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RESUMEN

Salmonella enterica serovar Typhimurium es un patégeno que causa una
de las principales enfermedades de transmision alimentaria. Se puede
encontrar en gran cantidad de alimentos pero sobretodo en huevos y en
carnes crudas. Para garantizar la inocuidad de los alimentos, se aplican
tecnologias de conservacion, entre las que destaca el tratamiento con
antimicrobianos naturales. Esta tecnologia ofrece una alternativa a métodos
tradicionales de conservacion como son los tratamientos térmicos. Pero el
uso de estos tratamientos no convencionales puede generar cambios y/o
adaptaciones en los microorganismos y no exclusivamente la muerte
bacteriana. En el presente trabajo se evalua la posible aparicion de
adaptaciones, resistencias o cambios de virulencia producidos tras el uso de
un antimicrobiano natural, utilizando como modelo al Caenorhabditis
elegans. Para ello se somete a una poblaciéon de S. Typhimurium a un
tratamiento con una infusién de subproducto de coliflor repetidamente (hasta
3 veces) y posteriormente se alimenta a una poblacién de C. elegans con el
microorganismo tratado y sin tratar. Los resultados obtenidos sugieren un
aumento de la resistencia de S. Typhimurium frente al uso del subproducto
de la coliflor como antimicrobiano natural, cuando este es empleado de
forma repetida. Ademas, se observa que en las poblaciones de C. elegans
alimentadas con las cepas de S. Typhimurium tratadas la esperanza de vida,
la puesta de huevos y la movilidad, son mayores en comparacion con las
poblaciones de C. elegans alimentadas con S. Typhimurium no tratada.

RESUM

Salmonella enterica serovar Typhimurium és un patogen que causa una
de les principals malalties de transmissié alimentaria. Pot trobar-se en gran
quantitat d’aliments pero, sobretot en ous i carns crues. Per a garantir la

' Antonio Martinez Lopez, Universitat Politécnica de Valencia, Campus de Vera, Camino de
Vera s/n 46022, Valencia, Espana.

2 |nstituto de Agroquimica y Tecnologia de Alimentos, Calle Catedratico Agustin Escardino
7, 46980, Paterna, Espana.



e ®
G242 UNIVERSITAT ‘
'||||‘ | POLITECNICA 'Il' lata

DE VALENCIA

Instituto de Agroquimica -

y Tecnologia de Alimentos ALDMENTOS PARA BL DESARROLLO
innocuitat dels aliments, s’apliquen tecnologies de conservacio, entre les
que destaquen el tractament amb antimicrobians naturals. Aquesta
tecnologia oferix una alternativa als métodes tradicionals de conservacio
com soOn els tractaments térmics. No obstant, |'Us d’estos tractaments no
convencionals pot generar canvis i/0 adaptacions en els microorganismes i
no exclusivament la mort bacteriana. En el present treball s’avalua la
possible aparicié d adaptacions, resisténcies o canvis de viruléncia produits
per I'Us d'un antimicrobia natural, utilitzant com a model al Caenorhabditis
elegans. Per aix0 se sotmet a una poblacié de S. Typhimurium a un
tractament amb una infusié6 de subproducte de coliflor com a antimicrobia
natural repetidament (fins a 3 vegades) i posteriorment s’alimenta a una
poblacié de C. elegans amb el microorganisme tractat i sense tractar. Els
resultats obtinguts sugerixen un augment de la resisténcia de S.
Typhimurium contra I'is del subproducte de la coliflor empleat com a
antimicrobia, quan es empleat de manera repetida. A més s’observa que en
les poblacions de C. elegans alimentades amb les soques de S.
Typhimurium tractades, |'esperanga de vida, la posada d'ous i la mobilitat
son majors en comparacid amb les poblacions de C. elegans alimentades
amb S. Typhimurium no tractada.

ABSTRACT

Salmonella enterica serovar Typhimurium is a pathogen that causes one
of the major foodborne diseases. It is found in many food and food products,
but especially in eggs and raw meats. To ensure food safety, preservation
technologies are applied against this pathogen, like the use of natural
antimicrobial treatments. This technology offers an alternative to traditional
methods of preservation such as heat treatments. But the use of these
unconventional treatments can generate changes or adaptations and not only
cause bacterial death. This paper evaluates the possible appearance of
adaptations, resistances or virulence changes caused by the use of
antimicrobial treatments, using Caenorhabditis elegans as a model. A
population of S. Typhimurium is subjected to a treatment with an infusion of
cauliflower by-product repeatedly (up to 3 times) and subsequently fed to a
population of C. elegans with the microorganism treated and untreated. The
results suggest an increased resistance of S. Typhimurium against the
repeated use of cauliflower by-product infusion as natural antimicrobial. In
addition, it is noted that life span, egg laying and mobility are higher in
populations of C. elegans fed with the treated S. Typhimurium compared with
the populations of C. elegans fed with the untreated S. Typhimurium.

