 : 2 6 7 - 3 0 9 .

7 7 .  H a y s ,  R . C .  an d  M a n d e l l ,  G . L .  1 9 7 4 .  p O^ ,  pH,  an d  r e d o x  p o t e n ­

t i a l  o f  e x p e r i m e n t a l  a b s c e s s e s .  P r o c .  s o c .  e x p .  b i o l .  med.  

1 4 7 : 2 9 - 3 0 .

7 8 .  H e i n e m a n ,  H . S . ,  an d  B r a u d e ,  A . I .  1 9 6 3 .  A n a e r o b i c  i n f e c t i o n  o f  

t h e  b r a i n .  Am. J .  Med.  3 5 : 6 8 2 - 6 9 7 .

7 9 .  H i r s c h ,  J . G .  1 9 6 2 .  C i n e m i c r o p h o t o g r a p h i c  o b s e r v a t i o n s  on g r a n u ­

l e  l y s i s  i  p o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u k o c y t e s  d u r i n g  p h a g o c y t o s i s .

J .  E x p .  Med.  1 1 6 : 8 2 7 - 8 3 4 .
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8 0 .  H i t e ,  K . E . ,  L o c k e ,  M . ,  an d  H e s s e l t i n e ,  H . C .  1 9 4 9 .  S y n e r g i s m  i n  

e x p e r i m e n t a l  i n f e c t i o n s  w i t h  n o n s p o r u l a t i n g  a n a e r o b i c  b a c t e r i a .  J .  

I n f e c t . D i s . 8 4 : 1 - 9 .

8 1 .  H o f s t a d ,  T . ,  an d  S v e e n ,  K . ,  1 9 7 9 .  E n d o t o x i n s  o f  a n a e r o b i c  

g r a m - n e g a t i v e  r o d s .  S c a n d .  J .  I n f e c t .  D i s .  S u p p l .  1 9 : 4 2 - 4 5 .

8 2 .  H o l m ,  S . E . ,  and  F a l s e n ,  E.  1 9 6 7 .  An a n t i g e n - f r e e - m e d i u m  f o r  

c u l t i v a t i o n  o f  b e t a h a e m o l y t i c  s t r e p t o c o c c i .  A c t a  p a t h ,  m i c r o b i o l .  

s c a n d .  6 9 : 2 6 4 - 2 7 6 .

8 3 .  H o r w i t z ,  M. A .  1 9 8 2 .  P h a g o c y t o s i s  o f  m i c r o o r g a n i s m s .  Rew.

I n f e c t .  D i s .  4 : 1 0 4 - 1 3 4 .

8 4 .  H o r w i t z ,  M . A . ,  an d  S i l v e r s t e i n ,  S . C .  1 9 8 1 .  I n t e r a c t i o n  o f  t h e  

L e g i o n n a i r e s  d i s e a s e  b a c t e r i u m  ( L e g i o n e l l a  p n e u m o p h i l a )  w i t h  human 

p h a g o c y t e s .  I .  L .  p n e u m o p h i l a  r e s i s t s  k i l l i n g  by  p o l y m o r p h o n u c l e a r  

l e u k o y c t e s ,  a n t i b o d y  a n d  c o m p l e m e n t .  J .  E x p .  Med.  1 5 3 : 3 8 6 - 3 9 7 .

8 5 .  H o u g h t o n ,  G . W . ,  T h o r n e ,  P . S . ,  S m i t h ,  J . ,  and  T e m p l e t o n ,  R.  The 

p h a r m a k o k i n e t i c s  o f  i n t r a v e n o u s  m e t r o n i d a z o l e  ( s i n g l e  and  m u l t i p l e  

d o s i n g ) .  I n :  I  P h i l l i p s  a n d  J .  C o l l i e r  ( e d s . ) .  M e t r o n i d a z o l e .  R o y a l  

S o c .  Med.  1 9 79  p .  3 5 - 4 0 .

8 6 .  H o w i e ,  V . M . ,  P l o u s s a r d ,  J . M . ,  a n d  L e s t e r ,  R . L .  1 9 7 0 .  O t i t i s  

m e d i a :  A c l i n i c a l  an d  b a c t e r i o l o g i c a l  c o r r e l a t i o n .  P e d i a t r i c s  

4 5 : 2 9 - 3 5 .

8 7 .  H o w i e ,  V . M . ,  P l o u s s a r d ,  J . H . ,  S I o y e r ,  J . L . ,  an d  J o h n s t o n ,  R . B .  

1 9 7 3 .  I m m u n o g l o b u l i n s  o f  t h e  m i d d l e  e a r  f l u i d  i n  a c u t e  o t i t i s  

m e d i a :  R e l a t i o n s h i p  t o  s e r u m  i m m u n o g l o u b l i n  c o n c e n t r a t i o n s  an d  b a c ­

t e r i a l  c u l t u r e s .  I n f e c t .  I mmun .  7 : 5 8 9 - 5 9 3 .

8 8 .  H u d a c ,  A . ,  O d l e r ,  I . ,  M a j t a n o v a ,  L . ,  an d  S a x a ,  V.  1 9 8 3 .  

A n a e r o b n e  n e s p o r u l u j u c e  b a k t e r i e  a o t i t i s  m e d i a  p u r u l e n t a  ( A n a e r o ­

b i c  n o n - s p o r u l a t i n g  b a c t e r i a  i n  o t i t i s  m e d i a  p u r u l e n t a .  C e s k .  e p i d .  

m i k r o b i o l .  i m m u n o l . 32 : 2 4 9 - 2 5 8 .

8 9 .  I n g e l s t e d t ,  S . ,  J o n s o n ,  B . ,  an d  R u n d c r a n t z ,  H.  1 9 7 5 .  Gas t e n ­

s i o n  an d  pH i n  m i d d l e  e a r  e f f u s i o n .  A n n .  O t o l .  8 4 : 1 9 8 - 2 0 2 .
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9 0 .  I n g h a m ,  H . R . ,  S e l k o n ,  J . B . ,  an d  R o x b y ,  C. M.  1 9 7 7 .  B a c t e r i o l o ­

g i c a l  s t u d y  o f  o t o g e n i c  c e r e b r a l  a b s c e s s e s :  C h e m o t h e r a p e u t i c  r o l e  

o f  m e t r o n i d a z o l e .  B r .  Med.  J .  2 : 9 9 1 - 9 9 3 .

9 1 .  I n g h a m ,  H . R . ,  S i s s o n ,  P . R . ,  T h a r a g o n n e t ,  D . ,  S e l k o n ,  J . B . ,  an d  

Co d d ,  A . A .  1 9 7 7 .  I n h i b i t i o n  o f  p h a g o c y t o s i s  i n  v i t r o  by o b l i g a t e  

a n a e r o b e s .  L a n c e t ,  i .  1 2 5 2 - 1 2 5 4 .

9 2 .  J a c o b ,  H . - E .  Redox  P o t e n t i a l .  I n :  J . R .  N o r r i s  and  D. W.  R i b b o n s  

( E d s ) .  M e t h o d s  i n  m i c r o b i o l o g y .  V o i  2 .  A c a d e m i c  P r e s s ,  L o n d o n .  1970  

pp 9 1 - 1 2 3 .

