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Interactions between intestinal microflora and parasites of rodents

Abstract: Natural intestinal microflora is a complex system of microorganisms providing homeostasis in the gastrointestinal tract of the
host. Next to the bacterial commensals, there are other, larger and more hostile to the host organisms such as parasites. Laboratory rodent
(mice and rats) may be contaminated with intestinal parasites, mainly pinworm species. Helminth parasites can alter the interpretation of
final results. It is known that intestinal flora and parasites of animals may interact with each-other, but the nature of those relationships
is not fully investigated. Unfortunately, our state of knowledge does not allow to predict the direction of those interactions, hence it
seems important to carry out further research on this issue. In this work, current results of experimental studies on interactions between

intestinal microflora and parasites of rodents are presented.

1. Introduction. 2. Intestinal bacterial flora of rodents. 3. Studies in experimental animals. 4. Summary
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1. Wprowadzenie

Gryzonie laboratoryjne - myszy, szczury, myszo-
skoczki (gerbile), swinki morskie, bardzo czesto sg
wykorzystywane do badan eksperymentalnych. Wedtug
wykazu zwierzat laboratoryjnych hodowanych w Pol-
sce [10] obecnie wiele szczepow gryzoni (wsobnych,
kongenicznych, koizogenicznych, nie krewniaczych)
jest obiektem badan immunologicznych, farmakolo-
gicznych, toksykologicznych, biochemicznych, bio-
medycznych, nad nowotworami i innych. W celach
doswiadczalnych powinny by¢ wykorzystywane nie
tylko zwierzeta zdrowe, ale réwniez takie ktore nie sg
nosicielami zakazen patogennych.

Aby unikna¢ takich zagrozen zostala opracowana,
przy udziale WHO, FAO, ILAR, ICLAS, kategoryzacja
zwierzat laboratoryjnych z podzialem na: gnotobio-
tyczne (wérdd nich germ-free, monobionty, dibionty
i polibionty); zwierzeta SPF (Specified Pathogen Free)
i zwierzeta konwencjonalne (hodowle kontrolowane
i otwarte) [3].

Zwierzeta konwencjonalne rzadko bywaja badane
w kierunku zarazenia pasozytami, ktdrych obecnos¢
moze zmieni¢ interpretacje ostatecznych wynikow
badan eksperymentalnych [18]. Jak wykazaly eksper-
tyzy w wielu hodowlach u myszy stwierdzane sg przede
wszystkim jelitowe nicienie, owsiki Oxyuridae z gatun-
kéw Syphacia obvelata i Aspiculuris tetraptera, a u szczu-

roéw Syphacia muris, rzadziej tasiemce [1, 17]. Niewielka
intensywno$¢ inwazji pasozytow nie wywotuje na ogot
objawow chorobowych u tych zwierzat i moze nie wzbu-
dza¢ niepokoju 0s6b nadzorujacych hodowle. Ustalono,
ze Oxyuridae moga stuzy¢ jako biologiczne wskazniki
biologicznego zanieczyszczenia pomieszczen dla zwie-
rzat laboratoryjnych i ich wystepowanie (z wyszczegol-
nieniem gatunkéw) powinno by¢ wykazywane w spra-
wozdaniach z monitoringu ich zdrowia [23].

Pasozyty wspotwystepuja w okreslonych odcinkach
jelita (mikrohabitatach) z naturalng mikroflorg bakte-
ryjna zwierzat. Mikroflora wystepujaca na catej dtugosci
uktadu pokarmowego, oprécz wspomagania procesow
trawiennych zachodzacych w jelitach, jest takze waz-
nym czynnikiem zapobiegajacym badz ograniczajacym
osiedlanie drobnoustrojéw chorobotwérczych oraz orga-
nizméw pasozytniczych. Wysunigto teze, ze zmieniony
sktad jako$ciowy i ilosciowy flory bakteryjnej zywiciela
moze przyczyni¢ si¢ do nasilenia inwazji patogendw
i zintensyfikowania objawéw chorobowych.