PALABRAS CLAVE: Conservacion, nuevas tecnologias, antimicrobianos
naturales, cambios de virulencia, resistencia, S. Typhimurium, C. elegans.
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INTRODUCCION

Salmonella enterica serovar Typhimurium es un bacilo gram negativo,
oxidasa negativo, anaerobio facultativo y no esporulado perteneciente a la
familia Enterobacteriaceae. Se trata de una bacteria moévil y termolabil (su
temperatura 6ptima de crecimiento es de 37 a 40°C) que se encuentra
comunmente en los intestinos de aves y mamiferos sanos. Es la principal
causa de enfermedad alimentaria transmisible en diversos paises. Segun la
EFSA (European Food Safety Authority) es un patégeno emergente del cual
se notifican alrededor de 100.000 casos cada ano en la Unién Europea (UE)
(EFSA, 2014). La salmonelosis es una enfermedad cuyos sintomas incluyen
fiebre, diarrea, dolor abdominal y espasmos abdominales y suele durar de 4
a 7 dias. La transmision 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 contaminados de
forma cruzada, como frutas y vegetales (FDA, 2012).

Para proteger a los consumidores de estas infecciones alimentarias, la
UE ha adoptado un enfoque integrado de seguridad alimentaria, desde la
granja hasta la mesa (“from the farm to the fork”). El enfoque consiste tanto
en la evaluacion como en la gestion de riesgos a lo largo de todas las etapas
de la cadena alimentaria y se centra en la comunicacién eficaz de este tipo
de riesgos. Gracias a la actuacion conjunta de la UE y de los Estados
Miembros han disminuido los casos humanos de salmonelosis en un periodo
de siete anos (de 2008 hasta 2014), produciéndose una reduccién de hasta
el 21,7 % de los casos de 2013 a 2014 (EFSA, 2014). Ademas las
notificaciones de los casos durante el ano 2014 aumentaron un 15,3% con
respecto a 2013 (EFSA, 2015). Aun asi, en febrero de 2015 la EFSA y el
ECDC (Centro Europeo para la Prevencion y el Control de las
Enfermedades) publicaron un informe en el que Salmonellay Campylobacter
mostraban niveles significativos de resistencia a los antibiéticos en seres
humanos y animales. Es por ello que desde diferentes organizaciones y
empresas se estan desarrollando investigaciones para analizar en qué
medida las nuevas tecnologias de inactivacion microbiana (tecnologias no
térmicas), pueden suponer un reto en materia de inocuidad alimentaria
debido a la posible adaptacion de los microorganismos.

La creciente demanda de productos ecolégicos y minimamente
procesados (alimentos crudos y frescos) asi como la relacion existente entre
conservantes quimicos y alergias, intoxicaciones alimentarias e incluso
enfermedades neoplasicas, también ha generado en la industria alimentaria
una busqueda de alternativas de conservacion que alteren, en menor
medida, las caracteristicas organolépticas de los alimentos. La principal
razon de este interés por parte de los consumidores es la salud. La
busqueda se centra en alternativas que garanticen la misma inocuidad de los
alimentos que los tratamientos térmicos tradicionales sin alterar sus
caracteristicas organolépticas. Nace asi la aplicacion de nuevas tecnologias
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no térmicas de conservacién como son las altas presiones hidrostaticas, la
aplicacion de ozono, la radiacién con ultrasonidos y la utilizacion de aceites
esenciales y sustancias naturales como son los antimicrobianos (Wilson et
al., 2011; Hu et al., 2004).

Las empresas del sector de la agroalimentacion generan grandes
cantidades de residuos alimentarios en todo el planeta. Su eliminacién suele
suponer un gran coste para los productores y ademas suele provocar
efectos nocivos sobre el medio ambiente. Por ello, muchas de las
investigaciones de los ultimos afos se basan en la reutilizaciéon de los
subproductos agrarios para ser utilizados como productos primarios, un
ejemplo de esto es la obtencion de antimicrobianos naturales (Sung et al.,
2007; Sanz-Puig, 2014). Los residuos vegetales suelen ser los mas
empleados ya que son los que mas sustancias bioactivas presentan. Estas
sustancias se caracterizan por su capacidad de inhibir el crecimiento de
bacterias, virus y hongos por lo que se pueden aplicar como conservantes
naturales en ingenieria alimentaria. Constituyen asi una nueva forma de
garantizar alimentos seguros, evitando la alteracidon de las propiedades
organolépticas de los mismos y que ademas no resultan nocivos para los
consumidores. Dentro de estos antimicrobianos naturales destacamos los
derivados de la familia Brassicaceae, al que pertenecen hortalizas como el
brécoli o la coliflor. La coliflor es una verdura rica en glucosinolatos,
sustancia de la que derivan compuestos aromaticos y bioactivos como los
isotiocianatos (ITCs), tiocianatos, indoles y polifenoles. Es a estas sustancias
a quienes se les atribuye efectos inhibidores del crecimiento de
microorganismos. Numerosas investigaciones han demostrado el efecto
antimicrobiano de los ITCs en diferentes alimentos, siendo las bacterias
Gram negativas las mas sensibles ante estos compuestos (Wilson, A. E. et
al, 2011).