9 3 .  J a c q u e s .  Y . V . ,  and  B a i n t o n ,  D . E .  1 9 7 8 .  C h a n g e s  i n  pH w i t h i n  t h e  

p h a g o c y t i c  v a c u o l e s  o f  human n e u t r o p h i l s  and  m o n o c y t e s .  L a b .

I n v e s t .  3 9 : 1 7 9 - 1 8 5 .

9 4 .  J o h n s t o n ,  R . B . ,  K l e m p e r e r ,  M . R . ,  A l p e r ,  C . A . ,  and  R o s e n ,  E . S .  

1 9 6 9 .  The e n h a n c e m e n t  o f  b a c t e r i a l  p h a g o c y t o s i s  by  s e r u m .  The r o l e  

o f  c o m p l e m e n t  c o m p o n e n t s  an d  t w o  c o - f a c t o r s .  J .  E x p .  Med.  

1 2 9 : 1 2 7 5 - 1 2 9 0 .

9 5 .  J o k i p i i ,  A . M . M . ,  and  J o k i p i i ,  L .  1 9 8 1 .  M e t r o n i d a z o l e ,  

t i n i d a z o l e ,  o r n i d a z o l e  an d  a n a e r o b i c  i n f e c t i o n s  o f  t h e  m i d d l e  e a r ,  

m a x i l l a r y  s i n u s  and  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m .  S c a n d .  J .  I n f e c t .  D i s .  

2 6 : 1 2 3 - 1 2 9 .

9 6 .  J o k i p i i ,  A . M . M . ,  K a r m a ,  P . ,  K a u k o ,  0 . ,  and  J o k i p i i ,  L .  1 9 7 7 .  

A n a e r o b i c  b a c t e r i a  i n  c h r o n i c  o t i t i s  m e d i a .  A r c h .  O t o l a r y n g o l .  

1 0 3 : 2 7 8 - 2 8 0 .

9 7 .  J u h n .  S . K . ,  P a p a r e l l a ,  M . M . ,  G o y c o o l e a ,  M . V . ,  K i m ,  C . S . ,  and  

G i e b i n k ,  S.  1 9 7 7 .  P a t h o g e n e s i s  o f  o t i t i s  m e d i a .  A nn .  O t o l .  

8 6 : 4 8 1 - 4 9 2 .

9 8 .  K a f k a ,  M. M.  1 9 3 5 .  M o r t a l i t y  o f  m a s t o i d i t i s  and  c e r e b r a l  c o m p l i ­

c a t i o n s  w i t h  r e v i e w  o f  3 2 25  c a s e s  o f  m a s t o i d i t i s  w i t h  c o m p l i c a ­

t i o n s .  L a r y n g o s c o p e  4 5 : 7 9 0 - 8 2 2 .
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9 9 .  Kamme,  C . ,  L u n d g r e n ,  K . ,  an d  M å r d h ,  P . - A .  1 9 7 1 .  The a e t i o l o g y  

o f  a c u t e  o t i t i s  m e d i a  i n  c h i l d r e n .  S c a n d .  J .  I n f e c t .  D i s .

3 : 2 1 7 - 2 3 3 .

1 0 0 .  K a n n a g a r a ,  D . W . ,  T h a d e p a l l i ,  H . ,  B a c h ,  V . T . ,  and  Webb,  D.

1 9 8 1 .  A n i m a l  m o d e l  f o r  a n a e r o b i c  l u n g  a b s c e s s .  I n f e c t .  I mmun.  

3 1 : 5 9 2 - 5 9 7 .

1 0 1 .  K a r m a ,  P . ,  J o k i p i i ,  L . ,  O j a l a ,  K . ,  and  J o k i p i i ,  A . M . M .  1 9 7 8 .  

B a c t e r i o l o g y  o f  t h e  c h r o n i c a l l y  d i s c h a r g i n g  m i d d l e  e a r .  8 6 : 1 1 0 - 1 1 4 .

1 0 2 .  K a r m a ,  P . ,  L u o t o n e n ,  J . ,  T i m o n e n  e t  a l .  1 9 8 0 .  E f f i c a c y  o f  

p n e u m o c o c c a l  v a c c i n a t i o n  a g a i n s t  r e c u r r e n t  o t i t i s  m e d i a .  P r e l i m i n a ­

r y  r e s u l t s  o f  a f i e l d  t r i a l  i n  F i n l a n d .  An n .  O t o l .  R h i n o l .

L a r y n g o l .  8 9 .  S u p p l .  6 8 : 3 5 7 - 3 6 2 .  *

1 0 3 .  K a s p e r ,  D . L . ,  O n d e r d o n k ,  A . B . ,  and  B a r t l e t t ,  J . G .  1 9 7 7 .  Q u a n ­

t i t a t i v e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  a n t i b o d y  r e s p o n s e  t o  t h e  c a p s u l a r  

p o l y s a c c h a r i d e  o f  B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s  i n  an a n i m a l  m o d e l  o f  

i n t r a - a b d o m i n a l  a b s c e s s  f o r m a t i o n .  J .  I n f e c t .  D i s .  1 3 6 : 7 8 9 - 7 9 5 .

1 0 4 .  K a s p e r ,  D . L . ,  E s c h e n b a c h ,  D . A . ,  H a y e s ,  M . E . ,  and  H o l m e s ,  K . K .

1 9 7 8 .  Q u a n t i t a t i v e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  s e r u m  a n t i b o d y  r e s p o n s e  t o  

t h e  c a p s u l a r  p o l y s a c c h a r i d e  o f  B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s  s u b s p e c i e s  f r a ­

g i l i s  i n  women w i t h  p e l v i c  i n f l a m m a t o r y  d i s e a s e .  J .  I n f e c t .  D i s .  

1 3 8 : 7 4 - 8 0 .

1 0 5 .  K a s p e r ,  D . L . ,  O n d e r d o n k ,  A . B . ,  R e i n a p ,  B . G . ,  and  L i n d b e r g ,

A . A .  1 9 8 0 .  V a r i a t i o n  o f  B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s  w i t h  i n  v i t r o  p a s s a g e :  

p r e s e n c e  o f  an o u t e r  me mb r an e  a s s o c i a t e d  g l y c a n  an d  l o s s  o f  c a p s u ­

l a r  a n t i g e n .  J .  I n f e c t .  D i s .  1 4 2 : 7 5 0 - 7 5 6 .

1 0 6 .  K a s p e r ,  D . L . ,  and  O n d e r d o n k ,  A . B .  1 9 8 2 .  I n f e c t i o n  w i t h  

B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s :  P a t h o g e n e s i s  and  i m m u n o p r o p h y l a x i s  i n  an a n i ­

ma l  m o d e l .  S c a n d .  J .  I n f e c t .  D i s .  3 1 : 2 8 - 3  3 .

