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RESUMEN

Se ha estudiado el efecto de un extracto de coliflor sobre la concentracion
de Salmonella Typhimurium en el intestino del C. elegans. El objetivo era
poder establecer si es posible reducir la carga microbiana por el efecto
antimicrobiano del extracto de coliflor. Los resultados indican que cuando el
nematodo es infectado con Salmonella y se alimenta en ausencia de
extracto de coliflor se produce un notable aumento de la concentracion del
patégeno en el intestino del nematodo a las 24 horas de la infeccion, para ir
disminuyendo a la hora 48 hasta aproximadamente medio ciclo logaritmico
y ligeramente aumentar a las 96h. En el caso del nematodo infectado
alimentado en un extracto de coliflor, se observa un efecto similar, un
aumento inicial en el nUmero de patdégenos en el intestino del gusano a las
24 horas de la infeccién, aunque este aumento es inferior al que se produjo
cuando se alimenté en ausencia de coliflor. Igualmente se produce una
disminucidon en la concentracion del patégeno a las 48 horas, y en este
caso, la disminucion es de aproximadamente 2 ciclos logaritmicos. La
concentracidon de patdgeno a las 96 h observadas fue ligeramente reducida.
Por consiguiente, podemos decir que en estas condiciones de
experimentacion in vivo hay un efecto antimicrobiano que se podria
aprovechar para el desarrollo de piensos con capacidad antimicrobiana tras
llevar a cabo los pertinentes ensayos de campo y optimizacion de la
incorporacion del extracto a las formulaciones especificas para cada animal
de granja.

RESUM

S'ha estudiat I'efecte d'un extracte de coliflor sobre la concentracié de
Salmonella Typhimurium en l'intesti del C. elegans. L'objectiu era poder
establir si és possible reduir la carrega microbiana per I'efecte antimicrobia
de l'extracte de coliflor. Els resultats indiguen que quan el nematode és
infectat amb Salmonella i s'alimenta en abséncia d'extracte de coliflor es
produeix un notable augment de la concentracié del patogen a l'intesti del
nematode a les 24 hores de la infeccid, per anar disminuint a I'hora 48 fins
aproximadament mig cicle logaritmic i lleugerament augmentar a les 96h.
En el cas del nematode infectat alimentat en un extracte de coliflor,
s'observa un efecte similar, un augment inicial en el nombre de patdogens a
I'intesti del cuc a les 24 hores de la infeccid, tot i que aquest augment és
inferior al que es va produir quan es va alimentar en abséncia de coliflor.
Igualment es produeix una disminucié en la concentracié del patogen a les
48 hores, i en aquest cas, la disminucid és d'aproximadament 2 cicles
logaritmics. La concentracid de patogen a les 96 h observades va ser
lleugerament reduida. Per tant, podem dir que en aquestes condicions
d'experimentacié in vivo hi ha un efecte antimicrobia que es podria aprofitar
per al desenvolupament de pinsos amb capacitat antimicrobiana després de



dur a terme els pertinents assajos de camp i optimitzacié de la incorporacid
de I'extracte a les formulacions especifiques per a cada animal de granja.

ABSTRACT

The effect of a cauliflower extract on the concentration of Salmonella
Typhimurium in the intestine of C. elegans has been studied. The objective
was to establish if it is possible to reduce the microbial load due to the
antimicrobial effect of cauliflower extract. The results indicate that when the
nematode is infected with Salmonella and fed in the absence of cauliflower
extract, there is a notable increase in the concentration of the pathogen in
the intestine of the nematode 24 hours after infection, to decrease at 48
hours. Until approximately half logarithmic cycle and slightly increase at
96h. In the case of the infected nematode fed on a cauliflower extract, a
similar effect is observed, an initial increase in the number of pathogens in
the intestine of the worm at 24 hours after infection, although this increase
is lower than that which occurred when It was fed in the absence of
cauliflower. Likewise, there is a decrease in the concentration of the
pathogen at 48 hours, and in this case, the decrease is approximately 2
logarithmic cycles. The pathogen concentration at 96 h observed was
slightly reduced. Therefore, we can say that in these conditions of in vivo
experimentation there is an antimicrobial effect that could be used for the
development of feed with antimicrobial capacity after carrying out the
pertinent field trials and optimizing the incorporation of the extract to the
specific formulations for every farm animal.

PALABRAS CLAVE: Salmonella, C. elegans, infeccion, lisis,
antimicrobianos.

PARAULES CLAU: Salmonella, C. elegans, infeccio, lisi, antimicrobians.

KEY WORDS: Salmonella, C. elegans, infection, lysis, antimicrobial.
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1. INTRODUCCION

Las aves y cerdos son un reservorio para muchos microorganismos
patdégenos que se pueden trasmitir a través de los alimentos produciendo
enfermedades en el consumidor. Estas enfermedades son mas o menos
graves en funcion del microorganismo que estd contaminando el alimento.

Especialistas de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) afirman que
mas del 70% de las enfermedades diarreicas agudas proceden de los
alimentos y el agua contaminados (Castro Dominguez, 2008).

Segun indica la OMS (2015), “La carga de las enfermedades de transmision
alimentaria es considerable: cada afio, aproximadamente una de cada 10
personas contrae una enfermedad de origen alimentario y 420.000 mueren
como consecuencia de estas enfermedades”.

Datos epidemioldgicos de diversos estudios demuestran que los productos
carnicos son un canal importante de transmisién para la infeccién por
Salmonella (Bello-Pérez et al., 1990, pag. 75), debido a que la carne
contaminada es “especialmente peligrosa cuando se ha mantenido bajo
circunstancias que favorecen la multiplicacion de la Salmonella vy
especialmente durante la época de calor” (Acosta Malucin, 2007).

Actualmente las Agencias de Seguridad Alimentaria de los paises de la UE y
la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) proporcionan
asesoramiento cientifico independiente y asistencia cientifica mediante la
recopilacion y el analisis de datos sobre la prevalencia de Salmonella en
animales y alimentos, y evallan los riesgos de seguridad alimentaria
planteados por la bacteria para la salud humana, asesorando sobre el
posible control y opciones de mitigacion.

Numerosos estudios han demostrado que el consumo de productos avicolas
crudos o poco cocinados es la principal causa de campilobacteriosis y
salmonelosis humanas (Altekruse et al., 2000). Segun el informe de la
reunion de la EFSA (2012) relacionado con patdgenos transmitidos por
alimentos de origen zoonoético, se han descrito Campylobacter jejuni,
Salmonella, Escherichia coli y Listeria monocytogenes con incidencia en
pollos de engorde y productos de origen animal crudo. Considerando los
datos epidemioldgicos publicados en los ultimos afos, el control de la
contaminacidon de las canales de aves es de gran importancia para la
industria alimentaria, asi como la salud de los animales (Chaine et al.,
2013).