Este estudio se centra en la validacion de la actividad de compuestos
antimicrobianos provenientes de subproductos de la coliflor, evaluando los
cambios de virulencia y de resistencia que podrian producirse en una
poblacién bacteriana de S. Typhimurium utilizando como organismo modelo
al Caernorhabditis elegans. Para ello se han realizado tres ensayos en los
que se evalua la esperanza de vida, la puesta de huevos y la movilidad de
este nematodo.

le ®
(557 UNIVERSITAT
[I[l:) POLITECNICA 'Ii' ].a.ta

DE VALENCIA




Yo ® S
G UNIVERSITAT \ g 4
LI[J7) POLITECNICA 'I" lata r}“‘q
DE VALENCIA ‘

Instituto de Agroquimica
. . INSTITUTO DE INGENIERIA DE
y Tecnologla de Alimentos ALIMENTOS PARA EL DESARROLLO

MATERIALES Y METODOS
Preparacion de la cepa de S. Typhimurium

En el estudio se ha empleado un cultivo puro liofiizado de S.
Typhimurium proveniente de la Coleccion Espanola de Cultivos Tipo (CECT
443). Se trata de una cepa de S. Typhimurium. Para reactivarlo se disuelve
el liofilo en 0,2-0,3 mL de medio de cultivo TSB (Tryptic Soy Broth, Scharlab
chemie, Barcelona). Una vez rehidratada, se vierte sobre 500 mL de medio
TSB vy se deja reposar 30 minutos a 37° C. Pasados los 30 minutos se deja
en agitacion a 200 rpm durante 16 horas, hasta alcanzar la fase estacionaria.
Tras las 16 horas, se dividen los 500 mL en 2 botes de 250 mL y se
centrifugan a 5000 rpm y a 4°C durante 15 minutos. Tras retirar el
sobrenadante, el precipitado de cada bote se vuelve a disolver en 100 mL de
TSB. Se vuelven a centrifugar a 5000 rpom y a 4°C durante 15 minutos. Se
quita el sobrenadante de ambos tubos y ambos precipitados se vuelven a
disolver en 50 mL de TSB. Por ultimo se distribuyen en 50 viales de 2 mL
cada uno y se les anade 1 mL de Glicerol diluido al 20 % con TSB. Estos
viales presentan una concentracion final de 10° UFC/mL y corresponden con
los viales madre de S. Typhimurium.

Preparacion de la infusion de coliflor

Se introducen 10 g de subproducto de Coliflor (cedido por la empresa
TRASA S.L.) en 100 mL de agua de peptona (Scharlab chemie, Barcelona)
estéril en ebullicion. Se deja reposar 30 minutos y se centrifuga a 4000 rpm y
4°C durante 15 minutos. Posteriormente se realiza una filtracion mediante el
uso de 3 filtros con diferentes diametros de poro; primero uno de 11 micras,
seguido de uno de 2,5 micras y por ultimo se utiliza un filtro de 0,45 micras
con jeringa para esterilizar la muestra. Una vez filtrada la infusion se toman
15 mL de la misma y se afiaden a 15 mL de agua de peptona estéril. De esta
forma obtenemos 30 mL de una infusion de coliflor al 5%.

Exposicion de S. Typhimurium a la infusion del subproducto de coliflor

En el estudio se somete a una poblacién inicial de S. Typhimurium a tres
tratamientos seriados de la infusion del subproducto de coliflor al 5%.

