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Aumento de la resistencia contra la infeccion experimental
murina por Trichinella spiralis utilizando Lactobacillus casei

Increase of resistance against murine experimental
Trichinella spiralis infection using Lactobacillus casei
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Alma Rosa Fernandez Roman***
Adriana Posadas Beltran**

Olga Ixta Rodriguez**

Abstract

Previousstudies demonstrated that Lactobacillus caseiinduces protective responsesin heterogenic mice (NIH)
againstinfection due to parasites such as Hymenolepis nanaand Trichinella spiralis. The aim of the present study
was to determine the protectioninduced by the intraperitoneal (ip) inoculation of viable Lactobacillus caseiinto
congenic mice against T. spiralisinfection. Twenty-two parasite-free female adult BALB/c mice were allocated
at random into four groups (Lc-1, Lc-2, Le-3 and C) of five to six animals each. Each mouse from groups Lc-
1, Lc-2 and Lc-3 was inoculated by the ip route with 1.8 X 10° viable Lactobacillus casei as follows: In Lc-1, on
days —-14 and -7; in Lc-2, on days —11 and —4; and in Lc-3, on days -7 and 1. Animals from the control Group
(C) did not receive any treatment. All animals from the four groups received 500 T. spiralisinfective ISS3 strain
larvae/mouse by the oral route on day 0. Five days later, mice were sacrificed to obtain adult worms from their
intestines. Data was analyzed by the Kruskal-Wallis test. The mean + standard error of mean (SEM) of T.
spiralisadult specimens for Group C was 22 + 7.1; while for Lc-1, Lc-2 and Lc-3 groups it was of 14 + 3.6, 12.66
+5.1,and 2 + 1.2, respectively. Reduction of the worm load related to that of the control group was of 36.4%,
42.45% and 90.9% for Lc-1, Lc-2 and Lc-3 groups, respectively. Such a reduction was only significant in the
Lc-3 Group (P<0.05). Results indicate that viable L. caseiinoculated twice (days —7 and —1) in congenic BALB/
c induces a significant protective response against T. spiralis infection.
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Resumen
/Enestudios previos se demostré que Lactobacillus caseiinduce respuestas protectoras en ratones heterogénicos

(NIH) contra la infeccién por parasitos como Hymenolepis nanay Trichinella spiralis. El objetivo del presente
trabajo fue determinar la proteccion conferida por la administracién intraperitoneal (ip) de Lactobacillus casei
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viable en ratones congénicos contra la infeccién con Trichinella spiralis. Veintid6s ratones hembra BALB/c
adultos, libres de parasitos, fueron distribuidos al azar en cuatro grupos (Lc-1, Lc-2, Le-3, T) de cinco a seis
animales. Cada ratén de los grupos Lc-1, Lc-2 y Le-3 fue inoculado por via intraperitoneal con 1.8 x 10°
Lactobacillus caseiviables, de la siguiente manera: En el Lc-1los dias—-14 y —7; en el Lc-2los dias-11y -4 y en
el Lc-3 los dias —7 y —1; mientras que los animales del grupo testigo (T) no recibieron ningtn tratamiento. En
eldia cero todoslos animales delos cuatro grupos recibieron 5001arvasinfectivas de T. spiralis/ratén, cepaISS3,
por via oral y cinco dias después fueron sacrificados humanitariamente para obtener sus intestinos y colectar
los ejemplares adultos del parasito. Los datos obtenidos fueron analizados por medio de la prueba de Kruskal-
Wallis. La media * error estindar de la media (EEM) de ejemplares adultos de T. spiralis para el grupo T fue
de22 + 7.1, mientras que paralos grupos Lc-1, Lc-2y Le-3 fuede 14 = 3.6,12.66 = 5.1y 2 =+ 1.2, respectivamente.
La reduccién de la carga parasitaria con relacién a la del grupo testigo fue de 36.4%, 42.45% y 90.9% para los
grupos Lc-1, Le-2 y Le-3, respectivamente; dicha reduccion sélo fue significativa en el grupo Lc-3 (P < 0.05).
Los resultados obtenidos indican que L. casei viable induce una respuesta protectora significativa contra la
infeccién por T. spiralis en ratones congénicos BALB/c tratados en dos ocasiones (dias -7 y -1).