2. Jelitowa flora bakteryjna gryzoni

Badania mikroflory jelitowej gryzoni zostaty pod-
jete w latach 60. XX wieku przez zespét Russela
W. Schaedlera [22]. Eksperymentalnie koloni-
zowano myszy laboratoryjne wybranymi szczepami
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bakterii, izolowanymi z mikroflory zwierzat pochodza-
cych z konwencjonalnych hodowli. W ich wyniku wyizo-
lowano 8 szczepdw bakterii najczesciej zasiedlajgcych
jelita gryzoni. W sklad mikroflory wg Schaedlera
wchodzity: Escherichia coli var. mutabilis, Streptococcus
(Enterococcus) faecalis, Lactobacillus acidophilus, L. sali-
varius, Streptococcus z grupy N, Bacteroides distasonis,
Clostridium sp., a takze bakterie EOS - Extremely Oxy-
gen Sensitive. W roku 1978 badacze z National Can-
cer Institute (NCI) dokonali weryfikacji sktadu flory
opisanej przez Schaedlera izlozonejz 8 szczepow
bakterii. Celem ich pracy bylo ujednolicenie mikro-
flory stosowanej do kolonizacji myszy gnotobiotycz-
nych (germ-free). Autorzy [16] opracowali nowa
definicje mikroflory obecnie znang jako ,Zmieniona
Flora Schaedlera” (ASF - Altered Schaedler Flora).
W skiad ,,Zmienionej Flory Schaedlera” (ASF) wchodza
3 gatunki z pierwotnego zestawu: Lactobacillus acidophi-
lus, L. salivarius, Bacteroides distasonis oraz szczegdlnie
wrazliwe na tlen bakterie wrzecionowate (EOS), a takze
bakterie spiralne i 3 nowe szczepy niezwykle wrazliwych
na tlen bakterii wrzecionowatych (EOS).

Na progu XXI wieku Dewhirst i wsp. [4] na
podstawie sekwencji 16S rRNA chcieli przekona¢ sig
czy w sklad mikroflory jelitowej gryzoni wchodza te
same szczepy ktore zostaly zakwalifikowane jako ,,Zmie-
niona Flora Schaedlera” (ASF). Wykazano, ze wigkszo$¢
mikroflory jelit stanowia wrzecionowate bakterie lub
stozkowate paleczki okreslone jako niezwykle wrazliwe
na tlen bakterie EOS - Extremely Oxygen Sensitive.
Bakterie te przewyzszaja liczebnie bezwzgledne beztle-
nowce. Wielu bakterii EOS nie udato hodowac in vitro,
a jeszcze mniej z nich zostato zidentyfikowanych.

Réwniez inni badacze, na przestrzeni lat, zajmowali
sie florg bakteryjna gryzoni wykazujac ze bezwzglednie
beztlenowe bakterie stanowig co najmniej 99% flory jeli-
towej tych zwierzat. Wedtug [6] sg to gtoéwnie bakterie
Lactobacillus sp., i Bacteroides sp. za$ inni badacze [7]
wyizolowali z tresci jelita grubego myszy laboratoryj-
nych dodatkowo bakterie z rodzajow: Eubacterium sp.,
Fusobacterium sp., Peptostreptococcus sp. i Propioni-
bacterium sp. U innych gryzoni laboratoryjnych mikro-
flora jelitowa jest podobna. Wedlug Worthingtona
i Fulghuma [30] umyszoskoczkéw wystepuja bakte-
rie z rodzajow: Lactobacillus sp. (najczesciej izolowany),
Bacteroides sp., a takze Bifidobacterium sp. i gatunki
Escherichia coli oraz Acinetobacter calcoaceticus, za$
u szynszyli najczesciej identyfikowano bakterie z rodza-
jow Bacteroides sp., Lactobacillus sp. i Bifidobacterium sp.