Se parte de un vial madre de S. Typhimurium con una poblacién de 10°
UFC/mL. Los 2 mL que contiene este vial se afiaden a 18 mL de agua de
peptona estéril y de estos 20 mL se toma 1 mL y se afiade a 30 mL de la
infusidon de coliflor al 5%, obteniendo asi una concentracion bacteriana de
10" UFC/mL. En este punto del estudio, se toman 0,1 mL de la infusién con
la poblacion bacteriana y se realiza una siembra por inmersion en placa
realizando las correspondientes diluciones seriadas para comprobar la
concentracion bacteriana (concentraciéon pre-exposicion 1).
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El resto de la infusion con la poblacion de S. Typhimurium se deja incubar
durante 4 horas a 37°C. Tras la incubacién se centrifuga la muestra 2 veces
a 4000 rpm y a 4°C durante 15 minutos. Se vuelve a suspender en 10 mL de
TSB y se vuelve a realizar una siembra de las diluciones seriadas para
valorar el posible incremento de la concentracidén bacteriana (concentracion
bacteriana post-exposicion 1). De los 10 mL de la muestra se toma 1 mL y
se aflade a 500 mL de TSB con una concentracion de levadura al 5 % y se
deja incubar en agitacion a 37°C durante 15 horas. Este paso permite un
crecimiento exponencial de la poblacién (fase estacionaria) que alcanzara
una concentracion de 10° UFC/mL. Pasadas las 15 horas se distribuye la
muestra en diez tubos tipo falcon para centrifugarlos a 4000 rpm y a 4°C
durante 15 minutos. Nueve de los tubos se conservan a -80°C para guardar
la poblacion expuesta a la infusidon. El tubo restante se vuelve a suspender
en 10 mL de TSB. De estos 10 mL se toman 100 yL y se afnaden a 900 pL
de agua de peptona. Obteniendo asi 1 mL de poblacién de 10° UFC/mL
expuesta una vez a la infusion de coliflor. Este mililitro se afadira a otros 30
mL de infusién de coliflor al 5 % para repetir el proceso de exposicion. El
proceso se repite hasta 3 veces correspondiendo asi a 3 tratamientos
consecutivos y se realizan 4 repeticiones de cada tratamiento.
Posteriormente se analizan los datos obtenidos de los recuentos de colonias
provenientes de las diluciones seriadas que se realizan antes y después de
cada tratamiento con la infusién y se llevan a cabo utilizando un contador de
colonias automatico (IUL COUNTERMAT FLASH 4.2) En la figura 1 puede
verse un esquema de todo el procedimiento realizado.

Gracias a estas exposiciones obtenemos cuatro poblaciones distintas de
S. Typhimurium: una sin tratar y tres correspondientes a cada tratamiento.
De estas poblaciones se escogen tres (S. Typhimurium sin tratar, S.
Typhimurium tratada una vez y S. Typhimurium tratada tres veces
consecutivas) y con ellas se alimenta al nematodo para realizar cada
ensayo.
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S. Typhimurium

\ D + 18 mL de Agua de Peptona

\ D + 30 mL de Infusién de coliflor al 5 %

[ INCUBAR 4H 37°C ] Sembrar PRE

v

Centrifugar x 2

\l, \ ‘ Sembrar POST

1 mL

+ 500 mL de TSB + Levadura (5%)

[ INCUBAR 15H 37°C ]

v

Centrifugar

\%

Resuspender en 10 mL de TSB
V + 900 pL de Agua de Peptona

¢
N

1 mL
+ 30 mL de Infusiéon 5 %

Figura 1. Esquema de la exposicion de S. Typhimurium a la infusion del
subproducto de coliflor.

Mantenimiento de C. elegans

C. elegans es un nematodo de pequefio tamano (1 mm de largo en su
estadio adulto) ampliamente utilizado en biologia desde hace décadas
(Lavigne et al.,, 2006). Esto se debe a varias de sus caracteristicas
fisiolégicas: su transparencia, su condicion hermafrodita, su desarrollada
definicion del sistema digestivo y nervioso, su ciclo de vida reducido y su
facil mantenimiento en el laboratorio. El stock empleado de C. elegans,
procedente del College of Biological Sciences, Minnesota University, USA se
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ha incubado en placas con un medio de cultivo MNG (Nematode growth
media). Este medio se dispone en placas petri de 55 mm de diametro y una
vez solidificado se siembra en su superficie un césped de Escherichia coli
OP50; principal alimento del nematodo (Darby, C., 2005).

Para el estudio lo primero es obtener una poblacién sincronizada de C.
elegans. Para ello se ponen adultos del mismo tamafio en placas con medio
MNG vy su alimento E. coli OP50 y se espera a que pongan huevos. Se
separan los huevos puestos el mismo dia y se dejan crecer en condiciones
Optimas (20°C) hasta alcanzar el estadio adulto.

En la siguiente imagen (figura 2) puede verse el ciclo de vida completo
del nematodo.
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Figura 2. Esquema del ciclo de vida completo C. elegans.

