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RESUMEN

La microbiota y los helmintos intestinales han co-evolucionado dentro del hospedador hasta
alcanzar un equilibrio, cuya alteracién puede afectar a la supervivencia del parasito. En este
estudio se pretende evaluar la influencia de la modificacion de la microbiota sobre el
asentamiento intestinal del nematodo Trichinella spiralis, mediante el tratamiento
prolongado, previo a la infeccion experimental, con dos antibioticos de perfiles diferentes, el
aminoglucosido estreptomicina y el beta lactamico penicilina. Como era de esperar la
alteracion del entorno del parasito, a través de la modificacion de la microbiota, perjudica el
establecimiento del parasito.
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SUMMARY

The intestinal microbiota and parasitic helminths have coevolved inside their host to reach a
balance. Any alteration of this equilibrium may affect the parasite survival. This study aims
to evaluate the influence of the microbiota modification on intestinal settlement of the
nematode Trichinella spiralis by long term treatment prior to experimental infection with two

antibiotics of different profiles, the aminoglycoside (streptomycin) and the beta-lactam
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(penicillin). As expected, the experiment showed that antibiotic treatment changes the parasite
environment so that makes your establishment less effective.
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INTRODUCCION

El tracto gastrointestinal alberga una gran variedad de microorganismos comensales
(microbiota), que regulan la homeostasis intestinal, favoreciendo el metabolismo de nutrientes
y la respuesta inmune (lvanov et al. 2009), dificultando la colonizacién de ese nicho
ecologico por patégenos. El tratamiento con antibidticos debe afectar a la diversidad y
prevalencia de las poblaciones bacterianas, y puede conducir a cambios en el microambiente
intestinal.

Los helmintos intestinales comparten una larga historia evolutiva con sus hospedadores. El
resultado es una adaptacién que, en muchos casos, conlleva una pérdida o disminucién de su
letalidad e incluso efectos beneficiosos por fortalecimiento de la respuesta inmune. Se conoce
el impacto que las infecciones parasitarias tienen sobre las poblaciones bacterianas (Reynolds
et al 2104; Holms et al, 2015), pero no la influencia que las alteraciones en la microbiota
puedan tener en el asentamiento y progresion de la infeccién por parasitos. Este es el objetivo
de nuestro trabajo.

MATERIALES Y METODOS
Ensayos in vitro.- Larvas de primer estadio (L1) de Trichinella spiralis, obtenidas por

digestion artificial, a partir de canales de ratones previamente infectados, se incubaron en placas de
24 pocillos (1000 Li/pocillo en 1 ml de medio HBSS) con diferentes concentraciones (1, 2 y 5 mg/ml)
de estreptomicina y penicilina. Después de 72 horas de incubacidn en condiciones de microaerobiosis,
se sustituye el medio por MTT (sal de tetrazolio), y se incuba durante 1 hora, produciéndose la
reduccion del MTT a formazan por las enzimas mitocondriales de las larvas viables y el cambio de
color. Tras esta incubacion se retir6 el MTT y se afiadi6 DMSO para liberar el colorante metabolizado.
La absorbancia fue medida a 525 nm. El ensayo se realiz6 por triplicado.

Ensayos ex vivo.- Para determinar el efecto de los antibidticos sobre la capacidad infectiva de

las larvas, se incubaron en las condiciones ya indicadas 300 Ly/pocillo con los antibiéticos
durante 24 horas. Pasado este tiempo se retiraron 600 pl de sobrenadante y el resto de medio junto a
las larvas fueron administradas por sonda bucogéstrica de forma individualizada a ratones Swiss CD1
(hembras de 6-8 semanas, de 20-25 g de peso), estableciéndose 4 grupos (control, 1,2 y 5 mg/ml de
antibiotico) de 6 animales por grupo y antibiotico (estreptomicina y penicilina). Transcurridos 7 dias

de la infeccion se procedio al sacrifico de los ratones y al recuento del nimero de adultos.
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Ensayos in vivo.- Para los ensayos in vivo se emplearon 3 grupos de ratones Swiss CD1,

(grupos control, estreptomicina y penicilina), que eran pretratados 5 mg/ml de estreptomicina
0 2,5 mg/ml de penicilina, incorporados en el agua de bebida. El pre tratamiento se inicié 14
dias antes de la infeccion experimental y se mantuvo hasta el fin del experimento. Todos los
grupos fueron inoculados mediante sonda bucogastrica con 300 + 50 L1 de T. spiralis.
Transcurridos 1, 3, 5y 7 dias post infeccion, los ratones fueron sacrificados y se procedié al
recuento de adultos asentados en la mucosa intestinal.