1 0 7 .  K a s t e n b a u e r ,  E . R . ,  H o c h g e s a n d ,  K . ,  H ö c h s t r a s s e r , K . ,  an d  

T a p p e r m a n ,  G. 1 9 7 5 .  De r  N a c h w e i s  v on  Spa 1 1 p r o d u k t en d e r  I m m u n g l o b u ­

l i n e  I g G ,  I g A ,  I gM b e i  c h r o n i s c h e n  M i t t e l o h r e i t e r u n g e n .  L a r y n g o l .  

R h i n o l .  5 4 : 6 0 4 - 6 1 1 .
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1013., K e l l y ,  M . J .  1 9 8 0 .  Wound i n f e c t o n :  a c o n t r o l l e d  c l i n i c a l  an d  

e x p e r i m e n t a l  d e m o n s t r a t i o n  o f  s y n e r g y  b e t w e e n  a e r o b i c  ( E s c h e r i c h i a  

c o l i )  a n d  a n a e r o b i c  ( B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s )  b a c t e r i a .  A n n .  R . C .

S u r g .  E n g l .  6 2 : 5 2 - 5 9 .

1 0 9 .  K e u s c h ,  G . T . ,  a n d  O ' C o n e l l ,  C . J .  1 9 6 6 .  The s u s c e p t i b i l i t y  o f  

B a c t e r o i d e s  t o  t h e  p e n i c i l l i n s  an d  c e p h a l o t i n .  Am. J .  Med.  S c i .

251 : 4 2 4 .

1 1 0 .  K l e b a n o f f ,  S . J .  1 9 6 8 .  M y e l o p e r o x i d a s e - h a l i d e - h y d r o g e n  p e r o x i d e  

a n t i b a c t e r i a l  s y s t e m .  J .  B a c t e r i o l .  9 5 : 2 1 3 1 - 2 1 3 8 .

1 1 1 .  K o k k o ,  E.  1 9 7 4 .  T h e s i s .  C h r o n i c  s e c r e t o r y  o t i t i s  m e d i a  i n  

c h i l d r e n .  A c l i n i c a l  s t u d y  1 9 7 4 .  A c t a  O t o l a r y n g o l .  ( S t o c k h o l m )

S u p p l . 3 2 7 .

1 1 2 .  K o s k e l a ,  M . ,  L e i n o n e n ,  M . ,  an d  L u o t o n e n ,  J .  1 9 8 2 .  Se r um a n t i ­

b o d y  r e s p o n s e  t o  p n e u m o c o c c a l  o t i t i s  m e d i a .  Ped .  I n f .  D i s .

1 : 2 4 5 - 2 5 2 .

1 1 3 .  K r a a l ,  J . H . ,  a n d  K e n n e y ,  E . B .  1 9 7 5 .  P o l y m o r p h o n u c l e a r  

l e u k o c y t e  c h e m o t a x i s  i n  t h e  a b s e n c e  o c h  o x y g e n .  J .  P e r i o d o n t o l .

Re s .  1 0 : 2 8 8 - 2 9 3 .

1 1 4 .  K r a m e r ,  M . E . ,  R o m a n c z u k ,  B . J . ,  a n d  L i e b m a n ,  E . P .  1 9 8 1 .  B r a i n  

a b s c e s s  o f  o t i t i c  o r i g i n .  A c a s e  r e p o r t  an d  r e v i e w  o f  t h e  e n t i t y .  

T r a n s .  Pa .  A c a d .  O p h t a l m o l .  O t o l a r y n g o l .  3 4 : 1 6 9 - 1 7 3 .

1 1 5 .  K r o c k m a l s k a ,  E . ,  an d  S y d o v , U .  1 9 8 2 .  P r z y p a d e k  r o p n i a  m o z g u  w 

n a s t  e p s t w i e  o s t r e g o  z a p a l e n i a  u c h a  s r o d k o w e g o  ( C a s e  o f  b r a i n  

a b s c e s s  i n  a c u t e  o t i t i s  m e d i a ) .  O t o l a r y n g o l .  P o l .  3 6 : 2 4 3 - 2 4 6 .

1 1 6 .  L a mb e ,  D . W . ,  D a n i e l s s o n ,  D . ,  V r o o n ,  D . H . ,  an d  C a r v e r ,  R . K .

1 9 7 5 .  I mmune r e s p o n s e  i n  e i g h t  p a t i e n t s  i n f e c t e d  w i t h  B a c t e r o i d e s  

f r a g i l i s .  J .  I n f e c t .  D i s .  1 3 1 : 4 9 9 - 5 0 8 .

1 1 7 .  L a n g e ,  K.  U b e r  de n  i m m u n o l o g i s c h e n  M e c h a n i s m u s  d e r  a k u t e n  un d  

d e r  c h r o n i s c h e n  G l o m e r u l o n e p h r i t i s .  I n :  W o l l h e i m ,  E.  ( E d ) :  G l o m e r u -  

l ä r e  u n d  t u b u l ä r e  N i e r e n e r k r a n k u n g e n .  I n t e r n a t i o n a l e s  N i e r e n s y m p o s i u m  

W u r b e r g .  G e o r g  T h i e m e  V e r l a g ,  S t u t t g a r t .  1 9 6 0 ,  pp 2 3 2 - 2 4 5 .
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1 1 8 .  L e e ,  W . - L . ,  S h a l i t a ,  A . R . ,  S u n t h a r a l i n g h a m , K . ,  and  F i k r i g ,

S . M.  1 9 8 2 .  N e u t r o p h i l  c h e m o t a x i s  by  P r o p i o n i b a c t e r i u m  a c n e s  l i p a s e  

an d  i t s  i n h i b i t i o n .  I n f e c t .  I mmun .  3 5 : 7 1 - 7 8 .

1 1 9 .  L e i n o n e n ,  M . ,  L u o t o n e n ,  J . ,  H e r r a ,  E . ,  V a l k o n e n ,  K . ,  and  

M ä k e l ä ,  P . H .  1 9 8 1 .  P r e l i m i n a r y  s e r o l o g i c  e v i d e n c e  f o r  a p a t h o g e n i c  

r o l e  o f  B r a n h a m e l l a  c a t a r r h a l i s .  J .  I n f e c t .  D i s .  1 4 4 : 5 7 0 - 5 7 4 .

1 2 0 .  L e w i s ,  D . M . ,  Meadema,  S . J . ,  S c h r a m ,  J . L . ,  and  L i m ,  D . J .  1 9 8 0 .  

E x p e r i m e n t a l  o t i t i s  m e d i a  i n  c h i n c h i l l a s .  A nn .  O t o l .  R h i n o l .  

L a r y n g o l .  8 9 : 3 4 4 - 3 5 0 .

1 2 1 .  L i m ,  D . J . ,  and  K l a i n e r ,  A.  1 9 7 1 .  C e l l u l a r  r e a c t i o n s  i n  a c u t e  

o t i t i s  m e d i a  -  s c a n n i n g  and  t r a n s m i s s i o n  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y .  

L a r y n g o s c o p e .  8 1 : 1 7  7 2 - 1 7 8 6 .

1 2 2 .  L i u ,  Y . S . ,  L i m ,  D . J . ,  L a n g ,  R . W . ,  and  B i r c k ,  H. G.  1 9 7 5 .