Para mantener las condiciones Optimas necesarias para el estudio y que
éstas tengan el minimo efecto en la longevidad, los nematodos se
transfieren cada 48 horas a placas nuevas con un césped de E. coli OP50.
Esto ayuda ademas a mantener la poblacidon de estudio controlada, puesto
que los nematodos descendientes pueden llegar a alcanzar un tamafio
similar a los adultos. Para el correcto manejo del nematodo ha sido
necesario el uso de técnicas de microscopia. En cada ensayo se ha
empleado un microscopio estereoscopico binocular (COMECTA S.A.) que ha
permitido la facil visualizacién y manipulacion de los nematodos.
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Preparacion de la cepa E. coli OP50

La gran mayoria cepas de C. elegans se mantienen en un césped de E.
coli OP50. Se trata de un microorganismo auxotrofo cuyo crecimiento esta
limitado a placas MNG. En primer lugar se preparan las placas de MNG y
posteriormente se siembra el césped de E. coli disuelto en un medio LB
(Luria — Bertani, Scharlab chemie, Barcelona). Para que la siembra de los
diferentes céspedes sea equitativa se mide la absorbancia mediante un
espectrofotometro (Lan Optica Modelo PG1800, LABOLAN, Espafia).

Exposicion de C. elegans a diferentes poblaciones microbianas

En el estudio se evalud la esperanza de vida, la movilidad y la puesta de
huevos del organismo modelo, para estudiar los posibles cambios de
virulencia producidos en las poblaciones tratadas con el antimicrobiano.

Para el estudio de |la esperanza de vida se transfirieren 10 nematodos por
placa hasta alcanzar un total de 25 placas, obteniendo una poblacion n=250
para cada alimento. Cada 48 horas se contabilizan los nematodos muertos y
vivos y estos ultimos se trasladan a placas con césped nuevo. Este
procedimiento se repite hasta la muerte de los 10 nematodos.

Posteriormente, para el estudio de la movilidad, se toman 25 placas con 1
nematodo en cada una, obteniendo una poblacidn n=25 para cada alimento.
En la misma placa se contabiliza el numero de movimientos que hace el
nematodo en 10 segundos. Cada 48 horas se cambia al nematodo de placa
hasta que finalmente muere, siguiendo asi toda su trayectoria.

Del mismo modo se evalua la puesta de huevos. Se toman 25 placas con
1 nematodo en cada una, obteniendo asi una poblacion n=25 para cada
alimento. Cada dos dias se contabilizan los huevos que cada uno pone y
posteriormente se trasladan a otra placa. Este procedimiento se repite hasta
la muerte del nematodo.

En total se emplearon 300 nematodos para el estudio de cada alimento
(S.. Typhimurium sin tratar, S. Typhimurium 1 y S. Typhimurium 3). Cada
ensayo se realiza con una poblacion sincronizada de C. elegans (estadio
adulto) manteniéndolas a una temperatura constante de 20°C.

En la figura 3 se puede observar una imagen en detalle del nematodo.



&S e o ~
547, UNIVERSITAT |IQ 1 t ) _
LI poLiTECNICA il 1ata } -

DE VALENCIA Instituto de Agroquimica L ¥ 1;:
y Tecnologia de Alimentos ALIMENTOS PARA EL DESARROLLO

Figura 3. Fotografia de C. elegans tomada en el IATA-CSIC mediante el
microscopio Nikon Eclipse 9i.

Analisis de datos

Para el analisis de los datos obtenidos se utilizé la media y la desviacion
tipica de los recuentos de S. Typhimurium tratada con el extracto de coliflor y
de los diferentes elementos de estudio de C. elegans. Los analisis
estadisticos se realizaron con STATGRAPHICS CENTURION XII mediante
el andlisis de la varianza ANOVA. Se trata de un método de estadistica
aplicada con un estimador que tiene en cuenta la censura, para estudiar el
dafio producido en S. Typhimurium y los procesos relacionados con la
muerte del organismo tipo. Para la estimacion de las curvas de
supervivencia y de riesgo se empleé ademas el método Kaplan-Meier,
trazandose tablas de intervalos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de la resistencia de S. Typhimurium al tratamiento
seriado con infusion de subproducto de Coliflor

La primera parte del estudio se centra en la evaluacion de la resistencia
desarrollada por S. Typhimurium frente al tratamiento antimicrobiano,
mediante la exposicion a una infusién de subproducto de coliflor al 5 % de
forma repetida hasta alcanzar una poblacién microbiana resistente para su
posterior administraciéon al nematodo. Para ello se expone a la poblacion
bacteriana a tres tratamientos seriados con la infusién de subproducto de
coliflor.