Actualmente, la Salmonella sigue siendo una de Ilas principales
preocupaciones de las autoridades sanitarias en la Unidon Europea. La
Salmonella puede causar graves problemas gastrointestinales, infecciones
e intoxicaciones. La transmisién a los seres humanos se produce por el
consumo de alimentos contaminados procedentes de animales infectados



(huevos y carne de pollo, pavos y cerdos) o a través de alimentos en los
que se ha producido contaminacion cruzada, como frutas y vegetales (FDA,
2012). Otra forma de transmision es a través del contacto con animales
infectados. En esto se incluye también a las mascotas, aun si éstas no
presentan signos de enfermedad. Igualmente, la bacteria puede
transmitirse entre las personas por via fecal-oral, esto se debe
frecuentemente a una escasa higiene personal.

El sintoma mas frecuente entre las enfermedades por contaminacién
alimentaria, es la diarrea (Direccién General de Epidemiologia, 2015, pag.
676). El cuadro clinico aparece generalmente entre el primer y tercer dia
después de la contaminacién. Dependiendo de una serie de caracteristicas
estructurales de las bacterias, en el ser humano, la Salmonella da lugar a
dos cuadros clinicos.

Por un lado, la fiebre tifoidea y paratifoidea estan originadas por bacterias
pertenecientes a los serotipos S. Typhi y S. Paratyphi, que se caracterizan
por infectar Unicamente a las personas. El otro cuadro clinico es la
salmonelosis que esta originada por diferentes serotipos, siendo los mas
comunes S. Enteritidis y S. Typhimurium. A diferencia de los otros dos,
estos dos serotipos son zoonodticos y afectan al ser humano y a un gran
numero de animales domésticos y silvestres. La salmonelosis es una
enfermedad de distribucion mundial, aunque parece ser mas frecuente en
aquellas zonas donde se practica la ganaderia intensiva.

Si infecta el torrente sanguineo, puede poner en peligro la vida. Se puede
contagiar a los humanos a través de alimentos contaminados. El manejo
seguro de la carne cruda y otros ingredientes alimenticios crudos, la coccién
completa y la buena higiene de la cocina pueden prevenir o reducir el riesgo
que representan los alimentos contaminados (EFSA, 2017).

La Salmonella es capaz de pasar a través de la cadena alimentaria
completa, es decir, desde la alimentacién a los animales de granja y el
proceso de produccidén de carnicos hasta los hogares o los establecimientos
comerciales o de servicios de comidas, etc. (Rodriguez y Silva, 2017).



A pesar de todas las medidas de control que se vienen adoptando, la
salmonelosis sigue siendo la segunda zoonosis mas frecuentemente
notificada en personas en la Unidon Europea (UE) detrds de la
Campilobacteriosis. En la UE, se reportan mas de 100.000 casos humanos
cada afio segun la EFSA (EFSA 2016), por ello, para proteger a los
consumidores de esta zoonosis, la UE ha adoptado un enfoque integrado
para la seguridad de los alimentos desde la granja hasta la mesa.

FIGURA 1. Salmonella typhimurium.
Volker Brinkmann, Instituto Max Plank de Biologia de las Infecciones, Berlin. (5 de
abril de 2005)

Una forma de abordar el problema de la salmonelosis, es controlar la
concentracion de este microorganismo en el tracto intestinal de los animales
de granja. El transporte y sacrificio en el matadero de los animales de
granja con elevadas cargas microbianas puede ayudar a la dispersion de los
microorganismos patégenos a lo largo de la cadena alimentaria,
comprometiendo la seguridad microbioldgica de los alimentos y afectando
como se ha comentado anteriormente a la salud del consumidor. En este
sentido, la alimentacion animal se ha convertido en un componente cada
vez mas critico de la cadena alimentaria integrada. En 2010 se produjeron
alrededor de 1000 Mt de piensos en todo el mundo y 150 Mt en la UE.



Parece que la introduccién de ciertos cambios en estos piensos y sus
practicas de manejo podria incrementar la eliminacién de patégenos por las
heces. En este sentido se ha visto que la alimentaciéon de ganado con dietas
a base de cebada (Berg et al., 2004) o de granos humedos de destiladores
(Wells et al., 2009) aumentd el desprendimiento de E. coli O157: H7 en
comparacién con la alimentacién de dietas estdandar de maiz. En este
contexto es muy interesante el uso de extractos naturales de plantas,
aceites esenciales o algunos de sus componentes (Rebenhors, 1996; Misra
et al., 1997). Borsoi et al. (2011) mostraron que una mezcla de acidos
organicos y aceites esenciales fueron efectivos en la eliminacion de
Salmonella enteriditis por las heces en pollos infectados. De acuerdo a un
documento interno de CRINA S.A, los aceites esenciales pueden
considerarse una de las herramientas para que el nutricionista animal pueda
formular alimentos para animales con cierta capacidad antimicrobiana.
Aunque se debe realizar mas investigacién para comprender todos los
mecanismos y capacidades de esas moléculas activas, no hay duda de que
el rendimiento animal puede mejorarse a través de su uso. No obstante, la
investigacidn con aceites esenciales de plantas ha arrojado resultados
contradictorios, pero hay pruebas suficientes para sugerir que pueden tener
un papel como una herramienta para combatir las enfermedades
bacterianas en aves de corral. El tomillo, el orégano y el ajo parecen tener
el mayor potencial (Griggs y Jacob, 2005). En consecuencia, parece que la
alimentacién animal puede tener un efecto importante en la trasmisién de
Salmonella repercutiendo en la salud humana, ya que la granja o
confinamiento es el origen de los microorganismos introducidos en las
canales durante el sacrificio y el aderezo.