Liczba mikroorganizméw w jelitach gryzoni jest
ogromna. W 1 g treéci jelita grubego myszy moze wyno-
si¢ od 4,4 x 10" do okoto 10 ! bakterii [4, 7].

Tak duza liczba mikroorganizméw zapewnia inten-
sywna dzialalno§¢ metaboliczng zwlaszcza w jelicie
grubym zwierzecia [11]. Mikroorganizmy te nie tylko
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dostarczaja niezbednych substancji odzywczych (np.
witaminy K) dla gospodarza, ale takze chronig przed
kolonizacjg bton §luzowych przez drobnoustroje cho-
robotworcze. Np. liczne badania wykazaty zwiekszona
podatnos¢ myszy laboratoryjnych pozbawionych bakte-
rii na rézne czynniki zakazne w poréwnaniu do myszy
z normalng florg [4]. Wyniki innych badan [5, 6] ujaw-
nily, ze flora bakteryjna jelit jest niezbedna do prawidto-
wego funkcjonowania ukladu pokarmowego, trawienia
pokarmu a takze kompetencji ukladu odpornosciowego.
Drobnoustroje pelnig réwniez wazne funkcje metabo-
liczne, polegajace na rozktadaniu obecnych w pozywie-
niu toksyn i karcynogenow.

3. Badania na zwierzetach doswiadczalnych

Pod koniec lat 50. XX wieku podjeto réwniez bada-
nia wzajemnych oddzialywan miedzy pasozytami a florg
jelitowg zwierzat, gléwnie laboratoryjnych. Nieliczne
prace dotyczyly eksperymentalnych zarazen gryzoni
patogennymi pierwotniakami. Phillips i Wolfe
[19] zaobserwowali Ze, u pozbawionych mikroflory jeli-
towej (gnotobiotycznych) $winek morskich, zarazonych
pelzakiem czerwonki Entamoeba histolytica przebieg
choroby jest tagodniejszy w poréwnaniu z osobnikami
konwencjonalnymi. Lecz u monobiontéw (zasiedlanych
jednym gatunkiem bakterii), w zaleznosci od uzytych
szczepOw bakteryjnych, wystepowaly objawy poréwny-
walne do obserwowanych u zwierzat z pelng mikroflorg.

Zdecydowanie wiecej prac opartych jest na zaraze-
niach doswiadczalnych gryzoni laboratoryjnych paso-
zytniczymi helmintami, a zwlaszcza nicieniami. Jednymi
z pierwszych ktérzy przystapili do badan dotyczacych
oddzialywan miedzy pasozytami a flora jelitowa gry-
zoni byli polscy badacze - Zdzistaw Przyjatkow-
ski i Witold Stefanski. Ich dzialalno$¢ przypa-
dala na lata 60. i 70. ubieglego wieku, a prace oparte
byly w duzej mierze na eksperymentalnych zarazeniach
myszy i szczurdw nicieniami Aspicularis tetraptera i Tri-
chinella spiralis [20, 21, 24]. W prowadzonych doswiad-
czeniach autorzy wykazali, Ze naturalna flora bakte-
ryjna jelit wplywa korzystnie lub jest wrecz niezbedna
do rozwoju inwazji pasozytniczych nicieni. W wyniku
eksperymentéw wykazali m.in. koniecznos¢ obecnosci
prawidiowej flory jelitowej podczas zarazenia owsikiem
A. tetraptera [25].