C h r o n i c  m i d d l e  e a r  e f f u s i o n s :  I m m u n o c h e m i c a l  and  b a c t e r o l o g i c a l

i n v e s t i g a t i o n .  A r c h .  O t o l a r y n g o l .  1 0 1 : 2 7 8 - 2 8 6 .

1 2 3 .  L o r d ,  F . T . ,  and  Ny e ,  R . N .  1 9 1 9 .  S t u d i e s  on t h e  p n e u m o c o c c u s .

I .  A c i d  d e a t h - p o i n t  o f  t h e  p n e u m o c o c c u s .  J .  Ex p .  Med.  3 8 9 : 6 8 5 - 6 8 7 .

1 2 4 .  L o w e l l ,  S . H . ,  and  J u h n ,  S . K .  1 9 7 9 .  The r o l e  o f  b a c t e r i a l  

e n z y m e s  i n  i n d u c i n g  i n f l a m m a t i o n  i n  t h e  m i d d l e  e a r  c a v i t y .  

O t o l a r y n g o l .  Head Nec k  S u r g .  8 7 : 8 5 9 - 8 7 0 .

1 2 5 .  L o w e l l ,  S . H . ,  J u h n ,  S . K . ,  and  G i e b i n k ,  G . S .  1 9 80 .  E x p e r i m e n t a l  

o t i t i s  m e d i a  f o l l o w i n g  m i d d l e  e a r  i n o c u l a t i o n  o f  n o n - v i a b l e  

S t r e p t o c o c c u s  p n e u m o n i a e .  An n .  O t o l .  8 9 : 4 7 9 - 4 8 2 .

1 2 6 .  L u n d b e r g ,  C . ,  C a r e n f e l t ,  C . ,  E n q u i s t ,  S . ,  and  N o r d ,  C . - E .

1 9 7 9 .  A n a e r o b i c  b a c t e r i a  i n  M a x i l l a r y  s i n u s i t i s .  S c a n d .  J .  I n f e c t .  

D i s .  1 9 : 7 4 - 7 6 .

1 2 7 .  L u n d b e r g ,  C . ,  L ö n n r o t h ,  J . ,  M a r k l u n d ,  G . ,  and  N o r d ,  C . - E .

1 9 8 1 .  T i n i d a z o l e  i n  t h e  t r e a t m e n t  o f  i n f e c t i o n s  o f  t h e  u p p e r  r e s p i ­

r a t o r y  t r a c t .  S c a n d .  J .  I n f e c t .  D i s .  2 6 : 1 3 0 - 1 3 4 .
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1 2 8 .  L u o t o n e n ,  J . ,  J o k i p i i ,  A . M . M . ,  S i p i l ä ,  P . ,  V ä y r y n e n ,  J . ,  

J o k i p i i ,  L . ,  an d  K a r m a ,  P.  1 9 8 2 .  A e r o b i c  and  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  i n  

t h e  m i d d l e  e a r  and  e a r  c a n a l  i n  a c u t e  o t i t i s  m e d i a .  A c t a  

O t o l a r y n g o l .  S u p p l .  3 8 6 : 1 0 0 - 1 0 2 .

1 2 9 .  L ö f g r e n ,  S . ,  T ä r n v i k ,  A . ,  T h o r e ,  M . ,  and  C a r l s s o n ,  J .  1 9 8 4 .  A 

w i l d  an d  an a t t e n u a t e d  s t r a i n  o f  F r a n c i s e l l a  t u l a r e n s i s  d i f f e r  i n  

s u s c e p t i b i l i t y  t o  h y p o c h l o r o u s  a c i d :  A p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  o f  

t h e i r  d i f f e r e n t  h a n d l i n g  by  p o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u k o c y t e s .  I n f e c t .  

I mmun.  4 3 : 7 3 0 - 7 3 4 .

1 3 0 .  M a c D o n a l d ,  J . B . ,  G i b b o n s ,  R . J .  an d  S o c r a n s k y ,  S . S .  1 9 6 0 .  

B a c t e r i a l  m e c h a n i s m s  i n  p e r i o d o n t a l  d i s e a s e .  Ann .  NY A c a d .  S c i .  

8 5 : 4 6 7 - 4 7 8 .

1 3 1 .  M a n d e l l ,  G . L .  1 9 7 4 .  B a c t e r i c i d a l  a c t i v i t y  o f  a e r o b i c  and  a n a e ­

r o b i c  p o l y m o r p h o n u c l e a r  n e u t r o p h i l s .  I n f e c t .  I mmun.  9 : 3 3 7 - 3 4 1 .

1 3 2 .  M a s s e y ,  A . ,  M o w b r a y ,  J . F . ,  N o b l e ,  W.C.  1 9 7 8 .  C o m p l e m e n t  

a c t i v a t i o n  by C o r y n e b a c t e r i u m  a c n e s .  B r .  J .  De r m.  9 8 : 5 8 3 - 5 8 4 .

1 3 3 .  M a t s u m u r a ,  H.  1 9 5 5 .  S t u d i e s  on t h e  c o m p o s i t i o n  o f  a i r  i n  t h e  

t y m p a n i c  c a v i t y .  A r c h .  O t o l a r y n g o l .  6 1 : 2 2 0 - 2 2 2 .

1 3 4 .  M a t s u y a m a ,  T.  1 9 7 4 .  P o i n t  i n o c u l a t i o n  o f  c u l t i v a t e d  t r a c h e a l  

m u c o u s  memb r an e  w i t h  b a c t e r i a .  J .  I n f e c t .  D i s .  1 3 0 : 5 0 8 - 5 1 4 .

1 3 5 .  M a t s u y a m a ,  T . ,  M u r a k a m i ,  T . ,  S h i r a i s k i ,  S . ,  and  H a g i h a r a ,  B.

1 9 8 2 .  C u l t i v a t o n  o f  B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s  i n  t i s s u e  c u l t u r e .  J .  

I n f e c t .  D i s .  1 4 5 : 8 5 9 - 8 6 2 .

1 3 6 .  M c B r i d e ,  W . H . ,  W e i r ,  D . M . ,  K a y ,  A . B . ,  P e a r c e ,  D.  and  C a l d w e l l ,  

J . R .  1 9 7 5 .  A c t i v a t i o n  o f  t h e  c l a s s i c a l  and  a l t e r n a t e  p a t h w a y s  o f  

c o m p l e m e n t  by C o r y n e b a c t e r i u m  p a r v u m .  C l i n .  E x p .  I m m u n o l .

1 9 : 1 4 3 - 1 4 7 .

1 3 7 .  Mc Ghee ,  R . B . ,  O k a z a k i . ,  N . , D e M a r i a ,  T . F . ,  and  L i m ,  D . J .  1 9 8 3 .  

S e l e c t i v e  i n d u c t i o n  o f  m a c r o p h a g e s  i n  t h e  m i d d l e  e a r .  An n .  O t o l .  