Palabras clave: RESISTENCIA INESPECIFICA, RATONES BALB/C, LACTOBACILLUS CASEL, TRICHINELLA SPIRALIS.

drugs, and thedifficultiesin producing vaccines

based on defined antigens in a short term, have
emphasized the need for new alternatives to control
parasitic diseases. The use of immunostimulants is one
of these alternatives. In this context, it has been demons-
trated that by the intraperitoneal inoculation (ip) of
immunostimulants into different animal species before
infection, it is possible to induce non specific resistance
against parasitessuchas Fasciola hepatica,' Haemonchus
contortus;* Toxoplasma gondii? Eimeria tenella*and Trichi-
nella spiralis.® It has also been demonstrated in other
experiments that L. casei, administered by the ip route
into heterogenic mice (NIH), generated a significant
resistanceagainst 7. spiralis® and Hymenolepisnana(Bau-
tista-Garfias, Ixta, Aguilar, Martinez, Miralrio, data not
published) infections. The aim of the present study was
todetermine the protection conferred by theip adminis-
tration of viable Lactobacillus casei into congenic mice
against T. spiralisinfection.

Twenty two adult female, parasite free BALB/cmice
were obtained from the Instituto Nacional de Salud
Publica animal’s facility at the Secretaria de Salud in
Cuernavaca, in the State of Morelos, Mexico. Animals
were distributed at random into four groups (Lc-1, Lc-
2, Lc-3, and the control- C) of five to six animals. Each
mouse in groups Lec-1, Le-2 and Le-3 was inoculated ip
with 1.8x10°viable, strain ATCC7469, Lactobacillus casei
as follows: in Lc-1at-14and -7 days; in Lc-2at-11 and
-4 days, and in Lc-3 at -7 and -1 days, while animals
from group C did not receive any treatment. At day 0,
each mouse from the four groups received 500, strain
ISS3, T. spiralisinfective larvae by the oral route. These

T he growing evidence of parasite resistance to
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parasitos a firmacos y las dificultades para pro-

ducir vacunas basadas en antigenos definidos
en el corto plazo, han enfatizado la necesidad de nue-
vas alternativas para el control de enfermedades para-
sitarias; eluso deinmunoestimulantes es una de dichas
alternativas. En este contexto, se ha demostrado que
por medio de la inoculacion intraperitoneal de inmu-
noestimulantes en diferentes especies animales antes
de lainfeccion es posible inducir resistencia no especi-
fica contra parasitos como Fasciola hepatica,' Haemon-
chus contortus,* Toxoplasma gondii,® Eimeria tenella*y
Trichinella spiralis. En otros experimentos también se
demostré que L. casei, administrado por via intraperi-
toneal en ratones heterogénicos (NIH), generé una
resistencia significativa contralainfecciéon por T. spira-
lis°e Hymenolepis nana (Bautista-Garfias, Ixta, Aguilar,
Martinez, Miralrio, datos no publicados). El objetivo
del presente trabajo fue determinar la proteccién con-
ferida por la administracién intraperitoneal (ip) de
Lactobacillus caseiviable enratones congénicos contrala
infeccién con T. spiralis.

Veintidds ratones hembra BALB/c adultos, libres de
parésitos, se obtuvieron del Bioterio del Instituto Na-
cional de Salud Publica de la Secretaria de Salud, en
Cuernavaca, Morelos, México. Estos fueron distribui-
dosalazaren cuatro grupos (Lc-1, Lc-2, Le-3, testigo) de
cincoaseisanimales. Cadaraténenlos gruposLc-1, Lc-
2y Lc-3 fue inoculado por via intraperitoneal (ip) con
1.8 X 10° Lactobacillus caseiviables, cepa ATCC7469, de
lasiguiente manera:enelLc-1losdias—14y—7; enel Lc-
2los dias—11y—4 y en el Lc-31os dias -7 y —1, mientras
que los animales del grupo testigo (T) no recibieron

l a evidencia creciente de la resistencia de los



larvae were obtained by the artificial digestion method
described by Pefia-Pina etal’” Five dayslater mice were
euthanized in order to obtain their intestines, and
collect the adult worms by the modified Baermann
technique.® Comparison of data among groups was
carried out by the Kruskal-Wallis test.” A value greater
than P = 0.05 was considered as not significant.

