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INTRODUCCION

El tratamiento co:: ulirasonidos es uno de los métodos mas frecuen-
temente utilizados para la desintegracién de las células vegetativas micro-
bianas. Las formas esporuladas de las bacterias son mucho mas resistentes
a las ondas sénicas y ulirasénicas y el tratamiento con ultrasonidos se ha
usado, en algunos casos, como procedimiento de liberar las suspensiones
de esporos de células vegetativas.!

Sin embargo, el tratamiento de los esporos por ultrasonidos produce
en ellos, considerable impacto: los tumefacia, erosiona su superficie? y
eslimula su crecimiento.3

Algunas experiencias publicadas en la bibliografia microbiolégica
demuestran ademds que, si el tratamiento es suficientemente drastico,
también puede destruir las formas esporuladas?,3y® y que los efectos espo-
ricidas de los ultrasonidos son sinérgicos con los de algunos productos
quimicos.”

En el presente trabajo se demuestra que la sonicacién sensibiliza muy
considerablemente los esporos de B. cereus y B. licheniformis al tratamien-
1o térmico.
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MATERIAL Y METODOS

Microorganismos: Los dos gérmenes utilizados fueron aislados en
esle laboratorio; el B. cereus a partir de una conserva de paella adquirida
en el mercado; el B. licheniformis a partir de mejillones frescos.

Produccion y preparacion de esporos: Los gérmenes aislados se sem-
braron en placas de Petri preparadas con el medio descrito por WiLLIAMS
et al.,® que contiene manganeso como estimulante de la esporulacién segiin
recomienda CHARNEY et al.? Al cabo de 48-72 horas de incubacién a 32°C.
se observé una abundante produccién de esporos que se recogieron rascan-
do la superficie de las placas con espatula flameada y se traspasaron a tu-
bos de centrifuga provistos de agua destilada estéril. Se lavaron 5 veces con
agua destilada estéril por centrifugacién a 4.000 rpm, durante 5 minutos en
una cenirifuga «Martin Christ Junior» y finalmente se recogieron en solu-
cién Ringer 1/4 y se pasaron a frascos de McCartney, se eliminaron las
formas vegetativas por calentamiento a 80° C. durante 30 minutos y se con-
servaron a 4° C. hasta su empleo.

Tratamiento ultrasénico: Para el tratamiento con ultrasonidos se uti-
liz6 un desintegrador ultrasénico M.S.E. de 60 w con una frecuencia de
20 Ke.

Determinacién de la termorresistencia: La resistencia térmica se deter-’

miné en tubos capilares de punto de fusién bajo de 100 mm X 1,0 — 1,5 mm
La suspensién de esporos, de una concentracién aproximada de 109 espo-
ros/ml., se introdujo en ellos con ayuda de una microjeringa «Agla». El
calentamiento se verificé en bafio de aceite termostatado y los capilares
fueron tratados tras el calentamiento siguiendo la técnica descrita por
FRANKLIN et al.10

El recuento de supervivientes se llevé a cabo en placas de Petri con
agar almidén leche (GRinsTED y CLEGG!Y).

RESULTADOS

Efectos de la sonicacion sobre la supervivencia de los esporos:

Lotes de 5 ml. de una suspensién de esporos conteniendo 7,8 X 106
esporos de B. cereus por ml. fueron sonicados a 1,2 A. durante periodos
de tiempo que oscilaron entre 5 y 80 seg. y a continuacién sembrados en
placas de agar dextrosa triptona pirpura de bromocresol. El efecto produ-
cido por los ultrasonidos sobre los esporos en uno de estos experimentos
aparece en la fig. 1.
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En la fig. 2 se representa los efectos de un tratamiento entre 1,5 min.
y 12 min. sobre una suspensién de esporos de la misma cepa a una concen-
traciéon de 9,3 X 106 esp/ml. y otra de B. licheniformis a una concentra-
cién de 3,4 X 107 esp/ml.

El tratamiento con ultrasonidos durante periodos de hasta 12 min.
apenas afecta, en las condiciones aqui utilizadas, a la supervivencia de
los esporos de los dos microorganismos sobre los que se ha probado. En
algiin caso puede incluso presentarse un incremento del niimero de colonias
observables iras una sonicacién muy breve (fig. 1) que debe interpretarse
como el resultado de una activacién acorde con las observaciones de
KnAysI et al.3 en Bacillus subtilis o de una posible ruptura de agregados
de esporos.