Takze wplyw prawidiowej mikroflory jako czynnika
stymulujacego do osiedlania si¢ pasozytdw i ich rozwoju
w jelicie Zywiciela wykazaly doswiadczenia przeprowa-
dzane w tym okresie przez Wescotta [26,28]. Prace
autora opieraly si¢ na obserwacjach zaleznosci migdzy
obecnoscig bakterii a rozwojem i lokalizacjg nicienia
Nippostrongylus brasiliensis u myszy. N. brasiliensis jest
kosmopolitycznym pasozytem szczurdw i myszy, ktéry
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usadawia sie na nablonku $luzéwki jelita, pomigdzy
kosmkami. Do zarazenia nowych osobnikéw dochodzi
poprzez larwy inwazyjne (L3), ktére zyja w kale zaka-
zonych gryzoni i odzywiaja sie wystepujacymi tam bak-
teriami [29]. Larwy te wnikaja do zywiciela przez skore
lub per os. Cykl zyciowy pasozyta obejmuje wedréwke
przez ptuca i koncowa lokalizacje w obrebie jelita cien-
kiego w ciagu okolo tygodnia od momentu wniknigcia
larw. W wyniku przeprowadzonego doswiadczenia wie-
cej larw N. brasiliensis znaleziono w ptucach myszy kon-
wencjonalnych niz u myszy germ-free zaréwno po 48 h
jak i 8 dniach od infekc;ji [26]. Podobne zalezno$ci zaob-
serwowano wczesniej [14] u eksperymentalnie zarazo-
nych tym pasozytem $winek morskich. Réwniez tutaj
zanotowano wiekszg liczbe larw wedrujacych nicienia
u zwierzat z normalng florg jelitowa niz u $winek gno-
tobiotycznych. Takze w trakcie dalszej wedréowki tego
nicienia w organizmie myszy z pelng flora bakteryjna
w jelitach rozwinelo sie wiecej dorostych osobnikéw niz
u myszy bezbakteryjnych.

Lepszym modelem wydaja si¢ by¢ pasozyty, ktérych
cykl rozwojowy odbywa sie wylacznie w obszarze uktadu
pokarmowego i charakteryzuje si¢ dluzszg przezywal-
noscia, stad w dalszych doswiadczeniach jako modelu
uzyto [27] nicienia Nippostrongylus dubius. Larwy tego
pasozyta nie wedruja przez pluca, lecz krétko po rozpo-
czeciu inwazji wnikajg w $luzéwke by po okresie okoto
tygodnia przedosta¢ si¢ z powrotem do $wiatla jelita.
U zwierzat zarazanych per os doroste osobniki pasozyta
uzyskiwaly dojrzalo$¢ po 10 dniach od zarazenia a inwa-
zja utrzymywala sie do 4 miesiecy. Pierwsze obserwacje
wykazaly, ze larwy N. dubius rozwijaly si¢ w osobniki
doroste mniej licznie u myszy bezbakteryjnych niz kon-
wencjonalnych. Dodatkowo pasozyty izolowane z jelit
myszy germ-free osiggalty mniejsze wymiary i zawieraly
mniejszg liczbe jaj. Dalsze badania wykazaly zmiany
patologiczne (obecno$¢ guzkéw) w jelitach obu grup
myszy, ktére jednak zaczety zanikac po okoto tygodniu
u myszy z normalng florg jelitowa, u pozostatych gry-
zoni utrzymywaly sie przez ponad 60 dni.

Podobne wnioski mozna wysnu¢ na podstawie po6z-
niejszych badan [13], w ktorych wykorzystano wegorki
Strongyloides venezuelensis w eksperymentalnych zara-
zeniach gryzoni. Na podstawie analiz parazytologicz-
nych (okreslenie liczby pasozytow w jelitach) i histopa-
tologicznych (zmiany morfologiczne) badacze wykazali
wieksza inwazyjnos$¢ tego nicienia u myszy gnotobio-
tycznych niz u myszy konwencjonalnych. Wyniki te
wskazujg ze ekosystem bakterii jelitowych wptywa na
przebieg infekcji S. venezuelensis a dodatkowe podawa-
nie antybiotykéw gryzoniom moze poglebi¢ patogen-
nos¢ nicienia poprzez redukgje flory jelitowej.

