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EVALUACION DE LA INFECCION DE Caenorhabditis elegans
POR Salmonella typhimurium MEDIANTE LA ALIMENTACION
CON UNA INFUSION DE Brassica oleracea botrytis

Maria Camila Cardozo Guzman, Antonio Martinez Lopez?!, Maria Dolores Rodrigo
Aliaga, Gemma Garcia Carrion

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de infusion de coliflor (Brassica
oleracea Botrytis) sobre Caenorhabditis elegans infectado con Salmonella
typhimurium. Los resultados indicaron que respecto a la puesta de huevos, los
nematodos infectados con Salmonella typhimurium y con medio de
mantenimiento NGM ponen mas huevos que los nematodos no infectados con
Salmonella, presentando diferencias significativas (P < 0.05). Respecto a la
esperanza de vida del gusano se observo que en los percentiles 75, 50, 25y 5
de los tratamientos donde se infecté con Salmonella typhimurium y se expuso a
coliflor, los dias de supervivencia aumentaron, este comportamiento se logra
evidenciar incluso en el caso control en el que el nematodo se alimenta con E.
coli OP50. Por lo tanto a tenor de los resultados parece que la infusion de coliflor
estaria produciendo una accién sobre el patégeno evitando que se generaran los
procesos de patogenicidad de la misma manera que sucedia en ausencia de la
infusion de coliflor, minimizando los sintomas generados en las actividades
biolégicas monitoreadas.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of infusion of Cauliflower
(Brassica oleracea Botrytis) on Caenorhabditis elegans infected with Salmonella
typhimurium, this nematode was used as an in vivo model, the results indicated
that in relation to egg laying, nematodes infected with Salmonella typhimurium
and NGM maintenance medium lay more eggs than nematodes not infected with
Salmonella, presenting significant differences (P < 0.05Respect to the life
expectancy of the worm Observed that in the percentiles 75, 50, 25 and 5 of the
treatments where it was infected with Salmonella typhimurium and exposed to
cauliflower, the days of survival increased, this behavior is evidenced even in the
control case in which the nematode is fed With E. coli OP50. Therefore, according
to the results, it seems that the cauliflower infusion would be producing an action
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on the pathogen avoiding the generation of the pathogenicity processes in the
same way that it happened in the absence of the infusion of cauliflower,
minimizing the symptoms generated in the biological activities monitored.

RESUM

L'objectiu d'aquest estudi va ser avaluar l'efecte d'infusié de colflor (Brassica
oleracea Botrytis) sobre Caenorhabditis elegans infectat amb Salmonella
typhimurium. Els resultats indicaren, que respecte a la posta dous, els
nematodes infectats amb Salmonella typhimurium i amb medi de manteniment
NGM figuen més ous que els nematodes no infectats amb Salmonella, presentant
diferéncies significatives (P < 0.05). En quant a I'esperanca de vida del cuc ,es va
observar que en els percentils 75, 50, 25 i 5 dels tractaments on es va infectar
amb Salmonella typhimurium i es va exposar a colflor, els dies de supervivencia
van augmentar, aquest comportament s'aconsegueix evidenciar fins i tot en el
cas control en que el nematode s'alimenta amb E. coli OP50. Per tant , observant
els resultats sembla que l'infusié de colflor podria estar realitzant una accié sobre
el patogen evitant que es produisquen els processos de patogenicitat de la
mateixa manera que succeila en absencia de la infusié de coliflor, minimitzant els
simptomes generats en les activitats biologiques monitoritzades.

PALABRAS CLAVE: antimicrobianos, Brassica oleracea Botrytis,
Caenorhabditis elegans, Salmonella typhimurium, Escherichia coli OP50,
huevos, esperanza de vida.



INTRODUCCION

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 en bacterias presentes usualmente en los
animales(Enrrecalde; 2004).