La resistencia a los ultrasonidos de las dos cepas es considerablemen-
te distinta, requiriéndose 23 min. de tratamiento en el B. cereus y 60 en el
B. licheniformis para lograr una reduccién decimal.

Influencia sobre la termorresistencia: Para la obtencién de cada gré-
fica de supervivientes se utilizaron 5 lotes de 5 capilares cada uno, relle-
nos con 20 1. de las suspensiones de esporos que se calentaron a una tempe-
ratura definida. A distintos tiempos a lo largo del calentamiento se fueron
retirando los componentes de cada lote y efectuando el recuento de super-

vivientes.

Bacillus cereus:

Se efectuaron 5 tipos de experimentos; en dos de ellos se obtuvieron
las graficas de termorresistencia a 105° y 110° C. de la cepa utilizada. En el
tercero se determiné la resistencia térmica a 110° C. tras una sonicacién
durante 1,5 min. a una concentracién de 1,03 X 108 esp/ml y un vo-
lumen de 4 ml. En los dos restantes se determiné la termorresistencia pre-
via sonicacién durante 1,5 y 12 min., con un volumen de 4 ml y a con-
centraciones de 6 X 108y 7 X 108 esp/ml respectivamente.

Los resultados de estos experimentos se reflejan en las figuras 3 y 4.

Becillus licheniformis:

Se llevaron a cabo dos experimentos; en uno de ellos se determiné
la termorresistencia de la cepa a 99° C. y en el otro se obtuvo la grafica
de supervivencia a la misma temperatura tras una sonicacién de 10 min.
a una concentracién de 4,4 X 109 esp/ml y un volumen de 4 ml. Los re-
sultados obtenidos se representan en la fig. 5.
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Los ultrasonidos disminuyen draméticamente la termorresistencia de
ambas especies esporuladas; el descenso es, sin embargo, mas acusado tam-
bién en el B. cereus. El valor Dgg°c para el B. licheniformis pasa de
9 a 3 min. al ser ultrasonicado durante 10 min. y el valor Dy1°c del
B cereus pasa de 11,5 min. a 1,5 tras el tratamiento con ultrasonidos duran-
te 1,5 min. Dada la caracteristica de la grifica de termorresistencia a
105°C es mas dificil comparar los valores D195°c pero la figura 3 demues-
tra que cualitativamente los efectos son iguales a los descritos para el
tratamiento a 110° C.

DISCUSION

De los resultados descritos se deduce la imposibilidad de utilizar un
tratamiento ultrasénico, por suave que sea, para liberar de células ve-
getativas, o dispersar agregados en las suspensiones de esporos a utilizar
en las determinaciones de termorresistencia.

La resistencia al calor de los esporos se atribuye a la accién conjunta
de los iones Ca** y el 4cido dipicolinico (DPA)12,!3,14, y15 interaccionandg
probablemente con los muropéptidos corticales. La capa cortical del esporo
coniribuye, sin duda, de una manera marcada a la retencién de iones Ca ++
y DPA, pues es bien sabido que algunos tratamientos (penicilina por ejem-
plo) que impiden su formacién, determinan la rapida liberacién de Ca *++
de los esporangios, que pueden terminar su esporogénesis pero producen
esporos mds l4biles.

Parece presumible, por tanto, que la sensibilizacién al calor de los
esporos tratados con ultrasonidos se deba a una desorganizacién parcial
de la capa cortical que acarrea un descenso en el contenido de la misma en
DPA e iones Ca* o mas problablemente a una alteracién del cociente
Ca:DPA que tan fundamental papel parece jugar en su termorresistencia.

Desconocemos todavia en qué medida las observaciones efectuadas
sobre estas dos cepas de esporos son de validez general y hasta qué punto
la intensidad de los efectos descritos puedan verse afectados por la natu-
raleza fisica y la composicién quimica del medio en que se efectiie la ultra-
sonicacién y el calentamiento; es, sin embargo, a todas luces evidente que
pueden tener aplicaciones tecnolégicas de gran importancia cuyas posibili-
dades estamos explorando.
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RESUMEN

La termoresistencia de los esporos de B. cereus y B. licheniformis en
solucién de Ringer 1/4 decrece intensamente tras tratamientos uliraséni-
cos incapaces de destruir una proporcién significativa de gérmenes en una
suspension de esporos. Los esporos de B. cereus son maés facilmente sensi-
bilizados por los ultrasonidos a los tratamientos térmicos que los del B. li-
cheniformis. El valor Dy1¢°c. del B. cereus se reduce de 11,5 a 1,5 min. des-
pués de una ultrasonicacién durante 1,5 min. a una frecuencia de 20 Kec.
El valor Dggc. del B. licheniformis disminuye de 5,5 a 3 min. tras una soni-
cacién de 10 min.