R h i n o l .  L a r y n g o l .  9 2 : 5 1 0 - 5 1 7 .
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1 3 8 .  M i l n e ,  S . E . ,  S t o k e s ,  E . J . ,  an d  W a t e r w o r t h ,  P . M.  1 9 7 8 .  

I n c o m p l e t e  a n a e r o b i o s i s  as a c a u s e  o f  m e t r o n i d a z o l e  " r e s i s t a n c e " .

J .  C l i n .  P a t h o l .  3 1 : 9 3 3 - 9 3 5 .

1 3 9 .  M o l o y ,  P . J .  1 9 8 2 .  A n a e r o b i c  m a s t o i d i t i s :  a r e p o r t  o f  t w o  c a s e s  

w i t h  c o m p l i c a t i o n s .  L a r y n g o s c o p e  9 2 : 1 3 1 1 - 1 3 1 5 .

1 4 0 .  M o r g e n s t e r n ,  C.  1 9 8 0 .  O x y g e n  s u p p l y  o f  m i d d l e  e a r  m u c o s a  u n d e r  

n o r m a l  c o n d i t i o n s  and  a f t e r  e u s t a c h i a n  t u b e  o c c l u s i o n .  An n .  O t o l .  

R h i n o l .  L a r y n g o l .  S u p p l .  6 8 .  8 9 : 7 6 - 7 8 .

1 4 1 .  M ü l l e r ,  M. 1 9 8 1 .  A c t i o n  o f  c l i n i c a l l y  u t i l i z e d  5 - n i t r o i m i d a z o -  

l e s  on m i c r o o r g a n i s m s .  S c a n d .  J .  I n f e c t .  D i s .  S u p p l .  2 6 : 3 1 - 4 1 .

1 4 2 .  M u r a k a m i ,  T . ,  an d  M a t s u y a m a .  1 9 8 0 .  G r o w t h  o f  B a c t e r o i d e s  

f r a g i l i s  i n o c u l a t e d  on r a b b i t  t r a c h e a l  e x p l a n t  i n  an a t m o s p h e r i c  

e n v i r o n m e n t .  J .  I n f e c t .  D i s .  1 4 2 : 3 3 2 - 3 3 7 .

1 4 3 .  M u r a k a m i ,  T . ,  M a t s u y a m a ,  T . ,  S h i r a i s h i ,  S.  and  H a g i h a r a ,  B.

1 9 8 1 .  G r o w t h  o f  B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s  i n  r a b b i t  t r a c h e a l  o r g a n  

c u l t u r e :  A n a e r o b i o s i s  an d  t i s s u e  r e s p i r a t i o n .  I n f e c t .  I mmun.

3 4 : 1 0 6 2 - 1 0 6 4 .

1 4 4 .  O d e b e r g ,  H . ,  an d  O l s s o n ,  I .  1 9 7 5 .  A n t i b a c t e r i a l  a c t i v i t y  o f  

c a t i o n i c  p r o t e i n s  f r o m  human g r a n u l o c y t e s .  J .  C l i n .  I n v e s t .  

5 6 : 1 1 1 8 - 1 1 2 4 .

1 4 5 .  O k u d a ,  K . ,  Y a n a g i ,  K . ,  a n d  T a k a z o e ,  I .  1 9 7 8 .  C o m p l e m e n t  a c t i ­

v a t i o n  by  P r o p i o n i b a c t e r i u m  a c n e s  and  B a c t e r o i d e s  m e l a n i n o g e n i c u s . 

A r c h .  O r a l  B i o l .  2 3 : 9 1 1 - 9 1 5 .

1 4 6 .  O k u d a ,  K . , S l o t s ,  J . ,  an d  G e n c o ,  R . J .  1 9 8 1 .  B a c t e r o i d e s  

g i n g i v a l i s ,  B a c t e r o i d e s  a s a c c h a r o l y t i c u s , and  B a c t e r o i d e s  

m e l a n i n o g e n i c u s  s u b s p e c i e s :  C e l l  s u r f a c e  m o r p h o l o g y  a n d  a d h e r e n c e  

t o  e r y t h r o c y t e s  an d  human b u c c a l  e p i t h e l i a l  c e l l s .  C u r r e n t  

M i c r o b i o l o g y  6 : 7 - 1 2 .

1 4 7 .  O l s s o n ,  I . ,  and  V e n g e ,  P.  1 9 8 0 .  The r o l e  o f  t h e  human 

n e u t r o p h i l  i n  t h e  i n f l a m m a t o r y  r e a c t i o n .  A l l e r g y  3 5 : 1 - 1 3 .
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1 4 8 .  O l s s o n ,  J . ,  O l o f s s o n ,  T . ,  V e n g e ,  P . ,  and  W i n q u i s t ,  J .  1 9 8 1 .  

R e l e a s e  o f  b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  c o m p o u n d s  f r o m  n e u t r o p h i l  an d  

e o s i n o p h i l  l e u k o c y t e  g r a n u l e s .  M o n o g r . A l l e r g y .  1 7 : 1 3 0 - 1 4 7 .

1 4 9 .  O n d e r d o n k ,  A . B . ,  W e i n s t e i n ,  W . M . ,  S u l l i v a n ,  N . M . ,  B a r t l e t t ,  

J . G . ,  an d  G o r b a c h ,  S . L .  1 9 7 4 .  E x p e r i m e n t a l  i n t r a - a b d o m i n a l  

a b s c e s s e s  i n  r a t s :  Q u a n t i t a t i v e  b a c t e r i o l o g y  o f  i n f e c t e d  a n i m a l s .  

I n f e c t .  I mmun.  1 0 : 1 2 5 6 - 1 2 5 9 .

1 5 0 .  O n d e r d o n k ,  A . B . ,  B a r t l e t t ,  J . G . ,  L o u i e ,  T . ,  S u l l i v a n - S i e g l e r , 

N . ,  an d  G o r b a c h ,  S . L .  1 9 7 6 .  M i c r o b i a l  s y n e r g y  i n  e x p e r i m e n t a l  

i n t r a - a b d o m i n a l  a b s c e s s .  I n f e c t .  I mmun .  1 3 : 2 2 - 2 6 .

1 5 1 .  O n d e r d o n k ,  A . B . ,  K a s p e r ,  D . L . ,  C i s n e r o s ,  R . L . ,  and  B a r t l e t t ,  

J . G .  1 9 7 7 .  The c a p s u l a r  p o l y s a c c h a r i d e  o f  B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s  as  a 

v i r u l e n c e  f a c t o r :  C o m p a r i s o n  o f  t h e  p a t h o g e n i c  p o t e n t i a l  o f  e n c a p ­

s u l a t e d  an d  u n e n c a p s u l a t e d  s t r a i n s .  J .  I n f e c t .  D i s .  1 3 6 : 8 2 - 8 9 .

1 5 2 .  O n d e r d o n k ,  A . B . ,  Moo n ,  N . L . ,  K a s p e r ,  D . L . ,  an d  B a r t l e t t ,  J . G .  

1 9 7 8 .  A d h e r e n c e  o f  B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s  i n  v i v o .  I n f e c t .  I mmun.

1 9 :  1 0 8 3 - 1  087 .