Microorganismos patégenos como Salmonella typhimurium se ha relacionado
con el consumo de alimentos de origen animal, como las carnes de aves y
huevos. Salmonella spp. es un bacilo Gram negativo, oxidasa negativo,
anaerobio facultativo, no esporulado perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, movil y termoléabil, su temperatura 6ptima de crecimiento es
de 37 a 40°C, se encuentra comunmente en los intestinos de aves y mamiferos.
Salmonella spp. y Campylobacter spp., son las principales causas de zoonosis
transmitidas por los alimentos en todo el mundo. En 2010, la campilobacteriosis
y la salmonelosis fueron las zoonosis mas frecuentemente notificadas en la Unién
Europea, con 212.064 y 99.020 casos humanos confirmados respectivamente
(EFSA, 2012). 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).
Considerando los datos epidemiolégicos publicados en los ultimos afios el control
de la contaminacion de las canales de aves es de gran importancia para la
industria alimentaria, asi como la salud de los animales (Chaine et al., 2013).

El uso de antimicrobianos naturales provenientes de aceites esenciales e
infusiones de plantas son alternativas, no curativas, que ofrecen opciones para
el control de bacterias patégenas in vitro, asociados a compuestos antioxidantes
como los polifenoles, los cuales son compuestos bioactivos extraidos de plantas
que tienen numerosas propiedades farmacologicas, como actividades
antimicrobianas, antioxidantes, antivirales y anticancerigenas. Estudios
epidemioldgicos sugieren que el aumento de la ingesta dietética de frutas y
vegetales ricos en polifenoles promueve la salud humana. Se cree que la
actividad antibacteriana de los compuestos fendlicos se debe a una interferencia
directa con el crecimiento bacteriano o la inhibicién de la produccién de factores
de virulencia, lo que resulta en una patogénesis atenuada (lvanova et al., 2013).

Numerosos inhibidores de Quérum sensing (QS) se han extraido de fuentes
naturales, tales como plantas, hierbas y hongos. Las plantas y los hongos
producen naturalmente inhibidores QS como su primera linea de defensa contra
las bacterias patdégenas, impidiendo su colonizacion y atenuando su virulencia
(Rasmussen et al., 2006). Una serie de inhibidores de QS extraidos de frutos han
demostrado interferir los sistemas de QS bacteriano dependientes de AHL, como
el acido elagico, acido tanico y pirogalol, considerandose agentes anti-infectivos
alternativos. Se han reportado una serie de plantas y extractos de hierbas
incluyendo ajo, zanahoria, frijol, nenudfar, manzanilla, habanero y propéleo capaz



de suprimir los genes de virulencia regulados por QS. Se encontré que el mas
eficaz era el extracto de ajo que contenia al menos tres inhibidores diferentes de
la via QS (lvanova et al., 2013).

La coliflor (Brassica oleracea Botrytis) es una planta herbacea anual, bienal o
perenne, aldogamas con autoincompatibilidad no total, tallos cortos, gruesos, poco
0 nada ramificados, sin yemas axilares. Es una inflorescencia formada por los
peciolos y botones florales apelmazados. Se cultiva por sus inflorescencias
comestibles. Es una de las variedades mas importantes de B. oleracea, y gracias
a su alto contenido nutricional se siembra en todo el mundo. La caracteristica
mas significativa de la coliflor es que, a diferencia de otras variedades de B.
oleracea, la inflorescencia se forma durante el desarrollo floral, la cual determina
directamente el valor econémico de la coliflor (Li et al., 2017). Se ha encontrado
gue muchas hortalizas de la familia Crucifera tienen propiedades antimicrobianas
contra varios microorganismos de importancia clinica. Este efecto antibacteriano
del jugo de Brassica oleracea sobre varios patdogenos transmitidos por los
alimentos se ha evidenciado en diversos trabajos (Brandi et al., 2006).

Debido a estas propiedades y a la presencia de polifenoles en infusiones de
coliflor, dichas infusiones pueden ser una alternativa para usarse en alimentos
para animales y asi disminuir la carga microbiana patégena presente en el
momento del sacrificio en mataderos industriales. Para ello, es necesario realizar
evaluaciones in vivo para verificar el efecto antibacteriano causado en el tracto
intestinal infectados con Salmonella typhimurium.