En la actualidad, y como consecuencia de la intensa actividad de la industria
agroalimentaria, se producen grandes cantidades de residuos en todo el
mundo. Restos de hojas, tallos, frutos que no cumplen el estandar de
calidad comercial, restos de pieles y pepitas, todos ellos generados como
resultado de sus procesos de produccion, con escaso o nulo valor econdmico
para la empresa que los produce. Sin embargo, la eliminacion de los
subproductos agroalimentarios supone un sobrecoste para la empresa
productora, asi como un impacto negativo en el medio ambiente (O’'Shea et
al., 2012). En la Unién Europea se producen, aproximadamente, un millédn
de toneladas de subproductos vegetales al afio provenientes de la industria
hortofructicola (Stojceska et al., 2008). Estos subproductos, obtenidos en
grandes cantidades del procesado de vegetales y frutas, pueden resultar,
sin embargo, interesantes por su composicién. En este sentido, la
revalorizacion de los subproductos de la agricultura y la industria
alimentaria, se ha convertido en un eje prioritario de la Unién Europea
(EUROSTAT, 2010) en apoyo al desarrollo sostenible. Trabajos de
investigacién diversos y recientes, profundizan en los objetivos de
recuperar, revalorizar y/o reciclar estos subproductos. Asi, se han
desarrollado diferentes aplicaciones que permiten la revalorizacién de los
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subproductos de la industria agroalimentaria para alimentacién animal,
fertilizantes, industria papelera, extraccion de aceites esenciales vy
fragancias, compostaje, bioconversion, o su utilizacion como nuevos
ingredientes en la formulacién de nuevos productos (Kelbert et al., 2015;
Canete-Rodriguez et al., 2016; Marin et al., 2015). En el caso de la
formulacion de nuevos productos con aplicacidon en industria alimentaria, los
subproductos vegetales pueden ser revalorizados como fuente tanto de
componentes de alto valor nutricional como de compuestos bioactivos que
les confieren capacidad antioxidante, anticancerigena o antimicrobiana
(Martin-Luengo et al., 2011, Sanz-Puig et al., 20152; Sanz-Puig et al.,
2015b).

Los antimicrobianos naturales procedentes de plantas y animales estan
alcanzando gran popularidad como alternativa a los productos sintéticos. La
actividad bioactiva la confiere, fundamentalmente, un grupo diverso de
metabolitos secundarios de plantas que pueden variar en su estructura
(variaciones en su anillo heterociclico) y en su ruta biosintética (Azmir et
al., 2013). Los compuestos fendlicos presentes en las brassicas ejercen
efectos protectores (Dekker et al., 2000). Los flavonoides confieren a estos
vegetales una importante capacidad antioxidante y antimicrobiana (Volden,
2009). Las propiedades antioxidantes y antimicrobianas de estos vegetales
pueden tener un impacto importante en el campo de los nutracéuticos y en
la industria de procesado de alimentos y piensos (Cabello-Hurtado et al.,
2012; O’'Shea et al., 2012). Por otro lado, el uso de antibiéticos en animales
de granja para asegurar un estado sano a la hora de su sacrificio y consumo
y como promotores de crecimiento, ha generado con el tiempo cierto riesgo
para la salud de los consumidores, esto debido al desarrollo de resistencias
bacterianas presentes usualmente en los animales (Errecalde, 2004).

Todo esto en su conjunto hace tremendamente atractivos a los extractos de
estas plantas hasta tal punto que su revalorizacidn es econdémicamente
viable y atractiva (Djilas et al., 2009), sobre todo para el sector
nutracéutico y productor de piensos para animales, ayudando de esta
manera a una economia circular.

Hay trabajos que han demostrado la eficacia de estos antimicrobianos
naturales sobre distintos microorganismos patdégenos (Tawema et al., 2014;
Sanz-Puig et al., 2015) No obstante la inmensa mayoria de los estudios se
han llevado a cabo in vitro, no se ha saltado aun esta barrera y apenas hay
estudios in vivo. Sin embargo, los antimicrobianos naturales procedentes de
plantas y animales se pueden considerar también como una estrategia mas
en conservacién no térmica de alimentos y mitigacion de enfermedades
zoonoticas. No obstante, un campo apenas explorado es el de su uso como
antimicrobianos en piensos para animales de granja con objeto de controlar
los microorganismos zoonodticos en el intestino de los animales, evitando
de esta manera una dispersién excesiva durante el sacrificio. Hay que
considerar que tanto la Salmonella como Campylobacter son la principal
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causa de enfermedad de origen alimentario en Europa y que las principales
fuentes son las aves y los cerdos. No se trata de una administracion
curativa para animales enfermos, se trata de reducir la carga microbiana del
intestino de animales sanos mediante estos piensos bioactivos con
capacidad antimicrobiana.

La enterobacteria Salmonella Typhimurium, generalmente considerada
como un patégeno altamente adaptado con un estrecho rango de
hospederos diana, no sélo puede producir problemas de salud en el hombre
y animales, sino que también se ha visto que es capaz de infectar y reducir
la esperanza de vida del nematodo C. elegans (Cardozo, 2017). Ademas,
las cepas mutantes que exhiben una virulencia reducida en mamiferos
también se atenuaron por su virulencia en C. elegans, lo que demuestra que
el nematodo puede constituir un sistema modelo Util para el estudio de este
importante patégeno humano in vivo (Labrousse et al., 2000).

C. elegans, aunque a menudo mal caracterizado como un nematodo del
suelo, se alimenta de microorganismos, principalmente de bacterias. (Félix
y Braendle 2010; Frézal y Félix 2015). Coloniza habitats ricos en
microorganismos, pudiendo aislarse mas facilmente de la materia vegetal
en descomposicion como son las plantas y frutas en degradacién que
representan un amplio suministro de su fuente de alimento bacteriano
(Barriere y Félix, 2014). En el laboratorio, los nematodos se cultivan
normalmente en placas de agar que contienen un césped de la bacteria
Escherichia coli OP50. Una vez que los gusanos agotan la bacteria, utilizan
su suministro de grasa. Sin comida, se detiene el desarrollo de los gusanos
jévenes en estado de larva.

Ademas de ser un buen sistema para estudios genéticos, C. elegans tiene
muchas ventajas inherentes como modelo para la biologia eucariota. Estas
caracteristicas incluyen su tamafio pequefio, alta tasa reproductiva,
facilidad de cultivo, bajo costo de mantenimiento, criopreservacién a largo
plazo, tiempo de generacién rapido, transparencia, numero de células
invariables y desarrollo, y la capacidad de reducir la actividad de los genes
utilizando la alimentacién de ARNi. Aunque no se menciona generalmente,
otra caracteristica favorable de C. elegans es que los organismos no son
nocivos para los humanos. De hecho, debido a que no pueden crecer a
temperaturas corporales, no pueden crecer en humanos.