Estos resultados pueden tener interesantes aplicaciones practicas en
la esterilizacién de los alimentos y descartan el uso de los ultrasonidos para
disgregar los agregados y destruir las formas vegetativas en las suspensio-
nes de esporos utilizadas en los experimentos de termorresistencia.

RESUME

La thermorésistance des spores de Bacillus cereus et Bacillus licheni-
Jformis en solution de Ringer 1/4 décroit intensément apres des traitements
ultrasoniques incapables de détruire une proportion significative de germes
dans une suspension de spores. Les spores de B. cereus sont plus facilement
sensibilisées par les ultrasons traitements thermiques que celles du B. li-
cheniformis. La valeur Dy1¢9°c. du B. cereus se réduit de 11,5 & 1,5 min apres
une traitement ultrasonique pendant 1,5 min & une fréuence de 20 Kc. La va-
leur Dggy°c. du B. licheniformis diminue de 5,5 & 3 min. apres une sonication
de 10 min. )

Ces résultats peuvent avoir d’intéressantes applications practiques dans
la stérilisation des aliments et écartent I'utilisation des ultrasons pour dé-
sagréger les agrégats et détruire les formes végetatives dans les suspensions
de spores utilisées dans les expériences de thermorésistances.

SUMMARY

Heat resistance of Bacillus cereus and Bacillus licheniformis spores
in Ringer solution 1/4 greatly decreases after ultrasonic treatments unable
to kill a significant proportion of the spore population. Spores of B. cereus
are more easily heat sensitized by ultrasonics than B. licheniofrmis.D1;0°C.
of B. cereus can be reduced from 11,5 to 1,5 min. by 1,5 min. of ultrasonica-
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tion at a frequence of 20 Kc. Dgy°c. of B. licheniformis decreases from
5,5 to 3 min. after 10 min. of ultrasonication. These findings may have very
inleresting practical aplications in food sterilization and rules out the use
of ultrasonics to free of vegetative cells or to break agregates in spore sus-
pensions to be used in heat resistance experiments.
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Fig. 1.—Efecto de la ultrasonicacién sobre esporos de B. cereus. Frecuencia: 20 Ke.
Intensidad: 1,2 A. Volumen: 5 ml. Concentracién de esporos: 7,8 X 108 esp /ml.
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Fig. 2—Efecto de la ultrasonicacién sobre esporos de B. cereus y B. licheniformis.
Frecuencia: 20 Ke. Intensidad: 1,2 A. Volumen: 5 ml. Circulos: B. cereus. Concentra-
cién: 9,3 X 108 esp/ml.

Triangulos: B. licheniformis. Concentracién: 3,4 X 107 esp /ml.
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Fig. 3.—Curvas de termorresistencia de esporos de B. cereus a 105° C. Circulos negros:
sin tratamiento ultrasénico. Circulos blancos: Esporos ultrasonicados. Frecuencia: 20 Kc.
Intensidad: 1,2 A. Volumen: 4 ml. Tiempo: 1,5 min. Concentracién de esporos
6 X 108 esp/ml.

Tridngulos: Esporos ultrasonicados. Frecuencia: 20 Ke. Intensidad: 1,2 A. Volumen:
4 ml. Tiempo: 12 min. Concentracién de esporos: 7 X 108 esp/ml.
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Fig. 4—Curvas de termorresistencia de esporos de B. cereus a 110° C. Circulos: sin

tratamiento ultrasénico.

Tridngulos: Esporos ultrasonicados. Frecuencia: 20 Kc. Intensidad: 1,2 A. Volumen: !
4 ml. Tiempo: 1,5 min. Concentracién de esporos: 1,03 X 108 esp/ml.

08 __

log. supervivientes

W ~ 0O N ® ©

5 10 20 40  min.
Fig.5

Fig. 5—Curvas de termorresistencia de B. licheniformis a 99° C. Circulos: sin tra-
tamiento ultrasénico. ) )
Tridngulos: Esporos ultrasonicados. Frecuencia 20 Kc. Intensidad: 1,2 A. Volumen 4 ml.
Tiempo: 10 min. Concentracién de esporos: 4,4 X 109 esp/ml.
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