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FOTO 5.- Corte de testiculo de rata de 90 dias de edad y tiroidectomizado a los 30 dias de vida.
Células de Leydig normales y otras con nucleos densos. Vasos sanguineos.

FOTO 6.- Corte de testiculo de rata de 140 dias tiroidectomizado a partir de los 28 dias de vida.

Degeneracion nuclear. Citoplasma poco eosindfilo en células de Leydig. Amplio edema intersti-
cial.
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EFECTOS DEL MEDIO DE RECUPERACION SOBRE
LA RESPUESTA AL CALOR DE Bacillus stearothermophilus.

(EFFECTS OF RECOVERY MEDIA ON HEAT RESISTANCE
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SUMMARY

The effects of various recovery media: nutrient agar (NA), dextrose tryptone a'gzj
(DTA), antibiotic assay medium (AAM) and tripticase soy agar (TSA) on sumru-
counts and Dy and z values of heat treated spores of B. smarorhc"rmophr!us were l'f'le
died. NA, DTA and AAM provided very similar results in recoveries, Dy and z, while,
when TSA was used, a few higher z values and a 50% lower counts and D values were
obtained.

The presence of sodium chloride in the plating media decrased the levels of ric?fe:?y
and D values. Failure of different lots of nutrient agar to support the growt :
stearothermophilus was due to a calcium deficiency in the medium.

RESUMEN

Se ha estudiado la influencia de varios medios de subcultivo: agar nutritivo (NA),
medio de ensayo de antibiGticos (AAM), agar dextrosa triptona (DTA) y agar tnpt}lgfff
soja (TSA), con y sin almidén, sobre la respuesta al calor de B. srearorherm'o% 1 ln-
Nuestros resultados indican que la utilizacién de NA, DTA 6 AAM tiene pocd intlue =
cia sobre la recuperacion y sobre los valores D y z, mientras que con TS)'A se obltlenLele
recuentos y valores D en torno a un 50% mads bajos y un valor z algo mas alto, 10 9
se debe a la presencia de cloruro sodico en este medio.

* Dpto. de Higiene y Tecnologia de los Alimentos. Universidad de Ledn.
An. Fac. Vet. Leon. 1991, 37, 29-40
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Sg han estudiaqlo también los efectos de la adicion al agar nutritivo de cloruro sodico,
caIcn'o y otros cationes divalentes. El cloruro sodico resulto ser un eficaz inhibidor del
crecimiento, mientras que la presencia de calcio lo favorece.

INTRODUCCION

Los esporos que sobreviven a los tratamientos térmicos sufren efectos subletales que
f:é?g‘;fﬁ?aggnﬁﬁlm;nt_e en mayores requerimientos nutrilivps_, modificaciones de la
b iores pcl))rlloa e 1ncubac1qq y un aumento en ’la sensibilidad a de_ler!mmt_dos
g re’cuem dqut: las cond1c10qe§ de recuperacion pueden afectar significativa-
dos para los Dara'E‘lete ESPOTOS supervivientes y, en consecuencia, a los valores obteni-
moohilys resully extl'OS que deﬁner_] su termorresistencia. En el caso de B. stearother-
dptimas dado que remadamente importante deﬁn:r las condiciones de subcultivo
i, bio](’)q icc,) por su elevada termorresistencia, se l}l.lllza‘ 'Frecuentemente como

i EICO para Efvaluar los tratamientos de esterilizacion.
para BZC;.SUIL?;I;:GIOShuabaJOS_ existentes sobre la evaluacién de los medios de recuento
cudl de ellos es rothermophilys 5-11.13.14 pone de manifiesto que no hay acuerdo sobre
resultados Obteniénas adecuado y, con frecuencia, existen contradicciones entre los
medio frecuente 0s por los diversos autores. Cook y G_llbert 5 al comparar el DTA, un
OB tralado;neme recomc?ndado en la recuperacion de esporos de B. stearother-
este ltimo resyl p‘;f el calor %.10.15.17 frente al AAM con almidon, concluyeron que
con DTA y TSAa v aramente’: superior. Labbe 1! obtuyo resultados poco satisf actorios
Mikolajcik y Ra’k\:; DEP{ES ain con NA y recomendo el TSB-agar. Por el contrario,
este Ultimo er: Ukwoski 14, comparando TSB-agar con DTA y TSA, encontraron que