Algunos nematodos, por ejemplo, Ascaris suum, inducen una reaccion
alérgica debilitante y deben estudiarse en campanas ventiladas (Ahumada
et al., 2015). Hasta donde sabemos, las reacciones alérgicas a C. elegans
no han sido documentadas.



C.elegans tiene una morfologia cilindrica y se encuentra organizado en
sistemas: epitelial, alimentario, excretor, nervioso, muscular, cuticular,
pericelular y reproductor. El sistema reproductor del hermafrodita de
C.elegans, localizado en la parte central del nematodo, produce gametos
maduros y proporciona el entorno adecuado para la fertilizacidon y la puesta
de huevos (Navarro Gonzélez, 2015).

Los estudios de biologia celular y del desarrollo que utilizan C. elegans se
benefician en gran medida de la transparencia del animal, lo que permite a
los investigadores examinar el desarrollo y los cambios debidos a
mutaciones o entornos alterados a nivel de una Unica célula identificada
dentro del contexto de la totalidad del organismo vivo. Por lo tanto, muchos
problemas biolégicos se pueden estudiar “en miniatura” a nivel de una sola
célula, en lugar de grandes cantidades de células en tejidos heterogéneos.

La transparencia también permite una gran cantidad de estudios en
animales vivos que utilizan como marcadores proteinas fluorescentes. La
transparencia también significa que las herramientas optogenéticas, que
alteran la actividad de las neuronas individuales, son particularmente
efectivas en C. elegans (Husson et al., 2013).

Adicionalmente, su elevada homologia con los humanos (el 60-80% de los
genes humanos tienen homdlogo en C. elegans), su capacidad de revivir
tras mantenerse congelados durante largos periodos de tiempo y de ser
cultivado en un laboratorio en condiciones controladas y el potencial que
ofrece para realizar ensayos genéticos con él, se ha convertido en uno de
los organismos modelo mas utilizado en investigacion.

Dependiendo de la temperatura de crecimiento, en el estado adulto, el
gusano es capaz de sobrevivir unos 10 a 15 dias tras finalizar su etapa
reproductiva que dura aproximadamente 65 h.

El final de cada estado larvario esta determinado por un proceso de muda,
en el cual se desprende la cuticula a medida que una nueva se sintetiza. La
figura 2 representa los tiempos en los que tarda en desarrollarse el C.
elegans desde el momento de la fertilizacién hasta que se convierte en
adulto capaz de poner huevos durante unos 2-3 dias a 22°C.
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FIGURA 2. Esquema del ciclo de desarrollo de C. elegans (WORM ATLAS). L1:
Estadio larvario; L2: Estadio larvario 2; L3: Estadio larvario 3; L4: Estadio larvario
4,

El ndcleo de las células de C. elegans contiene 5 pares de cromosomas
autosomicos (I-V) y 1 cromosoma sexual (X). Existen dos individuos en
relacién al sexo en C. elegans, el hermafrodita, que es el utilizado en este
trabajo de investigacion, capaz de auto-fertilizarse (XX), y el macho (X0O),
gque sélo contiene una copia del cromosoma X y que se diferencia a partir
del estadio L2 por la morfologia de su cola. El ciclo de vida de C. elegans
comprende diferentes estados: embrionario, larvario (de L1 a L4) y adulto,
gque se suceden durante los 3 primeros dias del ciclo (WORMATLAS, Albert
Einstein College of Medicine).

La temperatura afecta a los tiempos de muda y desarrollo de C. elegans,
puesto que una temperatura superior (25°C) acelera el ciclo de vida de este
nematodo, afectando también la cantidad de huevos que son capaces de
autofertilizar y poner (unos 300 huevos a 20°C y unos 200 huevos a 25°C).
Si en los estadios larvarios tempranos L1-L2 las condiciones ambientales no
son favorables, C. elegans puede dar lugar a un estado de resistencia
denominado “dauer”, que se asemeja al estado de hibernacién en los
mamiferos, en el que puede sobrevivir varias semanas.
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FIGURA 3. Representa la anatomia de una hermafrodita adulta.
A > Imagen de un hermafrodita adulta, lado lateral izquierdo.

B - Dibujo esquematico de las estructuras anatémicas, lado lateral izquierdo.

2. OBJETIVOS

El objetivo del estudio es caracterizar la evolucion de la infeccion por
Salmonella Typhimurium en Caenorhabditis elegans cuando el nematodo
infectado se alimenta con un extracto de coliflor (Brassica oleracea var.
botrytis).



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Preparacion del cultivo de Escherichia coli OP50

Para la conservacion de E.coli OP50 usada para alimentar al C.elegans
durante todo el estudio realizado se prepararon 500 ml de medio LB (Luria
Bernati) (Scharlab Chemie, Barcelona, Espafia) y se inoculdé con un vial de
E. coli OP50 resuspendido en 5 ml del mismo medio. Se incubd en bafio de
agitacion (Unitronic Orbital C 6001173, J.P.SELECTA.S.A) toda la anoche a
37 °C, y se dividid en tubos Falcon de 50 ml estériles para someterlos a
centrifugacién a 4000 rpm durante 5 min a 4 °C (centrifuga Beckman
Avanti J-25). Los pellets de cada tubo se conservaron a -80°C después de
eliminar sobrenadantes. Para la reactivacidon de cada tubo Falcon se
resuspendieron en 5 ml de medio LB obteniendo una concentracién 108
UFC.

3.2. Preparacion del cultivo de Salmonella Typhimurium

La cepa de Salmonella Typhimurium usada en el estudio pertenece a la
Coleccion Espafola de Cultivos Tipo (CECT 443).

Para preparar el cultivo de Salmonella Typhimurium, 500 ml de medio TSB
(Tryptic Soy Broth) (Scharlab Chemie, Barcelona, Espafia) se inocularon con
una resuspension de un vial de Salmonella Typhimurium (conservado a -80
°C) en 5 ml de medio TSB. Se prosiguié con la incubacién en agitacion del
inéculo a 37 °C durante toda la noche. El inéculo se dividié en tubos Falcon
de 50 ml estériles que se centrifugaron a 4000 rpm durante 5 min a 4 °C.
Seguidamente, se descartaron sobrenadantes, y se conservaron a -80 °C
hasta el momento de utilizaciéon. Para la reactivacion del pellet de cada
tubo, se afadieron 5 ml de medio TSB a cada tubo, obteniendo una
concentracion 108 UFC.

