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Efecto del tratamiento oral e intraperitoneal de ratones
BALB/c con Lactobacillus casei sobre el establecimiento
de adultos de Trichinella spiralis

Establishment of Trichinella spiralis in BALB/c mice
treated with Lactobacillus casei administered
intraperitoneally and orally

Carlos Ramén Bautista Garfiasa:¢, Alma Rosa Fernandez RomanP, Adriana Posadas Beltranc,
Olga Ixta RodriguezC®

RESUMEN

Se compar6 la proteccion conferida por la administracion oral o intraperitoneal (i.p.) de Lactobacillus casei viable en ratones
congénicos, contra el establecimiento de adultos de Trichinella spiralis. \eintitin ratones BALB/c adultos, fueron distribuidos
equitativamente al azar en tres grupos (Lc-IP, Lc-O, T). Cada ratén del grupo Lc-IP fue inoculado por via i.p. en el dia =7 con
1.8 x 109 L. casei; mientras que en el grupo Lc-O cada animal recibi6 por via oral 1.8 x 109 L. casei en los dias -7, -6, -5,
-4, -3, -2 y -1. Los roedores del grupo testigo (T) no recibieron tratamiento. En el dia 0 todos los animales fueron inoculados
por via oral con 500 larvas infectivas de T. spiralis/ratén, y en el dia cinco fueron sacrificados para determinar el nimero de
parasitos adultos: en el grupo T se colectaron 181 mientras que en los grupos Lc-IP y Lc-O se obtuvieron 102 y 97, respectivamente.
\einticuatro horas después del sacrificio, todos los gusanos del grupo testigo (181) presentaban movimiento, mientras que los de
los dos grupos tratados con L. casei (102 + 97 = 199) no. La reduccion de la carga parasitaria con relacion a la del grupo testigo
fue de 43.6 % (P<<0.05) para el grupo Lc-IP y de 46.4 % (P<<0.05) para el grupo Lc-O. Los resultados obtenidos indican que
L. casei viable administrado por via oral o intraperitoneal en ratones BALB/c induce una respuesta protectora significativa similar
contra la infeccion por T. spiralis.
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ABSTRACT

A comparison of protection conferred against Trichinella spiralis adults by viable Lactobacillus casei administered either
intraperitoneally (i.p.) or orally to congenic mice was carried out. Twenty-one adult BALB/c mice were distributed at random in
three groups (Lc-IP, LC-O, T). Each mice of the Lc-IP group was i.p. inoculated on day -7 with 1.8 x 109 L. casei organisms,
while in group Lc-O each mice was given orally 1.8 x 109 L. casei organisms on days -7, -6, -5, -4, -3, -2 and —1. Rodents in
group T weren’t given any treatment. On day 0 every animal was inoculated with 500 infective Trichinella spiralis larvae and on
day 5 all mice were humanely Killed in order to determine the number of adult parasites: 181 adults were collected from group
T, 102 from group Lc-IP and 97 from group Lc-O. Twenty four hours later, all 181 worms belonging to the control group
were mobile, while the 199 (102+97) of the other two groups were not. A 43.6 % (P<<0.05) reduction in parasite load relative
to the control group for the Lc-1P group and of 46.4 % (P<<0.05) for the Lc-O group was determined. These results indicate
that viable L. casei administered either orally or i.p. to BALB/c mice produce a significant protective response against Trichinella
spiralis.
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Tanto la evidencia, cada vez mas comun, de la
resistencia de los parasitos a los farmacos, asi como
las dificultades para producir vacunas basadas en
antigenos definidos en el corto plazo, han hecho
evidente la necesidad de contar con nuevas
alternativas para el control de enfermedades
parasitarias. El uso de inmunoestimulantes es una
de dichas alternativas; se ha demostrado que por
medio de la inoculacion intraperitoneal (i.p.) de
distintos inmunoestimulantes en diferentes especies
animales antes de la infeccion, es posible inducir
resistencia no especifica contra parasitos como
Fasciola hepatica(l), Haemonchus contortus(?),
Toxoplasma gondii(3), Eimeria tenella(4) vy
Trichinella spiralis(®). En experimentos relacionados,
también se demostr6 que Lactobacillus casei viable
administrado por via i.p. en ratones heterogénicos
(NIH) gener6 una resistencia significativa contra la
infeccion por T. spiralis(®) e Hymenolepis nana
(Bautista-Garfias et al., datos no publicados). El
objetivo del presente trabajo fue comparar la
proteccion generada por la administracion i.p. u
oral de Lactobacillus casei viable en ratones
congénicos contra el establecimiento de adultos de
T. spiralis en una infeccién experimental.