Con el fin de poder realizar pruebas in vivo se ha escogido como modelo a
Caenorhabditis elegans. Este organismo es un nematodo hermafrodita
invertebrado que se alimenta de bacterias y habita en el suelo. Debido a la
conservacion de muchos procesos biolégicos homologables con mamiferos
como por ejemplo el alto grado de superposicibn en términos de genes
vertebrados ortélogos, asi como los factores de virulencia comunes, en conjunto,
hace de C. elegans un modelo interesante para estudiar las interacciones
huésped-patdégeno. Ademas, los aspectos del envejecimiento son similares entre
los nematodos y los mamiferos, incluidos los humanos. Por ejemplo, la
sarcopenia, la pérdida de masa muscular, es una caracteristica importante del
envejecimiento en los seres humanos y C. elegans y contribuye a la disminucién
del comportamiento relacionado con el envejecimiento en ambos (Wilson et al
2006). Para estudiar la interaccion con cualquier patégeno bacteriano, la fuente
de alimento de C. elegans se reemplaza con el patégeno de eleccién, y luego se
monitorean parametros como la movilidad, la puesta de huevos del nematodo y
la esperanza de vida (Verma et al., 2015).

Teniendo en cuenta lo anteriormente descrito se espera poder realizar las
evaluaciones in vivo para dilucidar si existe una accion antimicrobiana de los
extractos de coliflor contra la Salmonella typhimurium en el tracto digestivo de C.
elegans, tomando como referencia la interaccion presentada como simulacion del
comportamiento en organismos vertebrados.



MATERIALES Y METODOS
Preparacion del cultivo de Escherichia coli OP50

Para la conservacion de la cepa de alimentacion usada para C. elegans
durante todo el estudio realizado, se prepararon 500 ml de medio LB (Luria
Bernati) y se inocul6 con un vial de E. coli OP50 resuspendido en 5 ml del mismo
medio, se incubo en agitacion toda la noche a 37 °C, posteriormente se dividio
en tubos de 50 ml estériles, se centrifugaron a 4000 rpm por 5 min a 4 °C, se
descart6 el sobrenadante de cada tubo, se rotularon y se llevaron a congelacion
a -80 °C. Para la reactivacion de cada tubo se resuspendieron en 5 ml de medio
LB obteniendo una concentraciéon 108 UFC.

Preparacion del cultivo de Salmonella typhimurium

Para poder asegurar la estabilidad, pureza, mantenimiento y conservacién de
la cepa patdgena usada durante el estudio, se prepararon 500 ml de medio TSB
(Tryptic Soy Broth, Scharlab chemie) y se inoculd con un vial de Salmonella
typhimurium conservada en el laboratorio, esta cepa corresponde a la Coleccién
Espafiola de Cultivos Tipo (CECT 443), se resuspendié en 5 ml del mismo medio,
se incubo en agitacién toda la anoche a 37 °C, posteriormente se dividio en tubos
de 50 ml estériles, se centrifugé a 4000 rpm por 5 min a 4 °C, se descarto el
sobrenadante de cada tubo, se rotularon y se llevaron a congelacion a -80 °C.
Para la reactivacion de cada tubo se resuspendieron en 5 ml de medio TSB
obteniendo una concentracién 108 UFC.

Cultivo y mantenimiento de Caenorhabditis elegans

Se prepard medio NGM (Nematode Growth Media), con 3 g de NaCl, 2,5 g de
peptona, 17 g de agar bacteriologico, se esterilizo, posteriormente cuando se
atempero fue suplementado con 1 ml de colesterol al 0,5% preparado en etanol
al 96% esterilizado por filtracién y vertido lentamente para evitar que se
precipitara, 1 ml de cloruro de calcio al 1M, 1 ml de Sulfato de Magnesio al 1My
25 ml de tampdn 1M, el cual se realizé con una solucién de 8,16 g de KH2POasen
60 ml de agua destilada y se regul6 el pH a 6 con una solucion de 25 ml con 4,35
g de K2HPOa. El medio finalmente se mezcld y se sirvio en placas grandes con
20 ml cada una, al solidificarse se realiz6 una siembra en superficie masiva de E.
coli OP50, se incubaron a 37°C toda la noche y se almacenaron a 4°C.

Los nematodos se cultivan en las placas de NGM a 20 °C selladas con
parafilm para evitar la deshidratacion del medio, este proceso se debera realizar
con el fin de mantener las condiciones Optimas necesarias para el estudio y bajo
un ambiente controlado para que tengan el minimo efecto en la longevidad, los



nematodos se transfieren cada 48 horas a placas nuevas con un césped de E.
coli OP50 manteniendo el stock con C. elegans sano.