Exist era el mejor de los probados.
tes zf gigl?ggssc:;gum evidencia de que con medios de igual formulacion, proceden-
nos autores sugior a5 comerciales .16 se obtienen r_esultados d;stm.tos y, aunque fiigu-
en el medig 11 enentque este efecto puede ser c'lebldo a la presencia de cloruro sddico

Blicoa Darte,de 10 ros casos '6. no parece ser €sta la causa. _
recuento son debizs discrepancias entre: l'o's distintos ?ut_ores al valorar los medios de
Proposito de| prESenEtls a la escasa precision de las .lecmcas usadas con,estc fin. El
mente para la recy e tra,t?aJO fue comparar los medms recomendadqs mas frecuente-
posible efecto Sobrepleracmn de esporos de Bacillus ste{u'amermop/u!u.s- y eva_luar su

0s recuentos y los valores D obtenidos, empleando los sistemas

puestos g punto st
o en los = : ;
I fiabilidag s daml.siltlmos aflos por Conddn y Sala 2-3- que mejoran grandemente

Se ha com 5
problema éspmbado también la influencia de los medios sobre los valores z obtenidos,

t : : i i K =
de la adiciéned(éuel ha sido muy poco investigado. Asimismo, se ha estudiado el efecto
almidén, cloruro sédico y diversos cationes.

MATERIAL Y METODOS

Microorganismos:

Se utiliz6 Ia cepa ATC
en ampollas de vidrio y
en medio BHI incuban

C 12980 de Bacillus stearothermophilus. Se mantuvo liofilizada
antes de proceder a su utilizacion, fué sometida a varios pases
do a 60° C durante 24 horas.
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Medios:

Medio de esporulacion. Se utilizd Agar Nutritivo (NA) (BIOLIFE) que contenia:
extracto de carne, 3 g: peptona de carne, 5 g; agar, 15; agua destilada, 1 litro; suplemen-
tado con 0,001 g de Manganeso (MnS0O,.1.H,0).

Medios de recuperacion: Se usaron los siguientes medios: Agar dextrosa triptona
(DTA), agar tripticasa soja (TSA), medio de ensayo de antibidtico (AAM) y agar nutri-
tivo (NA) cuya composicion fué la siguiente:

DTA: triptona, 10 g (DIFCO); dextrosa, 5 g (OXOID); agar, 12 g (MERCK); agua
destilada, 1 litro.

TSA (BIOLIFE): tripticasa, 15 g; peptona de soja, 5 g; CINa, 5 g; agar, 15 g; agua
destilada, 1 litro. TSA sin cloruro sodico: tripticasa, 15 g (DIFCO), peptona de soja, 5 g
(OXO0ID), agar, 15 g (MERCK).

AAM: peptona, 6 g (DIFCO); triptona. 4 g (DIFCO); extracto de levadura, 3 g
(OXOID): lab lemco beef extract, 1,5 g (OXOID); dextrosa, 1 g (OXOID); agar, 15 g
(MERCK); agua destilada, 1 litro.

NA (BIOLIFE 6 DIFCO): extracto de carne, 3 g; peptona de carne, 5 g; agar, 15 g;
agua destilada, 1 litro.

Preparacion de Ia suspensién de esporos:

Se sembraron frascos de Roux con un cultivo en caldo nutritivo de 24 horas de
incubacion a 600 C, procedente de una unica colonia aislada por estria en NA e incuba-
da a 60° C durante 24 horas. El grado de esporulacién se determind por recuento
directo al microscopio, alcanzindose tras 19-22 horas de incubacion una tasa del
60-65%.

Los esporos se recogieron por arrastre con perlas de vidrio y tampon Mc Ilvaine de
pH 7.0, eliminandose los restos de agar y grandes agregados por centrifugacion a 600 x
G durante 5 minutos. La suspension fué lavada y centrifugada a 2500 x G 15 minutos,
al menos 4 veces. Posteriormente, se ajusto la concentracion a 108-10° esporos/mil, por
recuento en camara de Thoma, y se almacenaron en el citado tampon a refrigeracion
hasta su uso.

