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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 incubacion post-tratamiento sobre
la respuesta al calor de B. stearothermophilus en el rango de 40 a 65¢ C utilizando como
medios de recuperacion agar nutritivo (NA), agar dextrosa triptona (DTA) vy medio de
ensayo de antibiotico (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 Leon.
An. Fac. Vet. Leon. 1991, 37, 41-51

-41 -



INTRODUCCION

Existe una gran controversia respecto a la influencia de la temperatura de incubacion
post-tratamiento sobre la tasa de recuperacién de los esporos dafiados por el calor. Para
a_lgunos autores tiene escasa importancia ¢ y, en cambio, otros la consideran un factor
hn}itante en la recuperacion !2. En lineas generales suele aceptarse que la temperatura
mas'ad_ecuada para el recuento de células dafadas por el calor es inferior a la dptima de
crecimiento 719, aunque no faltan autores que opinan lo contrario +.6.9.

En el caso de B. stearothermophilus hay pocos datos y, ademds, contradictorios. Asi
Cook y Gilbert 3 encontraron que la 6ptima estd entre 45-50° C y, por el contrario,
Mallidis y Scholefield 8 obtuvieron un mejor nivel de recuperacion a 60° C que a 50° C.

La informacion existente sobre el efecto de la temperatura de incubacion sobre los
valores Dy es atin més escasa. Estos tltimos autores 8_al comparar los datos obtenidos
a 50 y 60° C encontraron Dy algo mas altos a esta ultima, si bien las diferencias
observadas no resultaron estadisticamente significativas. Respecto a la influencia de
este factor sobre el valor z para los esporos de B. stearothermophilus no hemos hallado
referencias en la bibliografia.

MATERIAL Y METODOS

Microorganismos. Se utilizé la cepa ATCC 12980 de Bacillus stearothermophilus esporu-
lada‘e_n agar nutritivo (NA) con 1 ppm de manganeso. Se partio de un cultivo en caldo
nutritivo de 24 horas de incubacién, a 60° C, procedente de una colonia aislada por
est{:a €N agar nutritivo e incubada a 60° C durante 24 horas. o

95 €sporos se recogieron al cabo de 19-22 horas por arrastre con perlas de vidrio y
cer:g?é Me llvaine de pH 7,0. Los restos de agar y grandes agregados se eliminaron po;lr
ik gacion a 600 x g durante 5 minutos. Seguidamente se resuspendieron en e
repi 10 tampén, y se centrifugaron a 2500 x g durante 15 minutos, proceso que se
CPItS cuatro veces. Posteriormente, se ajusté la concentracién a 108-107 esporos/ml,
E(s); TE(l:uento en cdmara de Thoma, y se almacenaron a refrigeracion §0—4‘> C)_hasta Slu
ta d grado de esporulacion se determind por recuento directo al microscopio, resul-

Ndo en torno a un 60-65%.

ta

Medio iz = = IRY: ;
S de recuperacién. Se utilizaron los siguientes medios:

agngf;-R .NUTRITIYO (NA) (BIOLIFE): extracto de carne, 3 g; peptona de carne, 5 g
AGAR 8ua destilada, 1 litro,

(OXOID)-DEXTROSA TRIPTONA (DTA): triptona, 10 g (DIFCO); dextrosa, 5g
DIO f]l)gar, 12 g (MERCK); agua destilada, 1 litro. .
o~ (DIFE ENSAYO DE ANTIBIOTICOS (AAM): peptona, 6 g (DIFCO); tripto-
de;(troga 1 CO); extracto de levadura, 3 g (OXOID); lab lemco, 1,5 g (OXOID);
En tO(iosgi (OXOID); agar, 15 g (MERCK); agua destilada, 1 litro. ' o
superficial (S)SOCasoS, las placas sembradas fueron sometidas a una ligera desecacion

Determi 4 .0 C durante 30 minutos en una estufa de aire forzado. _
térmico Senacll;.ne,s de termorresistencia y recuperacion de supervivientes. El tratamiento
122, 125 15;& 1Z0 en un termorresistometro TR-SC 2, a las temperaturas de: 118,‘ 120,
tarf{ 6n ,M y !310 C. En todos los casos se utilizé como medio de calentamiento
C % ¢ livaine pH 7,0. Los recuentos se efectuaron por el método descrito por

0ndon y Sala !, tras 24 horas de incubacién, salvo a 40 y 45¢ C donde fue necesario

rpr‘;alra lObte"er los méximos recuentos alargar el tiempo hasta 72 y 48 horas, respectiva-
ente.