Preparacion de medio con infusion de Brassica oleracea Botrytis

La preparacion de la infusion se realizo al 3% de Coliflor (Brassica oleracea
Botrytis), la cual se agreg6 en agua peptonada al 0,1% después de llegar a punto
de ebullicién, se dejo en proceso de extraccion por 30 minutos sin calentamiento
adicional y posteriormente se centrifugd en tubos de 250 ml a 6000 rpm por 15
minutos a 4°C, se separo el sobrenadante y se filtr6 al vacio con papel wathman
N°1 para eliminar solidos que interfirieran con la preparacion del medio de cultivo,
el filtrado se esterilizo posteriormente. Para la preparacion del medio a 975 ml de
infusion estéril se le agregaron 3 g de NaCl, 2,5 g de peptona y 17 g de agar
bacteriol6gico, se esterilizo y cuando se atempero se suplementé con 1 ml de
colesterol al 0,5% preparado en etanol al 96% esterilizado por filtracion, 1 ml de
cloruro de calcio al 1M, 1 ml de Sulfato de Magnesio 1M y 25 ml de tampon,
finalmente se mezclé y se adicionaron 2 ml de medio en placas pequefias de
60x15 mm.

Sincronizacion de Caenorhabditis elegans

Para sincronizar C. elegans se cultivaron 20 gusanos en una placa de medio
NGM con césped de E. coli OP50, se incubaron toda la noche a 20°C y al dia
siguiente se extrajeron los 20 gusanos dejando Unicamente los huevos y las
larvas, esta placa sincronizada se incub6 durante dos dias y se utilizé la poblacién
obtenida para el trabajo a realizar. Este proceso se realizé todas las semanas
del estudio para poder tener poblaciones frescas con adultos jovenes
sincronizados disponibles para los estudios.

FIGURA 1. Placa de C. elegans sincronizada en medio NGM



Tratamientos realizados

Para la evaluacion de la infusion de coliflor se realizaron los tratamientos
descritos en la Tabla 1, donde se evalud la esperanza de vida y la puesta de
huevos del nematodo en presencia y ausencia tanto de la infeccion con S.
typhimurium como de la infusion de coliflor al 3%. En todos los tratamientos se
alimento el nematodo con E. coli OP50, incluso cuando C. elegans habia sido
infectado con el patégeno.

TABLA 1. Descripcion de tratamientos realizados.

Numero Descripcion del tratamiento Nomenclatura
de
tratamientos
1 C. elegans en medio NGM con infusion de OP_ST_COL

coliflor al 3% infectado con Salmonella
typhimurium por 5 horas y alimentado con

E. coli.

2 C. elegans en medio NGM con infusion OP_COL
coliflor al 3% alimentado con E. coli.

3 C. elegans en medio NGM infectado con OP_ST_NG

Salmonella typhimurium por 5 horas
alimentado con E. coli.

4 C. elegans en medio NGM con E. coli OP_NG
OP50

Infeccion de C. elegans con Salmonella typhimurium

La infeccion de C. elegans se realiz6 poniendo en contacto el gusano en una
placa de medio NGM con un césped de Salmonella typhimurium, alcanzadas las
5 horas de exposicion se extrajeron los gusanos y se transfirieron a una placa
con césped de E. coli OP50 con y sin adicion del extracto de coliflor.

Esperanza de vida de C. elegans

Se realiz6 el andlisis de la esperanza de vida de C. elegans durante 21 dias
de seguimiento y conteo de gusanos vivos. Para la estudio se pusieron 10
gusanos por placa de medio NGM o NGM con infusion de coliflor segun el
tratamiento que se estuviese evaluando, teniendo una poblacién total por replica
de 50 nematodos, los medios tenian césped de E. coli OP50 crecido, si el
tratamiento evaluado lo requiera se debia realizar la infeccion con Salmonella



typhimurium por 5 horas previamente. Este procedimiento se llevé a cabo con 5
réplicas y 5 repeticiones respectivamente para cada tratamiento.

Puesta de huevos de C. elegans

Para el analisis de puesta huevos se realizaron 5 réplicas y 5 repeticiones
respectivamente en cada tratamiento, este procedimiento se llevé a cabo por un
seguimiento de 4 dias, donde se realizd el conteo de huevos puestos por un
gusano en cada placa dos veces al dia, mafiana y tarde, con un intervalo
promedio de 8 horas entre los seguimientos.