RESULTADOS

Ensayos in vitro. Como se observa en la Figura 1, ni estreptomicina ni penicilina tienen efecto

directo sobre las larvas a las concentraciones ensayadas.
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Figura 1. Evaluacion de la posible actividad antihelmintica de los antibioticos.

Ensayos ex vivo. Los resultados muestran que estreptomicina y penicilina (Figura 2) tampoco

afectan a la capacidad infectante de las larvas.
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Figura 2. Analisis de la infectividad larvaria tras los tratamientos antibi6ticos.
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Ensayos in vivo. Los ensayos in vivo demostraron como la modificacion de los perfiles
bacterianos en la microbiota intestinal tiene un efecto directo sobre la capacidad de
establecimiento de las larvas infectantes de Trichinella spiralis, no asi sobre su permanencia,
al evaluarse la historia natural de la infeccion intestinal desde el dia 1 hasta el dia 7 post
infeccion (Figura 3). Estreptomicina (60 - 67% reduccion vs control). Penicilina (37 — 43% vs
control)

140 Historia natural del asentamiento de adultos en la mucosa intestinal tras el tratamiento antibidtico
120
I control

I Estreptomicina
0 Penicilina

Namero de adultos

Dia 1 post infeccion Dia 3 post infeccion Dia 5 post infeccion Dia 7 post infeccion

*p < 0,05

Figura 3. Progresion de la infeccion a lo largo del ciclo intestinal.

En cuanto a los estudios histoldgicos, en el dia 1 p.i., los segmentos de duodeno, yeyuno e
ileon de los ratones de los tres grupos muestran en la lamina propia un componente
inflamatorio habitual, de escasa intensidad, constituido por linfocitos, células plasmaticas y
polimorfonucleares neutréfilos aislados.

Los hallazgos obtenidos en los dias 5y 7 p.i muestran un proceso inflamatorio moderado en
todos los grupos, con polimorfonucleares y criptitis. Se observa la presencia de parasitos en
los cortes realizados. No se observaron diferencias entre los grupos control y los tratados con

antibidtico en ninguno de los dias evaluados.

Figura 4. Cortes histol6gicos de muestras de intestino delgado en los diferentes dias evaluados.
A: dia 1 post infeccion (control). B: dia 5 post infeccion (estreptomicina) C: dia 7 post infeccion
(penicilina). Las flechas indican secciones de adultos de Trichinella spiralis.
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DISCUSION

Numerosos trabajos han estudiado la interaccion entre los parésitos y el sistema inmune
(Weinstock et al., 2009), microbiota y sistema inmune (Clemente et al., 2012), pero aun se ha
estudiado poco acerca de la interaccion parasito-microbiota. Claramente los antibioticos
juegan un papel fundamental en la comunicacién entre la salud intestinal y el estatus
fisiologico del hospedador (Ferrer et al., 2014). Ademas, la microbiota intestinal representa
un factor relevante que puede interferir en el éxito o fracaso de la infecciones por helmintos
(Berrilli et al., 2012). Muchos helmintos modifican los perfiles bacterianos intestinales para
asegurar su establecimiento (Reynolds et al., 2014; Holms et al. 2015), de manera que
podemos pensar que modificaciones en la microbiota intestinal producidas por el consumo de
antibidticos pueden generar entornos hostiles que obstaculicen o impidan la infeccion
parasitaria. Nuestros resultados muestran que el pre-tratamiento con los antibioticos
estreptomicina y penicilina disminuyen significativamente el establecimiento de T. spiralis, si
bien este se produce a diferentes niveles (alrededor del 63% vs al 39% de reduccion de

poblacion adulta por estreptomicina y penicilina, respectivamente).

CONCLUSIONES

1.- Los antibioticos no presentan actividad antihelmintica

2.- El contacto de las larvas con el antibiotico no modifica su capacidad infectiva para el
hospedador.

3.- La microbiota parece jugar un papel fundamental en el establecimiento de Trichinella
spiralis en su nicho intestinal.

4.- Las poblaciones bacterianas (Gram negativas, gram positivas) pueden tener diferentes

grados de implicacion en el establecimiento del parasito
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