3.3. Cultivo y mantenimiento de Caenorhabditis elegans

Los nematodos se desarrollaron en medio Nematode Growth Media (NGM),
el cual se prepard afiadiendo 3 g de NaCl (Scharlab Chemie, Barcelona,
Espafia), 2,5 g de peptona (Peptona bacterioldégica , Conda, Espafa) y 17 g
de agar bacterioldégico (Scharlab Chemie, Barcelona, Espafia) a 975 ml de
agua destilada. Una vez esterilizado por autoclave y atemperado en bafio
(Bafio 6000140, J.P. SELECTA. S.A), el medio fue suplementado con 1 ml
de colesterol al 0,5% (Cholesterol 95% estabilizado, Acrés Organics,
Belgium) preparado en etanol al 96% a partir de etanol absoluto Etanol
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absoluto, Scharlau, Barcelona, Espafia). Posteriormente, el colesterol al
0,5% fue esterilizado por filtracién y vertido lentamente para evitar su
precipitacion. Al medio se afadieron también 1 ml de cloruro de calcio (1M),
1 ml de sulfato de magnesio (Magnesium Sulfate, 99% extra puro, Acrds
Organics, Belgium) (1M) y 25 ml de tampdén (1M). El tampoén se elabord
anadiendo el volumen necesario de una solucién de 25 ml de K;HPO.
(Potasio fosfato di-basico, Panreac, Espana) a 60 ml de una solucién de
KH2PO, (Dihidrégeno fosfato potdsico, MerckkgaA, Alemania) hasta alcanzar
pH 6 (pH meter GLP 21, Crison). Finalmente, el medio se homogeneizd y se
sirvio en placas Petri grandes.

Para usar las placas solidas como medio de mantenimiento de C.elegans,
las placas se sembraron en superficie (asa de Digralsky) con E. coli OP50,
se incubaron a 37°C (Estufa Memmert,Schwabach, Alemania) durante toda
la noche y se almacenaron a 4°C. También se emplearon placas pequefias
(60x15 mm) con NGM vy césped de E. coli OP50 para el estudio del grupo
control.

El calculo de la cantidad de resuspension utilizada para la realizacién del
césped de E.coli OP50 o el de Salmonella Typhimurium, se realizd mediante
la medida de absorbancia de dicha resuspensién (Espectofotdmetro Lan
Optics, Labolan). Una vez medida la absorbancia de la resuspension,
mediante una férmula empirica extraida de investigaciones anteriores, se
calculd el volumen necesario para la siembra de las placas Petri de menor
tamano (5 cm). Para la siembra en placas Petri grandes, se realizd una
regla de tres segun el didmetro (9 cm).

0.3 (nm) * 30 (ul) = abs (nm) * V (pl)

Para mantener las condiciones 6ptimas del estudio, los nematodos se
transfirieron cada 48 horas a placas nuevas con césped de E. coli OP50
selladas con parafilm y se incubaron a 20 © C manteniendo asi el stock de
C. elegans sano.
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3.4. Preparacion de medio con infusion de Brassica
oleracea var. botrytis

Para la preparacion de infusion de coliflor al 3%, se llevd a ebullicién agua
peptonada al 0,1% (Scharlab Chemie, Barcelona, Espafia), se anadio la
cantidad de hojas de coliflor desecada correspondiente y se mantuvo 30
minutos en reposo y sin calentamiento adicional para la obtencion de la
infusidon. Posteriormente, la infusidon se repartié y centrifugd en tubos de
250 ml a 6000 rpm por 15 minutos a 4°C. Los sobrenadantes se reservaron
en un matraz Erlenmeyer y, una vez que los pellets se filtraron al vacio con
papel Wathman N°1 para eliminar soélidos que interfirieran con la
preparacién del medio de cultivo, se filtraron también los sobrenadantes.
La infusién filtrada se esterilizd y se afiadieron 3 g de NaCl, 2,5 g de
peptona y 17 g de agar bacteriolégico por cada 975 ml de infusion estéril. El
medio NGM con coliflor atemperado se suplementé con 1 ml de colesterol
al 0,5% preparado en etanol al 96% (esterilizado por filtracion), 1 ml de
cloruro de calcio (1M), 1 ml de sulfato de magnesio (1M) y 25 ml de
solucidn buffer fosfato de potasio (1M). Antes de verter el medio en placas
Petri 60x15 mm, éste se homogeneizé y se sirvieron 5 ml de medio por
cada placa pequefia de 60x15 mm.

3.5. Procedimiento de trabajo

\ 48h, 20°C

INFECCION

SINCRONIZACION

5h, 20°C

LISIS DEL

BLANCO (To) \

24h, 48h 6 96h
200C

I / LISIS DEL
RECUENTO <« INCUBACION <« SIEMBRA POR DILUCION TRATAMIENTO (T)

(UFC/mI) (48h, 37°C) (Medio EMB)
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En esta investigacion, se ha trabajado con C.elegans en estado adulto
joven, ya que coincide con la época reproductiva del nematodo y su mayor
puesta de huevos.

3.5.1. Sincronizacién de Caenorhabditis elegans

Con el fin de trabajar con poblaciones frescas de adultos jovenes
sincronizados para los estudios, cada semana se cultivaron 20 gusanos
C. elegans (College of Biological Sciences, Minnesota University, USA,), en
una placa de medio NGM con césped de E. coli OP50 y se incubaron toda la
noche a 20°C con el objetivo de conseguir una puesta de huevos al dia
siguiente. Llegado ése momento, se extrajeron los 20 gusanos dejando
Unicamente los huevos y las larvas y la placa se volvid a incubar durante
48h a 20° C. Después de este periodo, se obtuvo una poblaciéon de adultos
joévenes sincronizados. La manipulacion se realizé en ambiente estéril
(mechero) con la ayuda de asa bacteriolégica flameada y observacién bajo
microscopio  estereoscopico binocular (XTX-3C, Comecta S.A. Abrera,
Barcelona).

3.5.2. Infeccidon de C. elegans con Salmonella Typhimurium

La infeccidn de C. elegans consistid en transferir cada gusano adulto
sincronizado (42 gusanos) a una placa de medio NGM con un césped de
Salmonella Typhimurium durante 5 horas. Tras la exposicion, una parte de
los gusanos se extrajeron y se lisaron para contabilizar la cantidad de
Salmonella Typhimurium inicial en esa poblacion de nematodos, y el resto
de gusanos se transfirieron a una placa de NGM con o sin adicién del
extracto de coliflor y con césped de E. coli OP50 durante el tiempo
requerido para llevar a cabo los estudios.