Analisis de datos

El andlisis de datos de la puesta de huevos se realiz6 con Statgraphics®
Centurion XVI (Statpoint Technologies, Inc., EE.UU.)., este procedimiento
comparo los datos de los 4 tratamientos, realizando las pruebas estadisticas y
gréficas para comparar las muestras, la prueba-F en la tabla ANOVA determino
si habian diferencias significativas entre las medias y las Pruebas de Rangos
Multiples establecieron cuales tratamientos eran significativamente diferentes
entre ellos, estableciendo diferencias estadisticamente significativas con un nivel
del 95,0% de confianza en el caso que el P valor fue menor a 0,05.

El andlisis de datos de la esperanza de vida se estudidé con el software
Statgraphics® Centurion XVI (Statpoint Technologies, Inc., EE.UU.), se realiz6
por medio de las tablas de vida por intervalos. Las probabilidades estimadas de
supervivencia mostraron cuales de las poblaciones expuestas a que tratamientos
estuvieron en riesgo en cada uno, cuantos nematodos murieron antes de finalizar
el tratamiento, y cuantos murieron por manipulacién (censurados) durante el
tratamiento. También se establecio la Supervivencia Acumulada mostrando la
probabilidad estimada por tratamiento, se evalud el Riesgo en términos de la
funcién de riesgo estimada (tasa de mortalidad) a lo largo de cada tratamiento.
El andlisis de la Densidad, mostro un estimado para la funcién de densidad de la
correspondiente distribucion de esperanza de vida, con los respectivos errores
estandar para cada una de las funciones.

Los percentiles considerados para la distribucién de esperanza de vida por
tratamiento estimaron el espacio de tiempo que un porcentaje seleccionado de la
poblacién sobrevivié bajo las condiciones del tratamiento analizado.

RESULTADOS Y DISCUSION

El estudio realizado con C. elegans como modelo para evaluar la interacciéon
huésped-patdégeno (Verma, 2015), se enfocd en dos tipos de seguimientos in-
vitro, la puesta de huevos y la esperanza de vida del nematodo expuesto a los
diferentes tratamientos descritos en la metodologia, infectandolo con Salmonella
typhimurium, observando el comportamiento en presencia y ausencia de infusion



de coliflor al 3% en medio NGM y de la infeccion, comparandose con los
resultados obtenidos con OP50 como control en los dos tipos de medio usados.

Los resultados del estudio donde se relaciona la puesta de huevos del gusano
se pueden apreciar en lafigura 2. Se observa que los nematodos infectados con
Salmonella typhimurium y con medio de mantenimiento NGM presentan una
puesta de huevos mayor que los gusanos expuestos a los otros tratamiento
realizados, existiendo diferencias significativas con un valor P menor a 0.05 con
respecto a los otros tratamientos evaluados, indicando que en estados de
infeccion con este patdgeno el gusano eleva la tasa de puesta de huevos,
demostrando que hay una alteracion en el comportamiento, sin embargo no se
ve afectado el proceso reproductivo del nematodo, pero si estimulado debido
probablemente al estrés fisiologico presentado al estar infectado con este
patogeno.

2001
w
S
D 150+
-]
I
3 100-
o -1
2
5 50+
Z l.l.l.l.l.ll
O' T T
I 1
2 o) 3 2
I @) @) I
S
@) 2' %|
_ @)
Tratamientos

FIGURA 2. Numero de huevos puestos por C. elegans durante 4 dias de
seguimiento, expuestos a los 4 diferentes tratamientos.

Entre los tratamientos donde se presenta alimentacion con OP50 en medio
NGM y se expone C. elegans a una infeccion con Salmonella typhimurium en
medio con infusién de coliflor al 3%, no hay diferencias significativas (P<0,05),



por lo tanto el comportamiento es similar en este caso. Hay que destacar que en
el caso del nematodo infectado con el patdgeno, al estar en contacto con infusion
de coliflor, se logra evidenciar una disminucion significativa en la puesta de
huevos. De alguna manera, los componentes del extracto de coliflor mitigan la
infeccion producida por Salmonella typhimurium. Este comportamiento puede ser
de interés en la preparacion de piensos para animales donde Salmonella
typhimurium puede llegar a tener una incidencia elevada en seguridad
alimentaria.