The total number of adult T. spiralis specimen co-
llected in groups C, Lc-1, Le-2 and Le-3 was of 110, 70,
76 and 12, respectively. The percentage reduction of
the worm load with respect to that of the control group
was of 36.4,42.45 and 90.9 for groups Lc-1, Le-2and Le-
3, respectively. However, such a reduction was only
significant in the Lc-3 group (P < 0.05) (Table 1).

Results obtained indicate that viable L. caseiinocula-
ted twice (-7 and -1 days) by the ip route before infec-
tioninto congenic BALB/c mice, promotes a significant
protective response against T. spiralissettlement, simi-
lar to that observed in heterogenic mice.® It has also
been possible to generate protective responses against
the same nematode species in NIH mice treated by the
oral route before the infection with viable or dead
lactobacilli.' Therefore, the protective response against
T. spiralisgenerated by L. caseiin mice was demonstra-
ted, mainly acting againstadult wormsin the intestine.
Part of the protection is a result of the interferon-y
production generated by the treatment with L. casei.®

ningan tratamiento. En el dia cero cada uno de los
ratones delos cuatro gruposrecibié 5001arvasinfectivas
de T. spiralis, cepa ISS3 por via oral, obtenidas por el
método de digestion artificial descrito por Pefia-Pina
etal’” Cinco dias después los ratones fueron sacrifica-
dos humanitariamente para obtener sus intestinos y
colectarlos ejemplares adultos del parasito por medio
de la técnica de Baermann modificada.® La compara-
cién de datos entre grupos se llevé a cabo por medio
dela prueba de Kruskal-Wallis.” Un valor méas grande
de P = 0.05 fue considerado como no significativo.

Elntimero total de ejemplares adultos de T. spiralis
colectado en los grupos T, Lc-1, Le-2 y Le-3 fue de 110,
70, 76 y 12, respectivamente. El porcentaje de reduc-
cién de la carga parasitaria con relacion a la del grupo
testigo fue de 36.4,42.45y 90.9 paralos grupos Lc-1, Lc-
2y Lc-3, respectivamente. Sin embargo, dicha reduc-
cién soélo fue significativa en el grupo Lc-3 (P < 0.05)
(Cuadro 1).

Los resultados obtenidos indican que L. casei viable
inoculado por via ip en dos ocasiones (dias -7 y -1)
antes de la infeccién en ratones congénicos BALB/c,
promueve una respuesta protectora significativa con-
tra el establecimiento de T. spiralis, al igual que en
ratones heterogénicos.® En estos tltimos también ha
sido posible generar respuestas protectoras contra la
misma especie de nematodo en ratones NIH tratados