Jednak w niektérych przypadkach mikroflora prze-
wodu pokarmowego wydaje si¢ by¢ obojetna w osiedla-
niu, rozwoju i egzystencji pasozytéw, co wykazano na
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przykladzie tasiemcow Hymenolepis diminuta. Pasozyty
te zyja w $wietle jelita, a sposob ich odzywiania nie jest
zwigzany z penetracja Sluzowki jelit, rozwijaja si¢ rownie
dobrze zaréwno u myszy i szczuréw bezbakteryjnych,
jak i konwencjonalnych [9].

Szereg prac dotyczy stymulujacego lub hamujacego
dzialania monokultur bakterii na jelitowe pasozyty
wewnetrzne - gléwnie nicienie. Przyjatkowski
[21] doswiadczalnie wykazal, ze Staphylococcus epider-
midis hamuje rozwoj wloéni Trichinella spiralis a stymu-
lujacy wplyw na jego rozwoj maja bakterie Gram-ujemne
Echerichia coli, Pseudomonas aeruginosa i Proteus sp.

W innych eksperymentach [12] wykazano, ze w obec-
noéci bakterii z grupy Bacillaceae samice nicienia jelito-
wego Heligmosomoides polygyrus pasozytujace u gryzoni
produkuja martwe, zdeformowane jaja z nie wyksztal-
cong larwg. Dodatkowo u dorostych samic nicieni
w czesci glowowej i w okolicy wulwy zaobserwowano
anomalie w budowie oskdrka. Zmiany te powigzano
z wydzielaniem przez bakterie m.in. chitynazy oraz bra-
kiem prawidlowej flory bakteryjnej u myszy germ-free
mogacych neutralizowa¢ niekorzystny wpltyw Bacilla-
ceae na rozwdj nicieni.

Dos$wiadczenia przeprowadzane na gryzoniach bez-
bakteryjnych monobiontycznych, zasiedlonych jednym
gatunkiem - Bacillus mesentericus, Pseudomonas aeru-
ginosa lub Lactobacillus sp. i zarazonych nicieniami
Nippostrongylus dubius ujawnily, ze w jelitach takich
zwierzat rozwijalo si¢ wigcej dojrzalych form pasozyta
niz u myszy germ-free, lecz mniej niz u gryzoni konwen-
cjonalnych [2]. W jelitach myszy zarazonych bakteriami
z rodzaju Lactobacillus sp. obserwowano mniej zmian
patologicznych w postaci guzkéw, a doroste samice
nicienia byly bardziej plodne (zawieraly wiecej jaj)
w stosunku do pasozytéw uzyskanych z myszy bezbak-
teryjnych. Stad wniosek, ze ten rodzaj bakterii ma zna-
czacy wplyw na ksztattowanie si¢ uktadu pasozyt-zywi-
ciel, gdyz stymuluje rozwdj inwazji pasozytniczych.

Takze dos$wiadczenia przeprowadzone na modelu
mysim z uzyciem wlosni Trichinella spiralis wykazaly, ze
doroste postacie pasozyta wystepowaly liczniej u gryzoni
z pelng florg jelitowg niz u gryzoni zarazonych tylko jed-
nym gatunkiem bakterii — Pseudomonas aeruginosa [21].