Determinaciones de termorresistencia:
Se llevaron a cabo en un termorresistometro TR-SC 2 utilizando como medio de

calentamiento tampén Mc Ilvaine pH 7.0 las temperaturas de tratamiento que se indi-
can en cada experimento.

Incubacién y recuento de supervivientes:

La incubacidn se realizo, durante 24 horas a 50° C tras una ligera desecacion de las
placas en una estufa de aire forzado a 50° C 30 minutos,

Los recuentos se efectuaron siguiendo el método descrito por Condon y Sala 3.

Determinaciones de los valores D ¥ 2:

Los valores Dy y z se calcularon a partir de la inversa de la pendiente de la recta de
regresion de las graficas de supervivencia y termodestruccion, respectivamente.

La mayor parte de las graficas de supervivencia obtenidas en la realizacion de este
trabajo presentan hombros al comienzo del tratamiento, y alguna de ellas, pequenas
colas al final del mismo. Los hombros no se han tenido en cuenta a la hora de trazar las
rectas y las colas se han suprimido de las figuras a fin de facilitar su comprension.

La comparacion de los valores z se realizd mediante el correspondiente test de
paralelismo !8,
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RESULTADOS

Influencia del medio de recuperacién sobre los valores Dryez

Para la realizacion de este estudio se utilizaron los medios, NA, DTA, AAM, y TSA,
con y sin la adicién de un 0,1% de almidén a fin de comprobar su posible efecto
favorable del que existen diversas referencias. Los tratamientos térmicos se llevaron a
cabo en el rango de temperaturas de 118-131° C. Los valores D4 obtenidos se muestran
en la tabla I. Puede comprobarse en la citada tabla que solo al utilizar TSA se obtuvie-
Ton, en todos los casos, cifras claramente mas bajas que con los demas medios, incluso
después de prolongar el tiempo de incubacién con este medio hasta 48 horas. En la
tabla II figuran los valores z calculados a partir de los datos de la tabla I. La Figura 1

gonesponde a las graficas de supervivencia a 120° C con los diferentes medios utiliza-
0s.

Efectos de] cloruro sédico.

e ﬁn_de comprobar si los bajos valores obtenidos con el TSA eran debidos a la
gll_'ieastojeil;ma de cloruro sddico, que este medio incorpora como ingr;dicnte al 0,50_/0, se
se obm:.Ste compuesto a la misma concentracion a los demds medios de subcultivo y
10 sélo 11]@1‘?[1 las correspondientes gréficas de supervivencia a 125° C. El resultado fué,
Obtenido: uerte descenso en los recuentos, que quedaron reducidos a 1/4 6 1/5 de los

B n?‘n ausencia de l_a sz'al,.sm_o también en los valores DT. (tabla III). '

i aﬁadiené[mar el efecto 1nh1b1_tor10 de este compuesto se ’lle.vo a cabo una Oexperlen-
niendo lag CO al NA Ct}ncentragmnes variables .de clgruro sodico entre el 0-3% y o[?te—
varse que IEH?DP,“d'e“teS gréficas de supervivencia a 125° C (Fig. 2). Puede obser-
recuentos, qu adicion d_e cloruro sédico al 0,25% disminuye ya sens1blemen‘l’e los
la sal hasiaq f vfzmOS‘-‘f“endo un descenso progresivo al aumentar la concentracion de
Superiores ae’ ,25%. En la fjlgu'ra'2. no se presentan los datos para concentraciones
cuanto 3 fog estla, por ser i_a 1qh1b1c1én practicamente total a partir de este nivel. En
Maximo e] dva ores Do, disminuyen ya c]aram'e’nte a! afiadir un 0,5% de sal, sle,ndo
(tabla Tv), €scenso a un 1,25%, la concentracién més alta a la que pudo estimarse

Pudo
1ugar
medij
algo

A in;ﬁf_ln comprobarse que la eliminaci’()n del cloruro sodico del medio TSA dio

e engo en el valor D.‘,25’ que paso a ser similar al optepndo‘ con los demas

mas baj €ncia de sal. También aumentaron los recuentos, si bien éstos resultaron
JOS que con NA y AAM.