La funcion estimada de supervivencia, realizada a partir de los datos
obtenidos en el andlisis de esperanza de vida para los tratamientos evaluados,
refleja la fraccion estimada de supervivientes de las poblaciones analizadas bajo
condiciones controladas, donde se evidencia una disminucién acelerada de la
poblaciébn en los tratamientos que no tenian infusion de coliflor. Este
comportamiento se puede ver en las figuras 3, 4, 5y 6. En estas graficas se
puede ver con claridad el impacto positivo que tiene el extracto de coliflor sobre
la supervivencia del nematodo.
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FIGURA 3. Funcion estimada de supervivencia para el tratamiento OP_COL (C.
elegans en medio NGM con infusién coliflor al 3% alimentado con E. coli.)
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FIGURA 4. Funcion estimada de supervivencia para el tratamiento OP_NG (C.
elegans en medio NGM con E. coli OP50)
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FIGURA 5. Funcion estimada de supervivencia para el tratamiento OP_ST _COL
(C. elegans en medio NGM con infusién de coliflor al 3% infectado con Salmonella
typhimurium por 5 horas y alimentado con E. coli.)
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FIGURA 6. Funcién estimada de supervivencia para el tratamiento OP_ST NG
(C. elegans en medio NGM infectado con Salmonella typhimurium por 5 horas
alimentado con E. coli)

En latabla 2 se pueden observar los percentiles estimados para la distribucion
de esperanza de vida de C. elegans. Los percentiles estiman el espacio de tiempo
que un porcentaje seleccionado de la poblacién sobrevivira.

TABLA 2. Tabla de percentiles de esperanza de vida de C. elegans al ser
expuesto a los diferentes tratamientos evaluados.

OP_ST_NG OP_ST_COL OP_NG OP_COL
Percentiles% Dias de Dias de Dias de Dias de
supervivencia  supervivencia  supervivencia  supervivencia
75 22 +0.6 3.6+0.8 3.7+0.6 7.8+2.6
50 44+18 8.8+18 58+0.7 12.4+0.9
25 8.8+1.9 13.0+1.6 105+1.6 151+1.3
5 13.7+ 10 17.0+8.1 13.7+ 2.6 179 +2.8

El andlisis de esperanza de vida realizado con cada uno de los tratamientos
evaluados en C. elegans determino que en los percentiles 75, 50, 25y 5 de los
tratamientos donde se infectd con Salmonella typhimurium y se expuso a coliflor,
los dias de supervivencia aumentaron, este comportamiento se pone de
manifiesto incluso en el caso control con E. coli OP50, donde la esperanza de
vida se incrementa cuando el nematodo se expone a la infusién de coliflor.

En el tratamiento OP_ST_NG el 50% de la poblacion logra sobrevivir a los 4,4
+ 1,8 dias después de ser infectado con el patbgeno, mientras que al exponerse
a coliflor se duplican los dias de supervivencia para este porcentaje de poblacion
de gusanos incrementandose a 8,8 + 1,8 dias, es decir, el extracto de coliflor

11



parece mitigar el efecto de Salmonella typhimurium sobre el nematodo,
coincidiendo con lo observado anteriormente en la puesta de huevos.

En condiciones normales de crecimiento donde el nematodo se alimenta con
E. coli OP50 el 50% de la poblacion sobrevive 5,8 + 0,7 dias mientras que los
nematodos que viven en el medio con coliflor este tiempo se incrementan a 12,4
+ 0,9 dias. Diferentes trabajos han mostrado el efecto beneficioso de los
polifenoles de plantas en cuanto al aumento de esperanza de vida del nematodo,
en este caso para el percentil 50%, probablemente debido a un efecto
antioxidante (Wilson, 2006)

Al establecer la funcién estimada del riesgo para C. elegans bajo los
tratamientos evaluados, figuras 7 y 8, se observa el incremento de la tasa de
mortalidad, con un aumento mas rapido cuando el nematodo esta infectado,
acentuandose la velocidad de mortalidad a los 14 dias y a los 16 dias en ausencia
de infeccidn, sin embargo al ser tratado con coliflor el riesgo es disminuye.