La figura 4 muestra los cambios en los ciclos logaritmicos que se
producen tras cada tratamiento (4 horas a 37°C). Se puede observar una
reduccion significativa de 1,04 ciclos logaritmicos, tras el primer tratamiento.
En el segundo tratamiento no se observa una reduccién, sino un incremento
de 0,282 ciclos logaritmicos. En el tercer tratamiento también se observa un
incremento de la poblacion, esta vez mayor, de 0,831 ciclos logaritmicos. En
vista de los resultados se observa que no solo tras los tratamientos dos y
tres, no se produce inactivacién bacteriana, sino que ademas se observa un
crecimiento de la poblacién. Esta tendencia puede indicar que S.
Typhimurium desarrolla una resistencia cuando se expone repetidamente a
la infusion de subproducto de coliflor al 5%.

Resistencia S. Typhimurium

—
- k3,
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&

LOG N/N, (UFC/mL)
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o o

1
—_
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(&)
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FIGURA 4. Grafica de la resistencia de S. Typhimurium frente a los
tratamientos con infusién de subproducto de coliflor al 5%.
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La resistencia supone una adaptacion en la que se evidencian cambios
estructurales y/o funcionales de las células de los microorganismos
implicados. La aparicion de cepas resistentes es un fendmeno natural que
ocurre cuando los microorganismos se intercambian caracteristicas de
resistencia o se reproducen de forma andmala. Existen numerosas
resistencias a los antibidticos empleados tanto en humanos como en
animales, como se ha mencionado con anterioridad, pero en este caso
también aparecen en respuesta a la actividad repetida de un antimicrobiano
natural. Por ello resulta necesario realizar nuevas investigaciones sobre esta
adaptacion por parte de los microorganismos ya que constituye un riesgo
potencial que puede comprometer la inocuidad de los alimentos (Boxstael et
al., 2012; Louden et al., 2012; Torpdahl et al., 2013).

La capacidad antimicrobiana de la familia Brassicaceae ha sido
demostrada con anterioridad en la industria alimentaria (Brandi et al., 2005,
Wilson et al, 2011). La inactivacién de los microorganismos en un alimento
se produce cuando éstos se exponen a elementos que alteran sus
estructuras celulares y/o sus funciones fisiolégicas. La inactivacion
microbiana causada por el uso de antimicrobianos naturales sigue siendo
objeto de estudio en la actualidad, ya que se ha observado que en algunos
casos puede causar ciertas resistencias, en lugar de la muerte bacteriana.
Por ello, al emplear estas nuevas tecnologias es necesario utilizar las
condiciones adecuadas para inactivar a los microorganismos mas
resistentes previniendo al maximo la aparicion de adaptaciones.

Evaluacion de los posibles cambios de virulencia en S. Typhimurium
utilizando como organismo modelo C. elegans

A partir de los resultados obtenidos de la resistencia de S. Typhimurium
frente al antimicrobiano, se eligen dos poblaciones por ser las que mas
diferencias muestran entre si en cuanto al dafio y a la resistencia. Estas
poblaciones son la poblacién sometida a un tratamiento (de ahora en
adelante S. Typhimurium 1) y la poblacién sometida a tres tratamientos
consecutivos (de ahora en adelante S. Typhimurium 3). Ambas se
administran como alimento al nematodo C. elegans y los resultados se
comparan con los obtenidos con S. Typhimurium sin tratar, utilizandose esta
ultima como muestra patron.

C. elegans se emplea como organismo modelo para el estudio de la
virulencia de S. Typhimurium, analizando de forma independiente la
esperanza de vida, la movilidad y la puesta de huevos del nematodo frente a
las diferentes poblaciones bacterianas.

CAMBIOS EN LA ESPERANZA DE VIDA DE C. elegans
El ciclo de vida y la esperanza de vida de C . elegans esta determinado

por diversos factores ambientales como son la temperatura y la
disponibilidad de recursos bacterianos para su alimentaciéon (Allen et al.,
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2015). Las altas temperaturas afectan negativamente a su ciclo de vida, pero
a una temperatura constante de 20°C (temperatura o6ptima para su
mantenimiento en un laboratorio) la vida promedio de un adulto de C.
elegans es de 21 dias (Sifri et al., 2005). En condiciones normales de
laboratorio, C. elegans se alimenta de E. coli (cepa OP50). Cuando esta
bacteria se sustituye por otra como S. Typhimurium la esperanza de vida del
nematodo puede disminuir significativamente (Labrousse et al., 2000;
Aballay et al., 2000).