\eintitn ratones hembra BALB/c adultos, libres de
parasitos, se obtuvieron del Bioterio del Instituto
Nacional de Salud Pdblica de la Secretaria de Salud.
Estos, fueron distribuidos al azar en tres grupos
(Lc-IP, Lc-O y T) de siete animales. Cada raton en
el grupo Lc-IP fue inoculado por via i.p. con 1.8
x 109 Lactobacillus casei viables, cepa ATCC7469,
en el dia -7; en el grupo Lc-O cada roedor recibio
la misma dosis de L. casei, pero por via oral los
dias -7, -6, -5, -4, -3, -2 y -1; mientras que los
animales del grupo testigo (T) no recibieron ningln
tratamiento. En el dia O cada uno de los ratones de
los tres grupos recibid 500 larvas infectivas de T.
spiralis, cepa I1SS3 por via oral, obtenidas por el
método de digestion artificial descrito por Pefia et
al(7). Cinco dias después los ratones fueron
sacrificados humanitariamente para obtener sus
intestinos y colectar los ejemplares adultos del
parésito por medio de la técnica de Baermann
modificada(®). La comparacion de datos entre grupos
se llevd a cabo por medio de la prueba de Kruskal-
Wallis(9).
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Parasite resistance to diverse chemicals as well as
the difficulty for producing in the short term vaccines
based on antigens, have evidenced the need to come
up with new alternatives for parasite control.
Immunostimulants can be one of these alternatives,
and through intraperitoneally (i.p.) inoculation in
diverse animal species before an infection it is
possible to induce non-specific resistance against
several parasites, such as Fasciola hepatica(l),
Haemonchus contortus(?), Toxoplasma gondii(3),
Eimeria tenella(®) and Trichinella spiralis(®). In
related experiments, viable Lactobicillus casei
administered i.p. to heterogenic mice (NIH) has
generated resistance to Trichinella spiralis(®) and
Hymenolepis nana (Bautista-Garfias et al.,
unpublished). The objective of this study was to
compare protection generated against the
establishment of T. spiralis by means of oral or i.p.
viable L. casei administration to congenic mice in
the course of an experimental infection.

Twenty-one female BALB/c adult mice, free of
parasites, were obtained from the Instituto Nacional
de Salud Pudblica Animal facility. These animals
were distributed at random in three groups (Lc-IP,
Lc-O and T) of seven rodents each. Each mice of
the Lc-IP group was i.p. inoculated with 1.8 x 109
viable L. casei organisms, strain ATCC7469 on day
—7. In group Lc-O, each mice was given orally on
days -7, -6, -5, -4, -3, -2 and -1 the same dose.
No treatment was applied to control group (T). On
day 0 all 21 mice were inoculated with infective T.
spiralis, strain ISS3 larvae, obtained through an
artificial digestion method described by Pefia et
al("). Five days later, all mice were humanely killed
in order to retrieve their intestines and collect the
adult parasites through a modified Baermann
technique(®). Data comparison between groups was
carried out through a Kruskal-Wallis test(9).

Adult T. spiralis collected from group Lc-IP were
102, 97 from group Lc-O and 181 from group T.
Parasite load reduction in comparison to group T
was 46.4 % for group Lc-O (P<<0.05) and 43.6 %
for group Lc-IP (P<<0.05) (Table 1). It is worth to
point out that all adult worms obtained from group
T were mobile at the time for counting (24 hours
after being placed in the Baermann apparatus), while
those belonging to the other two groups were not.
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El nimero total de ejemplares adultos de T. spiralis
colectado en los grupos T, Lc- IP y Lc-O fue de
181, 102 y 97, respectivamente. El porcentaje de
reduccion de la carga parasitaria con relacion a la
del grupo testigo fue de 43.6 y 46.4 % (P<<0.05)
para los grupos Lc-IP y Lc-O, respectivamente
(Cuadro 1). Cabe sefalar que todos los gusanos
adultos recuperados del intestino de los ratones del
grupo testigo presentaban movimiento al tiempo
del conteo (24 horas después de colocarlos en el
aparato de Baermann), mientras que todos los
adultos de T. spiralis provenientes de los dos grupos
tratados con L. casei no presentaban movimiento
alguno.