TABLA 1. Estudios a llevar a cabo con el C. elegans

Estudio Descripcion Nomenclatura

C. elegans infectado con Salmonella

1 typhimurium 5h, mantenimiento en TS-NGM
medio NGM vy alimentado con E.coli
OP50. (Grupo control)

C. elegans infectado con Salmonella

2 typhimurium 5h, mantenimiento en TS-NGM-COL
medio NGM con infusiéon de coliflor al
3% y alimentado con E.coli OP50.
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3.5.3 Lisis de C.elegans

Cada estudio consistira en transferir individualmente los nematodos
expuestos a Salmonella Typhimurium a placas con césped de E.coli OP50 y
medio NGM 6 NGM con infusidn de coliflor al 3%. La lisis de los nematodos
se realizara justo después del periodo de infeccion (to) y en el tiempo final a
analizar, (ti=24h, 48h 6 96h), es decir, lisis del blanco (to) y lisis del grupo
control 6 tratamiento (ti=24h, 48h 6 96h). Se procedera a la siembra por
dilucién del lisado de C.elegans, incubaciéon a 37° durante 48h en medio
EMB y recuento de UFC de Salmonella Typhimurium en el intestino de C.
elegans. Es necesario previamente sincronizar nematodos para obtener
adultos jévenes de la misma edad y proceder a 5h de infeccion de C.
elegans con Salmonella Typhimurium tal como se describe en apartados
anteriores.

Se realizaron 7 réplicas con 5 placas cada una (1gusano/placa) para to (2
réplicas) y ti (5 réplicas) con el objetivo de afianzar la repetitividad del
método. Con la finalidad de garantizar 5 réplicas y evitar pérdida de
nematodos por muerte se infecté una placa de reserva por cada réplica.

Para la cuantificacion de Salmonella Typhimurium y E.coli OP50 en el tracto
digestivo de C.elegans se preparard un eppendorf estéril por cada réplica,
cada uno con 1ml de medio M9 con Tritén X al 1% (Tritédn ™ X-100, Sigma-
Aldrich, USA) y 5 perlas de vidrio estériles. Para preparar 100 ml de M9, se
afiadieron 10 pl CaCly, 200 pl de MgSO4 y 2 ml de glucosa al 20% (Glucosa
anhidra, Scharlau, Barcelona, Espafia) a 78ml de agua estéril..Para la
elaboraciéon de 10 ml de medio M9 con Tritdn X al 1%, 100 pl de tritdon X se
adicionaron a 9.9 ml de M9.

Cada réplica consistio en 1 eppendorf al cual se traspasaron 5 gusanos
jovenes infectados a to 6 infectados y procedentes del grupo control 6 del
tratamiento con coliflor (ti1), previamente lavados dos veces en placas de
medio NGM con 10 pl de medio M9. El lavado se llevé a cabo con la finalidad
de eliminar residuos de la superficie externa del gusano. Seguidamente,
los eppendorf se llevaron a agitacién en voértex para lisar los nematodos y
se prepararon diluciones seriadas (10! a 10*) de serie A y B por duplicado.
Dichas diluciones se realizaron en eppendorf con 900 ul de agua de peptona
0,1% vy se sembraron por dilucion en medio EMB, medio selectivo y
diferencial para bacterias Gram negativas.

Las placas sembradas se dejaron solidificar y se incubaron a 37°C en estufa
(Memmert® Schwabach, Alemania) durante 48h, momento en el que se
contaron las colonias presuntivas de Salmonella Typhimurium (UFC)
procedentes del tracto digestivo de C.elegans a to 0 ti.
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4. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de los resultados obtenidos se lleva a cabo con
Statgraphics® Centurion XVI (Statpoint Technologies, Inc., EE.UU.). Se
compararon los datos obtenidos para el tratamiento sin coliflor (TS-NGM)
con los obtenidos para el tratamiento con coliflor (TS-NGM-COL) teniendo
en cuenta los distintos tiempos de tratamiento, 24, 48 y 96 horas. Para ello,
se realizaron las pruebas estadisticas correspondientes. El p-valor de la
prueba-F en la tabla ANOVA determind si habia diferencias significativas
entre las medias de UFC/ml de Salmonella del grupo control y del
tratamiento con coliflor. Ademas, las pruebas de rangos multiples
establecieron, dentro del mismo grupo, a qué tiempos eran
significativamente diferentes las medias de concentracion de Salmonella,
apareciendo o no diferencias estadisticamente significativas, es decir, p
valor < 0,05 6 p valor > 0,05 respectivamente con un nivel de confianza del
95,0%.

Las graficas se realizaron en Microsoft® Excel 2013 versidn
15.0.4805.1003, en las que se comparan el numero de colonias de
Salmonella Typhimurium presentes en el interior de los gusanos que son
lisados (Log (N/No), frente al tiempo de exposicidon de cada estudio.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Efecto de la infeccidon por Salmonella Typhimurium en
C.elegans.

El primer estudio consistié6 en conseguir la infeccidn por Salmonella
Typhimurium durante 5 horas en C.elegans vy analizar posteriormente la
evolucidn de la infeccion alimentando al nematodo en medio NGM con un
césped de E.coli durante 24h, 48h, 6 96h a 20°C.

La figura 4 muestra la evolucion a lo largo del tiempo de la Salmonella en el
intestino del C.elegans infectado previamente durante cinco horas
alimentandolo con Salmonella.

Tal y como se puede apreciar en dicha figura, a tiempo 24 horas el nimero
de Salmonella presentes en el intestino de C.elegans previamente infectado
aumenta. A las 48 horas se produce una reduccion del numero de
microorganismos que hay en el intestino del nematodo. Esto podria indicar
una reaccion defensiva del nematodo frente a la Salmonella (Ziegler K y
Pujol N, 2009). No obstante, a partir de las 48 horas, la concentracion de
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Salmonella en el intestino del nhematodo se mantiene constante a lo largo
del tiempo, observandose un ligero aumento a las 96 horas.

EFECTO DE LA INFECCION POR Salmonella
EN C.elegans
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FIGURA 4. Evolucién de la supervivencia de Salmonella en el intestino de
C.elegans infectado con Salmonella y alimentado en medio NGM con un césped de
E.coli OP50.