En este ensayo se contrasta la longevidad de los nematodos y
posteriormente se calcula el porcentaje de nematodos vivos dando lugar a
las curvas de Kaplan-Meier. La figura 5 muestra el porcentaje de
supervivencia de C. elegans obtenido tras someter a los nematodos a una
alimentacion con la muestra patron y con las muestras tratadas con el
antimicrobiano. Como se observa en la grafica (figura 5), el porcentaje de
nematodos que sobrevive disminuye con el transcurso del tiempo en todos
los grupos de estudio, siendo menor al 10% en torno al dia 18 de vida. La
esperanza de vida de los nematodos de la muestra patron es de unos 21
dias, mientras que en los nematodos alimentados con cepas de S.
Typhimurium tratadas llegan a alcanzar una esperanza de vida de 23 dias
(S. Typhimurium 1) y de 25 dias (S. Typhimurium 3). Ademas se evidencia
que la tasa de supervivencia lo largo de los dias es siempre mayor en los
nematodos alimentados con las cepas tratadas en comparacion con los
nematodos alimentados con S. Typhimurium no tratada. No se han
observado diferencias significativas (p-valor < 0.05) entre las poblaciones
sometidas a S. Typhimurium 1 y a S. Typhimurium 3. Lo que si se observa
es una diferencia entre S. Typhimurium no tratada y S. Typhimurium tratada
una o tres veces, indistintamente. La virulencia de S. Typhimurium frente a
C. elegans ha sido demostrada en numerosas investigaciones (Aballay et al.,
2000; Labrousse et al, 2000). En cambio, una vez tratada con el
antimicrobiano se producen una serie de cambios adaptativos o mutaciones
por las que S. Typhimurium parece que se vuelve menos virulenta y
ademas, como se indico con anterioridad, también parece que se generan
resistencias. Esto no difiere de otras investigaciones en las que se evidencia
la resistencia de S. Typhimurium frente a numerosos antibiéticos (Louden et
al., 2012).
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Figura 5. Grafica de la supervivencia de C. elegans frente a los distintos
grupos de estudio.

La tabla 1 muestra ademas los percentiles de la distribucion de
supervivencia estimada para las diferentes poblaciones de S. Typhimurium
administrados al nematodo. Estos percentiles estiman el tiempo que un
porcentaje de individuos va a sobrevivir. Como se puede observar el 5% de
los nematodos sometidos a las poblaciones de S. Typhimurium tratadas
sobreviven durante un periodo de 19,3 a 19,9 dias, a diferencia del 5% de
los nematodos sometidos a la muestra patron que soélo sobreviven 16,5 dias.
Esto supone una diferencia de unos 3 dias aproximadamente entre ambos
grupos, lo cual para un organismo que vive de media 21 dias supone una
diferencia notoria. Con estos datos nuevamente se observa que no existen
diferencias significativas (p-valor < 0.05) entre las poblaciones sometidas a
S. Typhimurium tratada una o tres veces, pero si entre las poblaciones
alimentadas con S. Typhimurium sin tratar y la poblacion alimentada con S.
Typhimurium tratada con antimicrobianos y que esta diferencia es relevante.
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Tabla 1. Tabla de percentiles para el periodo de vida de C. elegans frente a
los distintos grupos de estudio.

Tiempo (Dias)

Percentil
S. Typhimurium | S. Typhimurium 1 = S. Typhimurium 3
75,0 2,4 3,9 3,3
50,0 53 8,5 8,2
25,0 10,2 13,9 13,4
10,0 13,8 18,4 17,3
5,0 16,5 19,9 19,3

La funcion de riesgo, obtenida mediante el analisis estadistico de Kaplan-
Meier, se representa en la figura 6. En la grafica se puede observar que la
tasa de riesgo es siempre mas elevada en los nematodos sometidos a la
muestra patron en comparacion con los sometidos a las poblaciones de S.
Typhimurium tratadas. La tasa de riesgo se mantiene mas o menos
constante en los tres grupos de estudio hasta el dia 19, aunque cabe
destacar que en la poblacién de S. Typhimurium 1 el riesgo se dispara con
anterioridad (dia 17). Esto no difiere de los datos obtenidos con una
alimentacion a base de E. coli, donde la tasa de riesgo también se dispara el
dia 17. Por ello, este dato, puede coincidir con la edad del nematodo, ya que
en torno al dia 17, este se considera anciano y su sistema inmunitario
estaria mas débil y aguantaria menos el efecto adverso de S. Typhimurium.
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Figura 6. Curva de la funcion de riesgo de C. elegans frente a los distintos
grupos de estudio.