Ef :
ec‘;zndae l(l;s cationes divalentes,
s : ;
inferiores 5 1e as partidas de agar empleadas dieron lugar a recuentos y valores D muy

ha sugerigq 0S normales, efecto ya descrito en alguna ocasion por otros autores !!. Se
bartidag pe:rque este fendmeno podria deberse a la presencia de cloruro sodico en tales
andlisjg ,de 0 al menos en nuestro caso, ha de descartarse esta causa puesto que los

: este com on 4 & o
Superior al (30, ponente revelaron que en ninguna ocasién su concentracion era

e e
se enc‘?: Si;ds‘cﬂ't?c?:mnces la posibilidad de que el origen del problema detectado radica-
influencig S lme contenido en cationes divalentes en las parl{das defecluosa_s, cuya
DFOblema, t ensaal'zspuesta al calor de lc_)s_e':sporos es bien conocida. I?ara estudiar es_tc
magnesio, mangansé el efecto de ia adicion de dlvel_'sos cationes dlvalentes_(calc:lo,
Pbm, todos eljog en ?o a concentracion de 100 ppm; hlerro_, cobre, cobalto y zinc a 20
» €N la que puede orma de sulfato). Los resu[t_ado’s obtenidos se recogen en la Figura
Co++, g algo, prod verse que el Fet+ no modificé ni los recuentos ni el valor D, el
: U0 un escaso aumento en la tasa de recuperacion, el Mg**, y en
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menor medida, el Mn** incrementaron ligeramente los recuentos, mientras que el
Ca*+ mejoro los recuentos y aumento el valor D hasta un nivel que puede considerarse
normal (D,; = 0,46 min). Por su parte, el zinc y el cobre produjeron una inhibicion
total (consecuentemente, no aparecen en la grafica).

Para demostrar que la mejora observada al anadir sulfato calcico era debida al Cat+y
no al sulfato, se adiciond el cation en forma de cloruro, a la misma concentracion de
100 ppm. En la Figura 3 puede verse que el efecto logrado es, dentro del error experi-
mental, idéntico.

Asimismo, se investigd la influencia del cloruro célcico a la concentracion del cation
de 1000 ppm. El valor D,,; resulté ser sensiblemente igual al obtenido con Cl,Ca a 100
ppm, pero los recuentos disminuyeron aproximadamente a la mitad.

DISCUSION

Los resultados que hemos obtenido indican que existe poca o ninguna diferencia
entre utilizar como medios de subcultivo NA, DTA 6 AAM, tanto en la tasa de recupe-
racion de los esporos como en los parimetros de termorresistencia calculados (valores
Dt y z). La utilizacién del TSA da lugar a la obtencién de recuentos y valores Dy en
torno a un 50% mas bajos, y un valor z de 8,5 frente a valores proximos a 7-7,5
obtenidos con los otros medios.

Cabria especular sobre la posibilidad de que los resultados obtenidos con TSA se
debieran a diferencias en el pH ya que este medio presenta un pH claramente distinto,
1,3 frente a valores proximos a 6,8 de los otros medios, pero los datos existentes en la
bibliografia 4513, parece demostrar que 7.3 es el pH al que se obtienen recuentos y
valores Dy mas altos para los esporos de Bacillus stearothermophilus sometidos a trata-
miento térmico. El peor rendimiento y los bajos valores Dy obtenidos con TSA se
deben a la presencia en este medio de CINa al 0,5%, dado que la adicién de este
compuesto a la citada concentracion a los otros medios produjo efectos similares y, por
otra parte, al utilizar TSA exento de CINa, tanto los recuentos como los valores D
aumentan hasta niveles semejantes a los obtenidos con los distintos medios probados.