6 =" T T T T T T T T T ]
- 47 ] —— OP_ST_NG
5[ 4 —— OP_sT_COL
- 4 —— OP_NG
o 4 1
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3 3 -
2 n ]
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FIGURA 7. Funcién estimada del riesgo acumulado nematodos infectados con
Salmonella typhimurium vy tratados con coliflor al 3%, comparado con
tratamientos a condiciones normales alimentado con E. coli OP50 en medio
NGM.
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FIGURA 8. Funcion estimada del riesgo para nematodos infectados con
Salmonella typhimurium y tratados con coliflor al 3%, comparado con
tratamientos a condiciones normales alimentado con E. coli OP50 en medio
NGM.

Segun los resultados obtenidos la infusion de coliflor puede estar relacionada
con la longevidad del gusano y la resistencia a condiciones de estrés cuando se
encuentra infectado con el patégeno. Comportamientos similares se han obtenido
en estudios de esperanza de vida en C. elegans donde se expone a compuestos
polifenolicos extraidos de ardndanos (Wilson, 2006). En el presente estudio se
ha observado un incremento del 50% de la esperanza de vida promedio de C.
elegans al ser tratado con coliflor. En la literatura cientifica hay trabajos en los
gue se observa un efecto positivo de los antioxidantes sobre la edad y la
longevidad de modelos in vivo como el usado en este trabajo. Moriwaki et al.,
(2013) evaluaron la esperanza de vida de C. elegans y la adaptabilidad al estrés
bajo el tratamiento de mezcla de plantas con actividad antioxidante. Wen et al.
(2014) y Sadowska-Bartosz et al.,(2014) estudiaron distintas moléculas
antioxidantes observando incrementos de la esperanza de vida del neméatodo
frente a aditivos como Polidatina, resveratrol-3-O-mono-D-glucésido es entre el
31% y el 62% bajo condiciones normales y bajo condiciones de estrés
respectivamente. Este resultado es comparable con el establecido para la
poblacion y tratamientos evaluados en este estudio, donde se logran incrementos
dentro del intervalo reportado.

Hay estudios en los que se ha observado que la infusion de coliflor tiene
compuestos polifenolicos, los cuales poseen una alta capacidad antioxidante, y
se considera que esta hortaliza es una buena fuente de compuestos
antioxidantes como: acido ferulico, acido clorogenico, acido galico, catequina y
acido hidroxicinamico (Bahorun et al., 2004) (Raja et al., 2011), también se
encuentra reportada la viatmina C en coliflor segun (Podsedek, 2007).
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También se ha observado que los polifenoles presentes en té tienen la
capacidad de minimizar la virulencia con actividad sobre la regulacion de la
patogenicidad mediada por QS en bacterias Gram negativas (Yin, 2015)
(lIvanova, 2013). Teniendo en cuenta que la infusién de coliflor usada para el
estudio dentro de su composicion contiene compuestos polifendlicos (Podsedek,
2007) y al llevar a cabo tratamientos exponiendo al nematodo a infecciones
controladas con Salmonella typhimurium con extracto de coliflor en el medio de
crecimiento del neméatodo, se podria decir a la vista de los resultados obtenidos,
respecto a la puesta de huevos y esperanza de vida que la infusion de coliflor
estaria ejerciendo una accion sobre el patdégeno, evitando que se generaran los
procesos de patogenicidad de la misma manera que sucedia en ausencia de la
infusion de coliflor, minimizando los sintomas generados en las actividades
biolégicas monitoreadas.

CONCLUSIONES

Como conclusién podemos decir que tras el estudio realizado donde se evalug el
efecto de la infusion de coliflor sobre Caenorhabditis elegans infectado con
Salmonella typhimurium, se observé un incremento del 50% en la esperanza de
vida de los nematodos infectados que recibieron un tratamiento con el extracto
de coliflor, asi mismo también se observd un incremento de la supervivencia de
la poblacion del 53% en los nematodos sin infectar y tratados con la infusion de
coliflor concluyéndose que el extracto de coliflor adicionado a los piensos de
animales de granja podria ser un buena opcion de control de Samonella
typhimurium en el intestino de los animales. No obstante habria que efectuar
estudios de escalado en granja para corroborar lo que se ha obtenido in vivo con
el nematodo.
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