CAMBIOS EN LA PUESTA DE HUEVOS C. elegans

El segundo objeto de estudio es la puesta de huevos de C. elegans ante
las diferentes poblaciones bacterianas utilizadas como alimento. En
condiciones normales un adulto de C. elegans hermafrodita es capaz de
poner entre 300 y 350 huevos a lo largo de toda su vida (Lavigne et al.,
2006). Los cambios en la puesta de huevos se han estudiado obteniendo un
promedio del numero de huevos por nematodo cada 48 horas y comparando
estos con la muestra patrén, utilizando una poblacion n=25 para cada objeto
de estudio. Asi se hace evidente que a partir del quinto dia los nematodos
alimentados con cada una de las poblaciones de S. Typhimurium dejan de
poner huevos. Por ello se compara la puesta de huevos sélo hasta ese dia.
En la figura 7 se observa el numero de huevos puesto para el nematodo
alimentado con la poblacion patrén y para los nematodos alimentados con
las dos poblaciones sometidas a tratamientos antimicrobianos. Como se
observa en la grafica (figura 7) las diferencias entre las distintas poblaciones
son significativas (p-valor < 0.05). Los nematodos alimentados con la
poblacion patron ponen menos huevos, con una media de 17,64 huevos
hasta el dia 5, mientras que los nematodos alimentados con las cepas
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tratadas ponen una media de 42,04 huevos si han sufrido sélo un
tratamiento y de 97,28 huevos en caso de haber sufrido tres tratamientos
consecutivos. Los resultados obtenidos no difieren de otros obtenidos en
distintos estudios con respecto a S. Typhimurium, mostrando que esta puede
afectar a la puesta de huevos (Aballay et al., 2000). Este resultado también
puede evidenciar la disminucién de la virulencia en las poblaciones tratadas

con antimicrobiano frente a la poblacion patron.

N° de Huevos puestos hasta el dia 5
120
100
80

60

N° de Huevos

40

-

S. Typhimurium ®S. Typhimurium 1 = S. Typhimurium 3

Figura 7. Grafica de la puesta de huevos hasta el dia 5 segun el grupo de
estudio.

CAMBIOS EN LA MOVILIDAD DE C. elegans

El tercer y ultimo objeto de estudio se centré en la movilidad de C.
elegans ante alimentado con las diferentes poblaciones bacterianas. Para
ello se emplea una poblacion n=25 para cada grupo de estudio. Como se
observa en la figura 8 la movilidad de los nematodos se va perdiendo en
todas las poblaciones. La unica diferencia significativa es que en las
poblaciones tratadas si se observa una mayor movilidad durante los cinco
primeros dias. Los nematodos de la muestra patron presentan una media de
0,42 movimientos por segundo, mientras que los nematodos de S.
Typhimurium 1 presentan una movilidad de 0,81 movimientos por segundo y
los nematodos de S. Typhimurium 3 presentan una movilidad de 0,82
movimientos por segundo. Este aumento de la movilidad coincide ademas
con el aumento en la puesta de huevos los primeros cinco dias. También
cabe destacar que los nematodos sometidos a la muestra patron dejan de
moverse antes (dia 17) que los nematodos sometidos a las poblaciones
tratadas (hasta el dia 19).

17



P . fe o
A5 UNIVERSITAT
S |I1;) PoLiTECNICA 'Iil lata

DE VALENCIA

s

II’leitutO de Agroquin’lica INSTITUTO DE INGENIERA DE
y Tecnolog ia de Alimentos ALIMENTOS PARA EL DESARROLLO
Movilidad

16
14
12
10

8 L I {

° !

S TEN l il Iy i

: | G 1

0

0 3 5 7 10 12 14 17 19 21
Dias

S. Typhimurium =S, Typhimurium 1 S. Typhimurium 3

Figura 8. Grafica de la movilidad de C. elegans a lo largo de su ciclo de vida
segun el grupo de estudio.

CONCLUSIONES

- La realizacién de tratamientos consecutivos con el antimicrobiano objeto
de estudio parece aumentar la resistencia de S. Typhimurium.

- La esperanza de vida de C. elegans es mayor cuando este se alimenta
con las cepas de S. Typhimurium tratadas con el antimicrobiano natural
en comparacion con S. Typhimurium sin tratar.

- El riesgo es mayor en los nematodos alimentados con S. Typhimurium
sin tratar en comparacion con los nematodos alimentados con S.
Typhimurium 1y S. Typhimurium 3.

- S. Typhimurium tratada y sin tratar altera el sistema reproductivo de C.
elegans, produciendo el cese de la puesta de huevos a partir del quinto
dia de vida.

- El tratamiento con antimicrobianos hace que los nematodos alimentados
con S. Typhimurium tratadas pongan mas huevos durante esos 5
primeros dias.

- El uso de microscopia electronica permitiria estudiar con mas detalle los
cambios en la fisiologia del sistema reproductor de C. elegans.

- Los nematodos sometidos a poblaciones de S. Typhimurium tratadas se
mueven mas durante los primeros cinco dias.
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- En vista de todos los resultados se puede decir que la exposicidon
continuada de S. Typhimurium al antimicrobiano objeto del estudio
produce una disminucion en su virulencia al mismo tiempo que se
incrementa la resistencia al antimicrobiano. No obstante, seria
conveniente seguir investigando acerca de la resistencia de S.
Typhimurium frente a otros antimicrobianos naturales.
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