=D

Los valores D se calcularon a partir de la inversa de la pendiente de la recta de
regresion de las graficas de supervivencia tras eliminar los hombros y las colas como es
usual en los experimentos en que éstos aparecieron. El calculo del valor z se realizé a
partir de la inversa de la pendiente de las lineas de termodestrucciéon obtenidas al
representar en el eje de ordenadas el log de los valores Dy y en el de abscisas las
temperaturas de tratamiento correspondientes. Para la comparacion entre los valores z
se aplico un test de paralelismo 1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Al utilizar agar nutritivo como medio de subcultivo, se obtuvieron para las diferentes
temperaturas de incubacion los valores D+ que recoge la Tabla I. Puede comprobarse a
partir de estos datos que la influencia de la temperatura de incubacion sobre estos
parimetros es escasa, salvo para la temperatura de 65° C a la cual se obtuvieron en
todos los experimentos cifras inferiores a la media. La fig. 1 corresponde a las graficas
de supervivencia obtenidas a la temperatura de tratamiento de 118° C. De la compara-
cion entre las lineas a las distintas temperaturas de incubacion, se deduce que los
recuentos mas altos se obtienen en el rango de temperatura entre 50 y 60° C siendo
ligeramente menores los correspondientes a 40, 45 y 65° C; resultados similares se
obtuvieron a todas las demads temperaturas de tratamiento. En la Tabla II se comparan
los valores z observados al incubar las placas a 40, 45, 50, 55, 60 y 65¢ C. La aplicacion
del test de paralelismo a estos datos revela que las diferencias observadas se deben al
error experimental y carecen de significacion estadistica (p < 0,05).

Con AAM como medio de recuento los resultados fueron similares. Parece existir
cierta tendencia a la obtencion de valores D mas altos en el rango de temperatura
50-60° C (Tabla I1I), pero, las diferencias son muy pequefas y nuestros datos no nos
han permitido detectar diferencias significativas. En cambio, el examen de las gréficas
de supervivencia a 118° C (Fig. 2) confirma de nuevo que las temperaturas en el rango
50-60° C dan tasas de recuperacion mads altas que las demds. La Tabla IV muestra los
valores z para este medio que oscilan entre 7,51 v 8,07¢ C, diferencias éstas muy
pequenas y no significativas (p < 0,01) segun el test de paralelismo.

Cuando se utilizé como medio de recuperacion DTA se obtuvieron los resultados
que figuran en la tabla V. Estos datos confirman las observaciones de los experimentos
con NA y AAM, si bien en este caso se aprecia mas claramente una tendencia a
aparecer valores D mas altos en el rango de 50-60° C (Fig. 3). Las diferencias entre
valores z (Tabla VI), si bien un poco mas amplias que con AAM, tampoco fueron
estadisticamente significativas.

De la consideracion de todos estos datos en conjunto cabe deducir que las mejores
tasas de recuperacion de los esporos de B. stearothermophilus tratados por el calor se
obtienen en el rango de temperaturas de incubacion de 50-60° C y que los valores z no
se modifican sensiblemente a temperaturas de subcultivo entre 40 y 65° C.

Suele aceptarse que la temperatura mas adecuada para efectuar los recuentos tras el
tratamiento térmico es unos 5-10° C inferior a la 6ptima de crecimiento del microorganis-
mo antes de ser sometido a la accion del calor 19, lo que en nuestro caso corresponderia a
45-50° C, el rango que Cook y Gilbert * encontraron que era el 6ptimo en sus estudios
sobre la recuperacion de esporos de B. stearothermophilus NCIB 8919. Sin embargo,
nuestros resultados discrepan claramente de los de estos autores y estdn en la linea de los
aportados mds recientemente por Mallidis y Scholefield 8 que, al comparar las temperatu-
ras de incubacidn de 50 y 60 C, observaron recuentos mas altos y valores D ligeramente
superiores a 60° C que a 50° C, no teniendo estas diferencias significacion estadistica.
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Seglin nuestros datos, la temperatura mds adecuada para efectuar los recuentos de TABLA 1
los esporos de Bacillus stearothermophilus tratados por el calor es 55 = 5°¢ C, particular- Influencia de la temperatura de incubacion sobre los valores Dy obtenidos para los esporos
mente por su influencia positiva sobre las tasas de recuperacion y, en menor grado, por de B. stearothermophilus, al utilizar NA como medio de subcultivo.
su efecto sobre el valor D que tiende a ser mds bajo a temperaturas mas extremas.

Siendo 55¢ C la temperatura Gptima para el crecimiento de los esporos de B. stearother-

mophilus ATCC 12980 (la cepa utilizada en este estudio) no sometidos a calentamiento, Taks Tl Dy To

se deduce que los tratamientos térmicos aplicados por nosotros no modifican su res- (*€) (¢ C) (min)

puesta a la temperatura de subcultivo.
118 40 4,57 — 0,993
118 45 3,99 — 0,994
118 50 4,27 — 0,995
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lC- L OKI0, 128 55 0,16 — 0,996
128 60 0,16 —10.992
128 65 0,15 — 0,994
131 40 0,079 — 0,995
131 45 0,075 — 0,996
131 50 0,089 — 0,995
131 55 0,082 — 0,982
131 60 0,069 — 0,994
131 65 0,068 — 0,995

T.T.= Temperatura de tratamiento
T.I.= Temperatura de incubaciéon
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TABLA 11 TABLA 111
Efecto de la temperatura de incubacién sobre los valores z obtenidos para los esporos Influencia de la temperatura de incubacién sobre los valores I obtenidos. Medio de recuperacion:

de B. stearothermophilus. Medio de recuperacion: agar nutritivo. medio de ensayo de antibidticos.