Los resultados obtenidos indican que L. casei viable
inoculado por via oral o i.p. en ratones congenicos
BALB/c promueve una respuesta protectora
significativa contra el establecimiento de T. spiralis
semejante a la observada en ratones heterogénicos(®).
También se ha demostrado la generacién de
respuestas protectoras contra T. spiralis en ratones
NIH tratados por via oral una sola vez, siete dias
antes de la infeccion, con lactobacilos vivos o
muertos(10). En este sentido, se demostrd que la
respuesta protectora contra T. spiralis inducida por
L. casei en ratones, actla basicamente contra
gusanos adultos en el intestino y que la proteccion,
en parte, se debe a la produccion de interferon-y
provocada por el tratamiento con el lactobacilo(6).

Results obtained in this study show that congenic
mice inoculated orally or by i.p. route with viable
L. casei organisms achieve a significant protective
response against T. spiralis, similar to the one seen
in heterogenic mice(6). Protective response
generation against T. spiralis in NIH mice treated
orally with a single dose, seven days before infection
with dead or live lactobacilli (1), has been verified.
In this sense, it has been established that a protective
response against adult T. spiralis worms in the
intestine inducted by L.casei in mice is due in part
to interferon-y (IFN-y) whose production is
stimulated by the lactobacilli treatment. It has also
been observed that a treatment of NIH mice with
L. casei induces a protective response against
Hymenolepis nana infections, and that adult worms
obtained from these animals are significantly smaller
than those obtained from control mice (Bautista-
Garfias et al., unpublished data). Other researchers(11)
have suggested that IFN-y is of great importance in
protective immunity against H. nana in mice.

All these studies point out that L.casei administered
to heterogenic mice induces an nonspecific local
immune response, which is effective against parasite
helminths such as T. spiralis and H. nana and that
IFN-y takes part in that response. However, more
information is lacking, and it is necessary to carry
out more research on this subject in order to
elucidate which mechanisms take part in the
protection induced by lactobacilli treatments.

Cuadro 1. Numero de gusanos adultos de Trichinella spiralis recuperados del intestino de ratones BALBIc, tratados
por via oral o intraperitoneal con Lactobacillus casei

Table 1. Adult Trichinella spiralis worms recovered from the intestine of BALB/c mice, treated orally and intraperitoneally

with Lactobacillus casei

Adult worms recovered

Reduction,
Groups (n) Treatment & Total Mean + SE relative to control (%) P value
Control (7) 181 25.85 + 4.0
Le-IP (7) L. casei (intraperitoneal) P 102 14.57 + 3.9 43.63 <0.05
Lc-O (7) L. casei (oral) ¢ 97 13.85 + 3.4 46.42 <0.05

a 1.8 x 109 Viable Lactobacillus casei organisms per mice administered on specified days.

b Day -7.
¢ Days -7, -6-, -5, -4, -3, -2, -1.
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De manera similar, se ha observado que el
tratamiento de ratones NIH con L. casei induce
una respuesta protectora contra la infeccion por el
céstodo Hymenolepis nana, y que los gusanos
adultos recuperados de estos ratones son
significativamente méas pequefios que aquéllos
obtenidos de los animales testigo (Bautista-Garfias
et al., datos no publicados). En este contexto, otros
investigadores(1) han sugerido que el IFN-y es de
gran importancia en la inmunidad protectora de
ratones contra H. nana.

Estos estudios, indican que la adminis-tracion de L.
casei en ratones heterogénicos induce una respuesta
inmune inespecifica local, que es efectiva contra el
establecimiento de helmintos parasitos como T.
spiralis y H. nana y que el IFN-y toma parte en
dicha respuesta; sin embargo, se carece de mas
informacién al respecto, por lo que es necesario
llevar a cabo méas estudios para esclarecer los
mecanismos que intervienen en la proteccion
inducida por el tratamiento con lactobacilos.
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