En la tabla 2, se pueden apreciar los resultados del analisis de la varianza
que expresa cuales son los grupos homogéneos y por tanto sin diferencias
significativas y cuales son los grupos no homogéneos que se diferencian
significativamente del resto. Se ha comparado el numero de
microorganismos presentes en el intestino del nematodo a lo largo del
tiempo (24, 48 y 96 horas). Como se aprecia en la tabla, no hay diferencias
significativas en la concentracidon de Salmonella presente en el intestino del
nematodo a las 48 y 96 horas (p>0,05). Si se observan diferencias
significativas, (p< 0,05) de acuerdo a la homogeneidad de grupos de la
tabla 2, entre 24 horas y el resto de los tiempos.
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TABLA 2. Analisis de la varianza de la evolucion de la concentracion de Salmonella
en el intestino del C.elegans previamente infectado con dicho microorganismo.

Tiempo de Media de los Grupos
muestreo recuentos homogéneos
UFC/mL

48 3425 X
96 4731 X
24 29675 X

5.2. Efecto de la alimentacidn del C. elegans con extracto
de coliflor sobre la concentracion de Salmonella en el

intestino del nematodo.

En este segundo estudio, se repitié la metodologia usada en el estudio
anterior, con la diferencia de que el nematodo infectado se alimentd en el
medio NGM que contenia extracto de coliflor y un césped de E. coli OP50.

La figura 5 muestra la evolucion de la concentracién de Salmonella en el
intestino de C.elegans previamente infectado con dicho microorganismo
cuando el nematodo se alimenta en NGM con coliflor y un césped de E.coli
OP50. Como se observa en dicha figura, se produce un aumento de la
concentracion de Salmonella en el intestino del C.elegans al cabo de las 24
horas después de la infeccién. Sin embargo, éste aumento es menor al
observado cuando el nematodo infectado no se alimenta con NGM mas
extracto de coliflor (Figura 4). Este comportamiento parece indicar que la
presencia de extracto de coliflor, podria ayudar al nematodo en su reaccion
defensiva frente al patdgeno. También se observa, que transcurridas las 24
horas, a las 48 y 96 horas, se produce una disminucién drastica en el
numero de microorganismos del intestino del nematodo (del orden de dos
ciclos logaritmicos). Esto puede indicar un efecto antimicrobiano del
extracto de coliflor y/o una mejor defensa del nematodo frente al patdgeno
como consecuencia del consumo del extracto de coliflor que es rico en
polifenoles y con capacidad antioxidante (Wilson, et al, 2011).

La capacidad antimicrobiana de la familia Brassicaceae se ha demostrado
con anterioridad (Brandi et al., 2005, Wilson et al, 2011). Cuando los
microorganismos existentes en un alimento se exponen a elementos que
alteran sus estructuras celulares y/o sus funciones fisioldgicas, se produce
su inactivacién. El uso de antimicrobianos naturales que causan la
inactivacidn microbiana, sigue siendo objeto de estudio en la actualidad, ya
que se ha observado que en algunos casos puede causar ciertas
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resistencias, en lugar de producir la muerte bacteriana. Por ello, al utilizar
estas nuevas tecnologias es necesario utilizar las condiciones adecuadas
para inactivar a los microorganismos mas resistentes previniendo al
maximo la aparicién de adaptaciones (Arana et al., 2016).

EFECTO DE LA INFECCION POR Salmonella
EN C.elegans EXPUESTO A INFUSION DE
COLIFLOR
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FIGURA 5. Evolucion de la supervivencia de Salmonella Typhimurium en el
intestino de C.elegans infectado con Salmonella y alimentado en medio NGM
conteniendo extracto de coliflor y un césped de E.coli OP50.

En la tabla 3, se pueden apreciar los resultados del analisis de la varianza
para los resultados en presencia de extracto de coliflor en el medio de
alimentacién del nematodo. En esta Anova, se compara el nimero de
microorganismo presentes en el intestino del nematodo a lo largo del
tiempo (24, 48 y 96 horas). Como se aprecia en la tabla de homogeneidad
entre grupos, no hay diferencias significativas en la concentracion del
patdgeno presentes en el intestino del nematodo a las 48 y 96 horas
(p>0,05). Pero sin embargo, se observan diferencias significativas, (p<
0,05), entre 24 horas y el resto de los tiempos.
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TABLA 3. Andlisis de la varianza de la evolucion de
Salmonella en el estudio 2 (con coliflor) segun el tiempo de exposicion.

Tiempo de Media de los Grupos
muestreo recuentos homogéneos
UFC/mL

48 47.5 X
96 84.1 X
24 5243.75 X

las concentraciones de

5.3. Comparacion de la evolucion de la infeccidon por
Salmonella typhimurium en el C. elegans alimentado
sin y con extracto de coliflor.

En la figura 6 se puede apreciar la comparacidn entre la evolucién de la
infeccidon por Salmonella en el intestino del nematodo alimentado con y sin
coliflor.

En general, se observa que la presencia de extracto de coliflor en el medio
de alimentacion del nematodo no sélo controla la concentracion del
microorganismo patdgeno en el intestino del nematodo si no que con el
tiempo se produce la muerte de dicho microorganismo.

La figura muestra un incremento de la concentracién de Salmonella en el
interior de C.elegans infectado a las 24h, independientemente de la
exposicion o no a la infusion de coliflor. No obstante, se observa que la
concentracidon de Salmonella es inferior a cuando el nematodo no se
alimenta en presencia de extracto de coliflor. Esta diferencia en Ia
concentracion del patégeno es de mas de medio ciclo logaritmico en
C.elegans alimentado durante 24h en presencia de extracto de coliflor con
respecto al grupo que no incluia dicho extracto en su alimento para el
mismo tiempo. La tendencia decreciente comienza a las 48h, momento en
el cual la concentracién de Salmonella se reduce casi dos ciclos logaritmicos
en los nematodos alimentados con extracto de coliflor, respecto del grupo
no alimentado con extracto de coliflor. Esto podria significar que algun/os
componente/s de la infusion de coliflor podrian ayudar al nematodo a
sobreponerse a la infeccidn y asi seguir con su ciclo de vida normal.

A las 96h se observa un mantenimiento de la tendencia descendente en los
nematodos alimentados con extracto de coliflor, con reduccidn significativa
de la concentracion de Salmonella con respecto a C.elegans no alimentado
con dicho extracto. Sin embargo, la concentracion de Salmonella en el
grupo no alimentado con coliflor experimenta un ligero aumento inferior a
medio ciclo logaritmico en comparacién con el valor de concentracion de
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patégeno a las 48h. De cualquier forma, la reduccién y el ligero aumento en
la concentracién de Salmonella mencionados no son estadisticamente
distintos a los obtenidos a las 48h, en ninguno de los grupos estudiados
respectivamente (p> 0,05).