1 5 3 .  O s t f e l d ,  E . ,  B l o n d e r ,  J . ,  C r i s p i n ,  M . ,  a n d  S z e i n b e r g ,  A.  1 9 8 0 .  

The m i d d l e  e a r  g a s  c o m p o s i t i o n  i n  a i r - v e n t i 1 a t e d  d o g s .  A c t a  

O t o l a r y n g o l .  8 9 : 1 0 5 - 1 0 8 .

1 5 4 .  P a l v a ,  T . ,  e t  a l .  1 9 6 9 .  B a c t e r i a  i n  t h e  c h r o n i c  e a r  p r e -  an d  

p o s t o p e r a t i v e  e v a l u a t i o n .  P r a c t .  O t o r h i n o l .  L a r y n g o l .  3 1 : 3 0 - 4 5 .

1 5 5 .  P a p a r e l l a ,  M. M.  1 9 7 6 .  M i d d l e  e a r  e f f u s i o n s .  S u m m a t i o n  o f  a 

s y m p o s i u m .  An n .  O t o l .  R h i n o l .  L a r y n g o l .  S u p p l .  2 5 .  8 5 : 2 9 6 - 2 9 9 .

1 5 6 .  P i t t ,  J . ,  an d  B e r n h e i m e r ,  H . P .  1 9 7 4 .  R o l e  o f  p e r o x i d e  i n  

p h a g o c y t i c  k i l l i n g  o f  p n e u m o c o c c i .  I n f e c t .  I mmun .  9 : 4 8 - 5 2 .

1 5 7 .  P r e l l n e r ,  K . ,  and  N i l s s o n ,  N . - I .  1 9 8 2 .  C o m p l e m e n t  a b e r r a t i o n s  

i n  s e r u m  f r o m  c h i l d r e n  w i t h  o t i t i s  due  t o  S.  p n e u m o n i a e  o r

H.  i n f l u e n z a e .  A c t a  O t o l a r y n g o l .  9 4 : 2 7 5 - 2 8 2 .
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1 5 8 .  R i d i n g ,  K . H . ,  B l u e s t o n e ,  C . D . ,  M i c h a e l s ,  C a n t e k i n ,  E . I . I . C . ,  

D o y l e ,  W . J . ,  and  P o z i v i a k ,  C . S .  1 9 7 8 .  M i c r o b i o l o g y  o f  r e c u r r e n t  and  

c h r o n i c  o t i t i s  m e d i a  w i t h  e f f u s i o n .  J .  P e d i a t r i c s .  9 3 : 7 3 9 - 7 4 3 .

1 5 9 .  R i s s i n g ,  J . P . ,  B u x t o n ,  T . B . ,  an d  E d m o n d s o n ,  H . T .  1 9 7 9 .  D e t e c ­

t i o n  o f  s p e c i f i c  I gG a n t i b o d y  i n  s e r a  f r o m  p a t i e n t s  i n f e c t e d  w i t h  

B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s  by  e n z y m e - 1 i n k e d  i m m u n o s o r b e n t  a s s a y .  J .  

I n f e c t .  D i s .  1 4 0 : 9 9 4 - 9 9 8 .

1 6 0 .  R i s t ,  E.  1 8 9 8 .  E t u d e s  b a c t e r i o l o g i g u e s  s u r  l e s  i n f e c t i o n s  

d ' o r i g i n e  o t i q u e .  T h e s i s ,  F a c u l t y  o f  M e d i c i n e ,  U n i v e r s i t y  o f  P a r i s ,  

P a r i s .

1 6 1 .  R i s t ,  E.  1 9 0 1 .  Neue M e t h o d e n  un d  n e u e  E r g e b n i s s e  i m G e b i e t e  

d e r  b a k t e r i o l o g i s c h e n  U n t e r s u c h u n g  g a n g r ä n ö s e r  un d  f ö t i d e r  E i t e r u -  

g e n .  Z e n t r a l b l .  B a k t e r i o l .  P a r a s i t e n k d .  I n f e k t i o n s k r . A b t .

1 : 30 : 287 .

1 6 2 .  R o t i l i e ,  C . A . ,  F a s s ,  R . J .  a n d  P e r k i n s ,  R . L .  1 9 7 4 .  G e n t a m i c i n  

p o t e n t i a t i o n  o f  B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s  i n f e c t i o n  i n  r a b b i t s .  C l i n .  

R e s .  2 2 : 4 5 2  A.

1 6 3 .  R y l a n d e r ,  M . ,  H o l m ,  S . E . ,  B r o r s o n ,  J . E . ,  J o h n s o n ,  J . ,  an d  

N o r r b y ,  R. 1 9 8 1 .  A c t i v i t y  o f  m e t r o n i d a z o l e  on B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s  

a n d / o r  E s c h e r i c h i a  c o l i  i n  v i t r o  and  i n  v i v o .  J .  A n t i m i c r o b .  

C h e m o t h e r .  7 : 2 5 7 - 2 6 7 .

1 6 4 .  S a n v o r d e k e r ,  D . R . ,  C h i c u ,  Y . W . ,  L i n ,  T . K . ,  an d  L a m b e r t ,  H . J .  

1 9 7 5 .  B i n d i n g  o f  m e t r o n i d a z o l e  a n d  i t s  d é r i v â t e s  t o  p l a s m a  

p r o t e i n s :  an a s s e s s m e n t  o f  d r u g  b i n d i n g  p h e n o m e n o n .  J .  P h a r m .  S c i .  

6 4 : 1 7 9 7 .

1 6 5 .  S b a r r a ,  A . J . ,  an d  K a r n o v s k y ,  M . L .  1 9 5 9 .  The b i o c h e m i c a l  b a s i s  

o f  p h a g o c y t o s i s .  I  M e t a b o l i c  c h a n g e s  d u r i n g  t h e  i n g e s t i o n  o f  

p a r t i c l e s  by  p o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u k o c y t e s .  J .  E x p .  Med.  

2 3 4 : 1 3 5 5 - 1 3 6 2 .
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1 6 5 .  S c h i f f m a n ,  E . ,  S h o w e i l ,  H . V . ,  C o r c o r a n ,  B . A .  e t  a l .  1 9 7 5 .  The 

i s o l a t i o n  and  p a r t i a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  n e u t r o p h i l  c h e m o t a c t i c  

f a c t o r s  f r o m  E s c h e r i c h i a  c o l i .  J .  I m m u n o l .  1 1 4 : 1 8 3 1 - 1 8 3 7 .

1 6 6 .  S c h i f f m a n ,  E . ,  C o r c o r a n ,  B . A . ,  A s w a n i k u m a r , S.  M o l e c u l a r  

e v e n t s  i n  t h e  r e s p o n s e  o f  n e u t r o p h i l s  t o  s y n t h e t i c  N - f MET  c h e m o t a c ­

t i c  p e p t i d e s :  d e m o n s t r a t i o n  o f  a s p e c i f i c  r e c e p t o r .  I n :  G a l l i n ,  

J . I . ,  Q u i e ,  P . G.  ( e d s ) .  L e u k o c y t e  c h e m o t a x i s .  M e t h o d s ,  p h y s i o l o g y ,  

a n d  c l i n i c a l  i m p l i c a t i o n s .  N . Y . :  Ra v e n  P r e s s .  1 9 7 8 : 9 7 - 1 1 1 .