El efecto inhibitorio del cloruro sddico sobre los esporos de B. stearothermophilus
tratados por el calor ha sido descrito en numerosas ocasiones 61119 aqunque existe poca
informacién sobre su influencia en los valores D y mucha menos sobre el valor z 8. En
nuestro caso la inhibicidn se manifiesta a la concentracion del 0,25%, muy inferior a la
estimada por otros autores 168 y es total a concentraciones superiores al 1,25%, resulta-
dos que parecen confirmar la sugerencia de algunos investigadores 68 de que el cloruro
sddico puede jugar un papel importante en el control de la alteracién por bacterias
termofilicas de alimentos enlatados.

Los bajos recuentos obtenidos al utilizar algunas partidas de NA deficientes en calcio
concuerdan con los resultados descritos por Evancho y col.,” que demuestran que
concentraciones de calcio entre 30 y 50 ppm son, en general, necesarias para la recupe-
racion de B. stearothermophilus tratados por el calor y que deficiencias en la concentra-
cion de calcio en los medios pueden ser responsables de los bajos niveles de recupera-
cion obtenidos.

Sobre la base de nuestros resultados, no nos parece dificil encontrar explicacion a las
profundas discrepancias existentes entre las conclusiones a las que han llegado distin-
tos investigadores al evaluar los medios de recuperacién para B. stearothermophilus. En
general no tienen en cuenta la posible presencia de activadores 6 inhibidores 5-7-11 que,
de acuerdo con nuestros datos referidos al Ca*+ y al CINa, son responsables de las
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mayores diferencias encontradas entre medios. Ademds, los tratamientos térmicos apli-
cados a los esporos en las experiencias llevadas a cabo por los diferentes investigadores
suelen ser muy distintos, desde tan solo 80° C durante 10 minutos 7 hasta 22 minutos a
1212 C 11 en estas condiciones, los dafios subletales deben ser también muy diversos.
por lo gue no resulta posible comparar las conclusiones de unos autores con las de
otros. Por ultimo, no pocos de los datos experimentales son obtenidos por métodos
inadecuados y de fiabilidad dudosa.

Nuestros resultados estan en lineas generales de acuerdo con los de Mallidis y Scho-
lefield 3, que no encuentran diferencias significativas ni en los recuentos ni en los
valores D al utilizar AAM, DTA y TSA carente de cloruro sodico.

La adicion de almidén al 0,1% mejora sensiblemente los recuentos en NA, DTA y
AAM, lo que confirma los datos previos existentes 51113, Sin embargo, no produjo
efectos apreciables sobre los valores D, a diferencia de lo observado por Mallidis y
Scholefield 13 y Cook y Gilbert .

Los experimentos llevados a cabo durante la realizacion del presente trabajo, dieron
como resultado un valor z para los esporos de B. stearothermophilus de 7,61 al utilizar
€omo medio de subcultivo NA, 7,28 al emplear DTA y 7,76 con AAM, valores que
caen dentro del rango en el que se encuentran los datos aportados por otros auto-
res %12 La comparacion entre las pendientes de las correspondientes gréficas de termo-
destruccion mediante el test de paralelismo, revela que las diferencias entre estos datos
N0 son estadisticamente significativas. El valor z calculado con TSA fué de 8,52, signifi-
calivamente mas alto, que el observado con NA (p = 0,05), con DTA (p >0,01) y con
AAM (p >0,05). Aungue hemos realizado una cuidadosa revision bibliogrdfica, no
hemos encontrado referencias que comparen los valores z obtenidos en los medios
ensayados por nosotros,
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Influencia del medio de recuperacion sobre los valores Dy obtenidos para los esporos
de B. stearothermophilus.