Cuadro1
PROMEDIO DE GUSANOS ADULTOS DE Trichinella spiralis RECUPERADOS DEL INTESTINO DE RATONES BALB/c, TRATADOS O NO
CON Lactobacillus casei, CINCO DiAS DESPUES DE LA INFECCION CON 500 LARVAS INFECTIVAS DEL PARASITO/RATON.
MEAN Trichinella spiralis ADULT WORMS RECOVERED FROM BALB/c MICE INTESTINE, TREATED OR NOT WITH Lactobacillus casei, FIVE
DAYS AFTER INFECTION WITH 500 PARASITE INFECTIVE LARVAE/MOUSE
Gusanosadultosrecuperados Porcentajede
Niim. minimo- reducciéncon
Grupo(n) Tratamiento Num. Méaximo Total Media + EEM?  relaciénaltestigo Valorp®
Adultwormsrecovered Percentage
reductionwith
respect tothe p
Group (n) Treatment Range Total Mean + SEM® control value®
Testigo (5) —_— 3-46 110 22+ 71
Le-1(5) L. caseii.p. dias-14y -7 5-25 70 14 + 3.6 36.4 NS¢
Lc-2 (6) L. caseii.p. dias 11y —4 1-30 76 12.66 + 5.1 42.45 NS
Lc-3 (6) L. caseii.p. dias -7y -1 0-8 12 24+ 12 90.9 0.05
#Mean standard error.
b Kruskal-Wallis test.
¢Notsignificant.
ip=intraperitoneal route.
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Similarly, it has been observed that the NIH mice
treatment with L. casei induces a protective response
against the Hymenolepis nana infection, and thatadult
worms recovered from these mice are significantly
smaller than those obtained from the control group
(Bautista-Garfias, Ixta, Aguilar, Martinez, Miralrio, data
not published). Aforementioned studies indicate that
L. casei inoculation in mice provokes a non-specific
immune response that is effective against the parasite
settlementsuch as T. spiralisand H. nana. Most proba-
bly, the resistance generated by the viable L. casei
administration was caused by the stimulation of an
innate or natural immune response, which is more
complex than it was previously thought. Thisis closely
linked to the acquired immune response,'! giving rise
to the production of pro-inflammatory Th 1 cytokines,
such as IL-2 and interferon-gamma (IFN-y, with many
activities)? and, at the same time, to macrophage acti-
vation (with the consequent production of toxic subs-
tances such as nitric oxide and oxygen metabolites
which are toxic for many pathogenic agents), lympho-
cyte activation, and accelerated antigen processing; in
this case antigens from T. spiralis. However, itis neces-
sary to carry out more studies to elucidate the mecha-
nisms responsible for such protection. This study in
congenic mice represents the first one of a series of
studies designed to the analysis of the expression of
different surface molecules onlymphocytes from mice
treated or not with L. casei, and the relationship with
the resistance to T. spiralis infection.
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porviaoral, antes delainfeccién, conlactobacilos vivos
o muertos.”” En este sentido, se demostré que la res-
puesta protectoracontra T. spiralisgenerada por L. casei
en ratones, actiia basicamente contra gusanos adultos
en el intestino y que la proteccién, en parte, se debe a
la produccién de interferén-y generada por el trata-
miento con el lactobacilo.®

Similarmente se ha observado que el tratamiento de
ratones NIH con L. caseiinduce una respuesta protec-
tora contralainfeccién por Hymenolepisnanay quelos
gusanos adultos recuperados de estos ratones son
significativamente mas pequefios que aquellos obteni-
dos de los animales testigo (Bautista-Garfias, Ixta,
Aguilar, Martinez, Miralrio, datos no publicados). Los
estudios mencionados sefialan quelainoculacién de L.
casei en ratones provoca una respuesta inmune
inespecifica que es efectiva contra el establecimiento
de parasitos como T. spiralisy H. nana. Es probable que
laresistencia generada porlaadministracion de L. casei
viable se haya debido ala estimulacién de unarespues-
ta inmune innata o natural, que es mas compleja de lo
que se pensaba y que estd estrechamente vinculada
con la respuesta inmune adquirida, dando lugar a la
produccién de citocinas proinflamatorias Th 1, como
sonlalL-2y elinterferén-gamma (IFN-y, con multiples
actividades'?) y, a su vez, ala activaciéon de macréfagos
(con la consecuente produccién de sustancias téxicas
como el 6xido nitrico y radicales del oxigeno, téxicos
para muchos agentes patégenos) y de linfocitos, asi
como al procesamiento acelerado de antigenos, en este
casode T. spiralis. Sinembargo, se requierellevaracabo
mas estudios para esclarecer los mecanismos respon-
sables de dicha proteccién. En este sentido, el presente
estudio en ratones congénicos representa el primero
de una serie de estudios disefiada para el andlisis de la
expresion de diferentes moléculas de superficie en los
linfocitos de ratones tratados o no con L. casei y su
relacion con la resistencia a la infeccion con T. spiralis.
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