Z nowych badan [8] wynika ze niektére gatunki
bakterii wydaja sie by¢ wrecz niezbedne do przebiegu
inwazji pasozytniczej. Autorzy badali in vitro wpltyw
obecnosci zywych i martwych bakterii Escherichia coli
na zdolnos¢ rozwoju larw wlosogtéwki mysiej Trichu-
ris muris. W zaprojektowanym do$wiadczeniu inku-
bowali jaja tego nicienia w tresci jelitowej pochodza-
cej z jelita Slepego myszy oraz, aby okresli¢ znaczenie
bakterii w procesie wylegania, jaja inkubowano takze
w monokulturze E.coli. W obu prébach uzyskano
zbiezne wyniki - podobna liczba larw nicienia wylegla
sie w obecnosci pelnej flory jelitowej jak i w przypadku
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kontaktu z samymi paleczkami okreznicy. Wyleganie
larw nastepowalo tylko w temperaturze 37°C, sugeru-
jac tym samym istotny wplyw tego czynnika na rozwoj
pasozyta, prawdopodobnie chronigcy w ten sposob
larwy przed opuszczaniem ostonek jajowych w sro-
dowisku zewngtrznym. Istotng czescig doswiadczenia
bylo réwniez stwierdzenie czy do wylegu larw wtoso-
gléwki niezbedne sg zywe bakterie czy tylko struktury
tych mikroorganizméw. Ostatecznie wykazano, Ze wie-
cej larw wlosoglowki wyleglo sie w obecnosci zywych
bakterii E. coli niz w obecnosci bakterii zabitych przez
wysoka temperature. Badacze tym samym dowiedli,
ze komunikacja i oddziatywania miedzy organizmami
opieraja si¢ na kontakcie zywych organizméw a nie na
dzialaniu neuroprzekaznikéw badz wylacznie obecnosci
struktur komorkowych bakterii i pasozyta.

Cytowane wyzej wyniki badan uwidocznily wplyw
pelnej mikroflory, badz poszczegolnych bakterii na roz-
woj pasozytow jelitowych u gryzoni laboratoryjnych.
Natomiast badania autordéw brazylijskich [15] dotycza
drugiego aspektu - wplywu nicieni Angiostrongylus
costaricensis na stan endogennej flory jelitowej. U ekspe-
rymentalnie zarazonych myszy szczepu Swiss Webster
tymi pasozytami, ktore zasiedlajg tylne odcinki jelita,
znaczaco wzrosta liczba jelitowych bakterii tleno-
wych - wjelicie kretym z 4,4 x 107 do 1,7 x 10%. Podczas
gdy beztlenowce z rodzaju Peptostreptococcus w okrez-
nicy zarazonych zwierzat osiagnely wartos¢ 7,5x 108
a w grupie kontrolnej bylo ich 1,5°. Badacze sugeruja,
ze takie zmiany jelitowej mikroflory u myszy pod wply-
wem zarazenia nicieniami moga pomdc w rozwigzy-
waniu probleméw w niektorych infekcjach bakteryj-
nych takze u ludzi.

4. Podsumowanie

Wplyw bakterii na osiedlanie i rozwoj pasozytow
jest faktem niezaprzeczalnym, podobnie jak niejedno-
stronno$¢ tych relacji. Dotychczasowe wyniki badan
wskazuja, Ze rola naturalnej flory bakteryjnej w regulacji
ukladu pasozyt-zywiciel ksztaltuje si¢ w sposdb zroz-
nicowany. Na ogél ma wplyw stymulujacy na rozwoj
pasozytow, jednak czasami jej obecno$¢ nie ma zadnego
znaczenia. Wykazano réwniez Ze monokultury poszcze-
golnych bakterii mogg mie¢ dodatni lub hamujacy
wplyw na helminty jelitowe, a gtéwnie nicienie. Badania
wykazaly takze, ze inwazja pasozytnicza rozwijajaca si¢
w jelicie zywiciele powoduje zmiany ilosciowe bakterii
bytujacych we wspolnym mikrohabitacie.

Niestety wspolczesny stan wiedzy nie pozwala prze-
widzie¢ kierunku interakcji danego gatunku mikro-
organizmu i organizmu pasozytniczego oraz efektu
tego zwiazku na organizm zywiciela, stad tak waznym
wydaje sie prowadzenie dalszych badan nad tym zagad-
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nieniem. Znajomos¢ poszczegdlnych oddziatywan by¢
moze pozwoli w przysztosci na bardziej skuteczng walke
zardwno z parazytozami zwierzat jak i cztowieka.
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