T.L Valor Z r, T.T. T.I D+ T,
©C) (°C) (© C) Q) (min)
40 7,37 — 0,997 118 40 3,11 — 0,996
45 7,31 — 0,997 118 45 2,74 — 0,988
50 7,64 — 0,999 118 50 3.86 — 0,997
55 7,66 — 0,998 118 55 3.40 — 0,994
60 7,20 — 0,999 118 60 3,77 — 0,996
65 7,51 — 0,998 118 65 3,66 — 0,998
. & 120 40 2,44 — 0,999
T.I.= Temperatura de incubacion 120 45 191 — 0,996
120 D:Q 1,83 — 0,996
TABLA IV 120 55 2,35 — 0,998
. 5 - 5 . o 120 60 225 — 0,998
Influencia de la temperatura de incubacion sobre los valores z obtenidos. Medio de recuperacion: - =
i PP 120 65 1,85 0,996
medio de ensayo de antibiéticos.
122 40 0,88 — 0,995
122 45 1,09 — 0,998
0 Ydlorz i 122 50 1,20 ~ 0,997
0 0 122 55 0,92 — 0,994
122 60 1,33 — 0,998
40 7,83 — 0,998 122 65 1,03 — 0,998
45 8,07 — 0,994
50 776 — 0.997 125 40 0,39 — 0,996
55 806 — 0:99] 125 45 0,32 — 0,987
60 775 — 0.999 125 50 0,46 — 0,992
65 7’51 _ 0,996 125 55 0,36 — 0,996
2 ’ 125 60 0,53 — 0,992
y . 125 65 0,51 — 0,996
T.1.= Temperatura de incubacion
128 40 0,14 — 0,995
128 45 0,16 — 0,988
TABLA VI 128 50 0,17 — 0,992
Influencia de la temperatura de incubacién sobre los valores z. Medio de recuperacion: 128 55 0,17 — 0,990
agar dextrosa triptona. 128 60 0,20 — 0,998
128 65 0,14 — 0,991
T.I Valores z To 131 40 0,072 — 0,990
(CH®) (°C) 131 45 0,082 — 0,990
131 50 0,083 — 0,987
40 7,33 — 0,998 131 55 0,109 — 0,992
_ 131 60 0,084 — 0,997
45 8,05 0,992
50 7,28 — 0,998 131 65 0,071 — 0,996
55 7,48 — 0,997
60 7,18 — 0,997 T.T.= Temperatura de tratamiento
65 7,62 — 0.999 T.I.= Temperatura de incubacion

T.I.= Temperatura de incubacién
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TABLA V
Influencia de la temperatura de incubacién sobre los valores DD obtenidos al utilizar agar dextrosa
triptona como medio de recuperacion.
T T D+ r,
(CH )] (c O (min) 10*=
118 40 3,93 — 0,998
118 45 3,20 — 0.995
118 50 4,52 — 0,996
118 55 4,70 — 0,994
118 60 4,09 — 0,997
118 65 3,21 — 0,994
120 40 2,17 — 0,996 N
120 45 2,26 — 0,985 10
120 50 2,40 — 0,996
120 55 2,56 . h
120 60 2,38 — 0,997 <
120 65 2,17 — 0,994 -
122 40 1,20 — 0,997 i
122 45 1,14 — 0,992 &
122 50 1,47 — 0,998 L
122 55 1,38 — 0,995 2
122 60 1,53 — 0,982 10—
122 65 1,02 — 0,996 3
125 40 0,48 — 0,996 -
125 45 0,52 — 0,993 4
125 50 0,52 — 0,997
125 55 0,52 — 0,995
125 60 0,45 — 0,992
125 65 0,35 — 0,995
128 40 0,15 — 0,993 i ‘\\\
128 45 0,15 — 0,993 \
128 50 0,19 — 0,990
128 55 0,18 — 0,990
128 60 0,17 — 0,980
128 65 0,15 — 0,995 |
131 40 0,073 — 0,980 ]
131 45 0,100 — 0,978
131 50 0.066 — 0,991 .
131 55 0,097 — 0,983
131 60 0,072 — 0,996 ) T T T T
131 65 0,065 — 0,991 0 2 5 10 14 18
' Tiemoo (min.)
T.T.= Temperatura de tratamiento

1=Te ; £t . . . or ”
T.I mperatura de incubacion Fig. 1.- Influencia de la temperatura de incubacidn sobre la recuperacion de B. stearothernophi-

lus en agar nutritivo (NA). Temperatura de tratamiento: 1180 C. (*) 400 C, (*) 45¢ C. (%) 50° C,
(*) 55¢ C, (@) 60° C, (O) 65° C.
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