1 6 7 .  S c h w a n ,  A . ,  D a n i e l s s o n ,  C . ,  a n d  E o r s u m ,  U. 1 9 8 2 .  D e m o n s t r a t i o n  

o f  h e a t - l a b i l e  a n t i g e n ( s )  o f  B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s  a s s o c i a t e d  w i t h  

n o n - h o m o g e n o u s  i m m u n o f l u o r e s c e n t  s t a i n i n g .  A c t a  p a t h ,  m i c r o b i o l .  

i m m u n o l .  s c a n d .  S e c t .  B 9 0 : 1 3 - 1 9 .

1 6 8 .  S c h w a n ,  A . ,  an d  D a n i e l s s o n ,  D.  1 9 8 3 .  I mmune r e s p o n s e  t o  

B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s  i n  e x p e r i m e n t a l l y  i n f e c t e d  r a b b i t s .  S c a n d .  J .  

I n f e c t .  D i s .  1 5 : 2 5 - 3 2 .

1 6 9 .  S c h w a r t z ,  R . ,  R o d r i g u e z ,  W . J . ,  K h a n ,  W . N . ,  an d  R o s s ,  S.  1 9 7 7 .  

A c u t e  p u r u l e n t  o t i t i s  m e d i a  i n  c h i l d r e n  o l d e r  t h a n  5 y e a r s .  JAMA.  

2 3 8 : 1 0 3 2 - 1 0 3 3 .

1 7 0 .  S c h u l t z ,  D . R .  1 9 8 0 .  C o m p l e m e n t  i n  h o s t  d e f e n s e .  S c a n d .  J .  

I n f e c t .  D i s .  S u p p l .  2 4 : 2 2 - 2 9 .

1 7 1 .  S e l k o n ,  J . B .  C h o i c e  o f  c h e m o t h e r a p y  f o r  t h e  a n a e r o b e .  I n :  I .  

P h i l l i p s  an d  J .  C o l l i e r  ( e d ) .  M e t r o n i d a z o l e .  R o y a l  S o c .  Med.  1 9 7 9 ,  

p 2 9 - 3 4 .

1 7 2 .  S e l k o n ,  J . B .  1 9 8 1 .  The n e e d  f o r  an d  c h o i c e  o f  c h e m o t h e r a p y  f o r  

a n a e r o b i c  i n f e c t i o n s .  S c a n d .  J .  I n f e c t .  D i s .  S u p p l .  2 6 : 1 9 - 2 3 .

1 7 3 .  S e l v a r a j ,  R . J . ,  and  S b a r r a ,  A . J .  1 9 6 6 .  R e l a t i o n s h i p  o f  g l y c o ­

l y t i c  an d  o x i d a t i v e  m e t a b o l i s m  t o  p a r t i c l e s  e n t r y  and  d e s t r u c t i o n  

i n  p h a g o c y t o s i n g  c e l l s .  N a t u r e .  2 1 1 : 1 2  7 2 - 1 2 7 6 .

1 7 4 .  S e n t u r i a ,  B . H . ,  G e s s e r t ,  C . E . ,  C a r r ,  C . D . ,  an d  Bau ma n n ,  E . S .  

1 9 5 8 .  S t u d i e s  c o n c e r n e d  w i t h  t u b o t y m p a n i t i s .  A n n .  O t o l .  R h i n o l .  

L a r y n g o l .  6 7 : 4 4 0 - 4 6 7 .
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1 7 5 .  S h e e h a n ,  D . C . ,  and  H r a p c h a k ,  B . B.  T h e o r y  an d  p r a c t i c e  o f  

h i s t o t e c h n o l o g y . M o s b y ,  S t .  L o u i s ,  1 9 7 3 .  218 p.

1 7 6 .  S h i n n ,  D . L . S .  1 9 6 2 .  L a n c e t  1.  1 1 9 1 .

1 7 7 .  S h o h e t ,  S . B . ,  P i t t ,  J . ,  B o e h n e r ,  R . L . ,  and  P o p l a c k ,  D . G .  1 9 7 4 .  

L i p i d  p e r o x i d a t i o n  i n  t h e  k i l l i n g  o f  p h a g o c y t i z e d  p n e u m o c o c c i .  

I n f e c t .  I mmun.  1 0 : 1 3 2 1 - 1 3 2 8 .

1 7 8 .  S i e g l e r ,  D . ,  F a i e r s ,  M . C . ,  and  W i l l i s ,  A . T.  1 9 8 2 .  B a c t e r o i d e s  

m e n i n g i t i s  c o m p l i c a t i n g  c h r o n i c  m a s t o i d i t i s .  P o s t g r a d .  Med.  J .

58 : 5 6 0 - 5 6 1  .

1 7 9 .  S i g e t i ,  J . S . ,  G u i n e y ,  D . G . ,  and  D a v i s ,  D . E .  1 9 8 3 .  M e c h a n i s m  o f  

a c t i o n  o f  m e t r o n i d a z o l e  on B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s .  J .  I n f e c t .  D i s .  

1 4 8 : 1 0 8 3 - 1 0 8 9 .

1 8 0 .  S i l v e r s t e i n ,  S . C . ,  S t e i n m a n ,  R . M . ,  Co h n ,  Z . M.  1 9 7 7 .  

E n d o c y t o s i s .  Ann .  Re v .  B i o c h e m .  4 6 : 6 6 9 - 7 2 2 .

1 8 1 .  S i m o n ,  G . L .  K l e m p n e r ,  M . S . ,  K a s p e r ,  D . L . ,  an d  G o r b a c h ,  S . L .

1 9 8 2 .  A l t e r a t i o n s  i n  o p s o n o p h a g o c y t i c  k i l l i n g  by  n e u t r o p h i l s  o f  

B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s  a s s o c i a t e d  w i t h  a n i m a l  and  l a b o r a t o r y  

p a s s a g e :  E f f e c t  o f  c a p s u l a r  p o l y s a c c h a r i d e .  J .  I n f e c t .  D i s .  

1 4 5 : 7 2 - 7 7 .

1 8 2 .  S i p i l ä ,  P . ,  J o k i p i i ,  A . ,  J o k i p i i ,  L . ,  and  K a r m a ,  P.  1 9 8 1 .  

B a c t e r i a  i n  t h e  m i d d l e  e a r  an d  e a r  c a n a l  o f  p a t i e n t s  w i t h  s e c r e t o r y  

o t i t i s  m e d i a  and  w i t h  n o n - i n f l a m e d  e a r s .  A c t a  O t o l a r y n g o l .

92 : 1 2 3 - 1  3 0 .