Medio SR 18 D+ To
(¢ C) (min)
NA 118 4,59% — 0,996%*
NA + A* 118 4,59 — 0,992
DTA 118 4.52 — 0,996
DTA + A* 118 4,52 — 0,996
TSA 118 1,86 — 0,992
TSA + A* 118 2,38 — 0,994
NA 120 2.48* — 0,996**
NA + A* 120 237 — 0,995
DTA 120 2,40 — 0,996
DTA + A* 120 2,48 — 0,996
AAM 120 1,73 — 0,996
AAM + A* 120 1,83 — 0,957
TSA 120 1,06 — 0,997
TSA + A* 120 1,05 — 0,994
NA 122 1,29% — 0,999*%
AN + A* 122 1,37 — 0,991
DTA 122 1,47 — 0,998
DTA + A* 122 1,22 — 0,992
TSA 122 0,73 — 0,992
TSA + A* 122 0,64 — 0,995
NA 125 0,57* — 0,992%*
NA + A* 125 0,60 — 0,992
DTA 125 0,52 — 0,997
DTA + A* 125 0,43 — 0,994
TSA 125 0,30 — 0,992
TSA + A* 125 0,33 — 0,997
NA 128 0,20% — 0,903%*
AN + A* 128 0,29 — 0,995
DTA 128 0,19 — 0,990
DTA + A* 128 0,17 — 0,990
TSA 128 0,14 — 0,992
TSA + A* 128 0,13 — 0,991
NA 131 0,094* — 0,992%*
NA + A* 131 0,102 — 0,987
DTA 131 0,066 — 0,991
DTA + A* 131 0,076 — 0,984
TSA 131 0,053 — 0,986
TSA + A* 131 0,061 — 0,992

* Con adicién de almidon al 0,1%

** Media de dos experimentos

TABLA 11
Influencia del medio de recuperacion sobre los valores z obtenidos para los esporos
de B. stearothermophilus.

Medio z T
0
NA 7,61 — 0,997
NA + A* 8,07 — 0,997
DTA 7,08 — 0,998
DTA + A* 519 — 0,999
AAM 1,76 — 0,998
TSA 8,51 — 0,999
TSA + A* 8,42 — 0,997

# Con adicion de almidon al 0,1%.

TABLA III
Influencia del cloruro sddico sobre la respuesta al calor de los esporos
de B. stearothermophilus. Temperatura de tratamiento: 125¢ C.

Medio DT Iy
(min)
NA 0,50 — 0,998
NA + 0,5% CINa 031 — 0,994
DTA 0,52 — 0,997
DTA + 0,5% CINa 0,36 — 0,997
AAM 0,46 — 0,992
AAM + 0,5% CINa 0,30 — 0,994
TABLA IV

Influencia de la concentracién de CINa en el medio de subcultivo NA sobre
los valores ),,5 obtenidos.

Concentracion de CINa Dy Ts
(%) (min)
0 0,50 — 0,996
0,25 0,51 — 0,998
0,50 0,35 — 0,986
0,75 0,32 — 0,987
1 032 =503
1,25 0,26 — 0,992
-5~
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INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA DE SUBCULTIVO
SOBRE EL COMPORTAMIENTO FRENTE AL CALOR DE
LOS ESPOROS DE Bacillus stearothermophilus

(INFLUENCE OF RECOVERY TEMPERATURE ON HEAT
RESISTANCE OF Bacillus stearothermophilus SPORES)

M. Lopez Fernandez,”

I. Gonzdlez Martinez,”
J. Gonzadlez Prieto,”

R. Martin Sarmiento,”
v A. Bernardo Alvarez *

Key words: Bacillus stearothermophilus, heat resistance.
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SUMMARY

The effects of recovery temperature (40-65° C) on the apparent behaviour of heat-
treated spores of Bacillus stearothermophilus were studied using as plating media nu-
trient agar (NA), dextrose triptone agar (DTA) and antibiotic assay medium (AAM).
Colony counts increased with temperature from 45 to 60° C.

D values obtained at 50-60° C were slightly higher than those at 65° C and 40-45° C.
z values were not modified by incubation temperatures.

RESUMEN

Se ha estudiado la influencia de la temperatura de incubacién post-tratamiento sobre
la respuesta al calor de B. stearothermophilus en el rango de 40 a 65¢ C utilizando como
medios de recuperaciéon agar nutritivo (NA), agar dextrosa triptona (DTA) y medio de
ensayo de antibidtico (AAM). Los recuentos aumentaron, en todos los casos, con la
temperatura de incubacion hasta 60° C. Los valores D obtenidos incubando a 40-45° C
y 65° C fueron ligeramente inferiores a los correspondientes al rango 50-60° C. El valor
z no se vio modificado significativamente.

* Dpto. de Higiene y Tecnologia de los Alimentos. Universidad de Le6n.
An. Fac. Vet. Leén. 1991, 37, 41-51
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