Tratamiento sin coliflor vs tratamiento con coliflor

1,5

0,5

0,5

Log (N/NO)

-1,5

2,5

Tiempo de exposicion (h)

— Alimentado SIN Coliflor (TS-NGM)
— Alimentado CON Coliflor (TS-NGM-COL)

FIGURA 6. Comparacion de la concentracién de Salmonella Typhimurium en el
intestino de C.elegans en grupos de tratamiento expuestos y no expuestos al
extracto de coliflor a distintos tiempos (24h, 48h y 96h).

La tabla 4 muestra el resumen del analisis de la varianza que se obtiene al
comparar los efectos con y sin extracto de coliflor. Dado que el p-valor en
todos los casos es <0,05, podemos decir que hay diferencias significativas
entre los dos efectos para cualquiera de los tiempos en los que se han
tomado muestras.
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TABLA 4. Estadisticos del analisis de la varianza (F-ratio y p-valor) obtenidos entre
los grupos de nematodos alimentados y no alimentados con extracto de coliflor a lo
largo del tiempo (24h, 48h y 96h).

Tiempo de F-ratio *p-valor
muestreo (horas)

24 30.41 0.0053

48 3208.6 0.0000

96 125.06 0.0000

*P-valor < 0.05 indica que los efectos entre el grupo de nematodos alimentados con extracto
de coliflor y sin extracto son significativamente diferentes con un intervalo de confianza del
95%.

El analisis de la varianza de los resultados pertenecientes a los dos estudios
nos lleva a poder plantear que el extracto de coliflor puede tener
propiedades antimicrobianas que ayuden a la reduccién y eliminacién de
Salmonella Typhimurium en el nematodo. Este hecho, seria de gran
aplicacion en la fabricacion de piensos de animales y su posterior
comercializacion, ya que sabemos que la Salmonella es un microorganismo
muy abundante en los alimentos de origen animal como la carne de ave o
los huevos y que, ademas, son de los alimentos mas consumidos por la
poblacion espafiola. Asi, se contribuiria a un sistema de comercializacién
mas seguro desde el punto de seguridad alimentaria.

La coliflor, perteneciente a la familia Brassicaceae, contiene compuestos
bioactivos como carotenoides, flavonoides, vitamina C, minerales,
polifenoles y glucosinolatos en cantidad considerable (Bhandari y Kwak,
2015; Bellostas et al., 2007; Nilsson et al., 2006). Algunas propiedades
atribuidas a la coliflor son capacidad antioxidante, anticancerigena y
preventiva de enfermedades cardiovasculares (Manchali et al., 2012; Sanz-
Puig et al., 2015).

Sanz-Puig (2017) evalué el efecto antimicrobiano de subproductos
vegetales que procedian de la materia prima de brdcoli, coliflor y soja. Los
microorganismos patdgenos se sometieron a extractos acuosos de estos
subproductos y se demostré mayor capacidad bactericida en subproductos
de coliflor y mandarina frente a Gram positivos (L. monocytogenes y B.
cereus) y Gram negativos (S. Typhimurium y E. coli 0157:H7) a lo largo del
tiempo con temperaturas de crecimiento O6ptimas para cada
microorganismo. La excepcion fué L. monocytogenes, bacteria Gram-
positiva no afectada por la exposicién a dichos extractos de subproductos
vegetales. En concreto, Salmonella Typhimurium resulté ser el patdgeno
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alimentario mas sensible al efecto antimicrobiano, con un efecto bactericida
maximo préximo a 5 ciclos logaritmicos de inactivacion tras la exposicion
del microorganismo a infusion de coliflor al 10% a 10°C durante 4,5 dias. El
analisis de la composicidon de coliflor y la mandarina coincidieron en un alto
contenido en polifenoles. Este hallazgo condujo a postular que, de forma
general, podria existir relaciéon entre el perfil polifendlico con la capacidad
antimicrobiana, apoyado por estudios anteriores (O'Shea et al 2012, Xie et
al., 2017). Aun cuando el contenido polifendlico fue mayor en los
subproductos deshidratados brutos, el efecto bactericida de las infusiones
en caliente mejord en comparacién con el obtenido de los subproductos
deshidratados en iguales condiciones de incubacién. Por tanto, por el alto
contenido en polifenoles a los que se les atribuye un importante papel
antioxidante, la coliflor muestra también capacidad bactericida contra los
patdgenos transmitidos por los alimentos aunque otros componentes de
éste vegetal podrian estar contribuyendo a esta accién bactericida.

Estudios anteriores sobre la tasa de supervivencia por unidad de tiempo del
C. elegans llevados a cabo in vivo demostraron que la virulencia de
Salmonella enterica serovar Typhimurium (CECT 443) disminuia al
exponerla a infusion de coliflor al 5% repetidas veces y que los efectos
nocivos de dicho microorganismo en C.elegans disminuian en comparaciéon
con su grupo control (Salmonella sin tratar con extracto de coliflor),
incrementandose asi la probabilidad de supervivencia del nematodo a los 2,
12 y 22 dias . En concreto, la maxima diferencia en la probabilidad de
supervivencia entre grupos se observo a los 12 dias, con un valor de 0.26
para el grupo expuesto a coliflor respecto a 0.12 del grupo control (Sanz-
Puig et al., 2017) .Estos hallazgos refuerzan los resultados presentados en
este trabajo respecto al efecto del extracto de coliflor sobre Salmonella en
el intestino del nematodo.
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6. CONCLUSIONES

En conclusién, podemos decir que tras el estudio realizado en el que se
pudo evaluar el efecto que el extracto de coliflor tiene sobre Ia
contaminacidn de Salmonella en el intestino de C. elegans, se abre una
puerta a la utilizacién de éstos extractos procedentes de residuos de la
agroindustria en la elaboracion de piensos para animales, ya que como se
ha demostrado en el trabajo, se puede llegar a controlar e incluso a reducir
la concentracidon de un microorganismo patégeno que esté contaminando el
intestino del animal. No obstante, estos estudios deberian complementarse
con un estudio de campo utilizando animales de granja con objeto de
optimizar la incorporacion de estos extractos con capacidad antimicrobiana,
adaptandolo a las necesidades de cada grupo de animales (pollos, cerdos).

Por otro lado, el uso de estos residuos de la agroindustria para la obtencién
de los extractos vegetales, va hacia el desarrollo de una agricultura
sostenible, ademas de la posible revalorizacién econdémica de dichos
residuos.
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