1 8 3 .  S i p s ,  H . J . ,  and  H a m e r s ,  M. N.  1 9 8 1 .  M e c h a n i s m  o f  t h e  

b a c t e r i c i d a l  a c t i o n  o f  m y e l o p e r o x i d a s e :  I n c r e a s e d  p e r m e a b i l i t y  o f

t h e  E s c h e r i c h i a  c o l i  c e l l  e n v e l o p e .  I n f e c t .  I mmun.  3 1 : 1 1 - 1 6 .

1 8 4 .  S k o o g ,  W . A . ,  an d  B e c k ,  W. S.  1 9 5 6 .  S t u d i e s  on t h e  f i b r i n o g e n ,  

d e x t r a n  on p h y t o h e a m a g g l u t i n i n  m e t h o d s  o f  i s o l a t i n g  l e u k o c y t e s .  

B l o o d  1 1 : 4 3 6 - 4 5 4 .
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1 8 5 .  S l o y e r ,  J . L . ,  H o w i e ,  V . M . ,  P l o u s s a r d ,  J . H . ,  Amman,  A . J . ,  

A u s t r i a n ,  R . ,  an d  J o h n s t o n ,  R . B .  1 9 7 4 .  I mmune r e s p o n s e  t o  a c u t e  

o t i t i s  m e d i a  i n  c h i l d r e n .  1 .  S e r o t y p e s  i s o l a t e d  and  s e r u m  and  

m i d d l e  e a r  f l u i d  a n t i b o d y  i n  p n e u m o c o c c a l  o t i t i s  m e d i a .  I n f e c t .  

I mmun .  9 : 1 0 2 8 - 1 0 3 2 .

1 8 6 .  S l o y e r ,  J . L . ,  H o w i e ,  V . M . ,  P l o u s s a r d ,  J . H . ,  S c h i f f m a n ,  G . ,  and  

J o h n s t o n ,  R . B .  1 9 7 6 .  I mmune r e s p o n s e  t o  A c u t e  O t i t i s  m e d i a :  

A s s o c i a t i o n  b e t w e e n  m i d d l e  e a r  f l u i d  a n t i b o d y  an d  t h e  c l e a r i n g  o f  

c l i n i c a l  i n f e c t i o n .  J .  C l i n .  M i c r o b i o l .  4 : 3 0 6 - 3 0 8 .

1 8 7 .  S m i t h ,  M . R . ,  and  Wood,  V . B .  1 9 6 9 .  H e a t  l a b i l e  o p s o n i n s  t o  

p n e u m o c o c c u s .  I .  P a r t i c i p a t i o n  o f  c o m p l e m e n t .  J .  Ex p .  Med.  

1 3 0 : 1 2 0 9 - 1 2 2 7 .

1 8 8 .  S m i t h ,  L . D . S .  The p a t h o g e n i c  a n a e r o b i c  b a c t e r i a .  S e c o n d  

e d i t i o n .  C . C .  T homa s .  P u b l i s h e r .  S p r i n g f i e l d  1 1 1 .  1 9 7 5 .

1 8 9 .  S o c r a n s k y ,  S . S . ,  an d  G i b b o n s ,  R . J .  1 9 6 5 .  R e q u i r e d  r o l e  o f  

B a c t e r o i d e s  m e l a n i n o g e n i c u s  i n  m i x e d  a n a e r o b i c  i n f e c t i o n s .  J .  

I n f e c t .  D i s .  1 1 5 : 2 4 7 - 2 5 3 .

1 9 0 .  S u g i t a ,  R . ,  K a w a m u r a ,  S . ,  I c h i k a w a ,  G . ,  G o t o ,  S . ,  and  

F u j i m a k i ,  Y.  1 9 8 1 .  S t u d i e s  on a n a e r o b i c  b a c t e r i a  i n  c h r o n i c  o t i t i s  

m e d i a .  L a r y n g o s c o p e  9 1 : 8 1 6 - 8 2 1 .

1 9 1 .  S u n d b e r g ,  L . ,  C e d e r b e r g ,  Å . ,  E d é n ,  T . ,  an d  E r n s t s o n ,  S.  1 9 8 1 .  

B a c t e r i o l o g y  i n  s e c r e t o r y  o t i t i s  m e d i a .  A c t a  O t o l a r y n g o l .  S u p p l .  

3 8 4 : 1 8 - 2 5 .

1 9 2 .  S u n d q v i s t ,  G . K . ,  E c k e r b o m ,  M . I . ,  L a r s s o n ,  Å . P . ,  an d  S j ö g r e n ,  

Ü . T .  1 9 7 9 .  C a p a c i t y  o f  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  f r o m  n e c r o t i c  d e n t a l  

p u l p s  t o  i n d u c e  p u r u l e n t  i n f e c t i o n s .  I n f e c t .  I mmun.  2 5 : 6 8 5 - 6 9 3 .

1 9 3 .  S u n d q v i s t ,  G . ,  and  J o h a n s s o n ,  E.  1 9 8 0 .  N e u t r o p h i l  c h e m o t a x i s  

i n d u c e d  by  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  i s o l a t e d  f r o m  n e c r o t i c  d e n t a l  p u l p s .  

S c a n d .  J .  D e n t .  Re s .  8 8 : 1 1 3 - 1 2 1 .
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1 9 4 .  S w e e n e y ,  G . ,  P i c o z z i ,  G . ,  and  B r o w n i n g ,  G. G.  1 9 8 2 .  A q u a n t i t a ­

t i v e  s t u d y  o f  a e r o b i c  and  a n a e r o b i c  b a c t e r i a  i n  c h r o n i c  s u p p u r a t i v e  

o t i t i s  m e d i a .  J .  I n f e c t .  5 : 4 7 - 3 5 .

1 9 5 .  T a l l y ,  F . P . ,  C u c h u r a l ,  G . J . ,  J a c o b u s ,  N . V . ,  G o r b a c h ,  S . L . ,

A l d r i d g e ,  K . E . ,  C l e a r y ,  T . J . ,  F i n e g o l d ,  S . M . ,  H i l l ,  G . B . ,  I a n n i n i ,  

P . B . ,  M c C l o s k e y ,  R . V . ,  O ' K e e f e ,  J . P . ,  and  P i e r s o n ,  C . L .  1 9 8 3 .  

S u s c e p t i b i l i t y  o f  t h e  B a c t e r o i d e s  f r a g i l i s  g r o u p  i n  t h e  U n i t e d  

S t a t e s  1 9 8 1 .  A n t i m i c r o b .  Ag.  C h e m o t h e r .  2 3 : 5 3 6 - 5 4 0 .

1 9 6 .  T a k a z o e ,  I . ,  T a n a k a ,  M . ,  and  Homma,  T.  1 9 7 1 .  A p a t h o g e n i c

s t r a i n  o f  B a c t e r o i d e s  me 1 a n i n o g e n i eus  . A r c h s  o r a l .  B i o l .

1 6 : 81 7 - 8 2 2  .

1 9 7 .  T e e l e ,  D . W . ,  H e a l y ,  G . B . ,  and  T a l l y ,  F . P .  1 9 8 0 .  P e r s i s t e n t

e f f u s i o n s  o f  t h e  m i d d l e  e a r :  C u l t u r e s  f o r  a n a e r o b i c  b a c t e r i a .  A nn .
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