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SUMMARY

The influence of several batches of Nutrient Agar and Plate Count Agar on the
heat resistance of Bacillus cereus (ATCC 4342 y 9818) was investigated. The
recovery counts were considerably modified by the use of different batches of these
media. However, apparent D-values were never affected. Addition of 50 and 100
ppm of calcium to the recovery media improved the effectiveness, except the strain

9818 which when Nutrient Agar was supplemented with 100 ppm of calcium showed
a decrease in apparent D-values.

RESUMEN
Se investigd la influencia de varios lotes de Agar Nutritivo y de Medio de

Recuento en Placa sobre la termorresistencia de dos cepas de Bacillus cereus (ATCC
4342 y 9818). La utilizacién de diferentes lotes de estos medios modificé considera-
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blemente las tasas de recuperacion, sin embargo los valores D aparentes no se vieron
afectados en ningiin caso. La adicién de 50 y 100 ppm de calcio a los medios de sub-
cultivo mejoré su efectividad, excepto en el caso de la cepa 9818 al suplementar el

Agar Nutritivo con 100 ppm de calcio, que se tradujo en un descenso de los valores
D aparentes.

INTRODUCCION

Aunque en sentido estricto las condiciones utilizadas en la recuperacién de los
esporos tratados por el calor no afectan a su termorresistencia, al determinarse ésta
mediante el recuento del nimero de supervivientes a un cierto tratamiento, cualquier
factor que influya en la recuperacién de las estructuras dafiadas puede modificar la
forma de las graficas de supervivencia y, en consecuencia a los tiempos de reduccién
decimal obtenidos. La influencia del medio de subcultivo sobre la aparente respues-
ta al calor de los microorganismos ha sido demostrada en numerosas ocasiones "**
**1*, habiéndose puesto también de manifiesto al menos para Bacillus stearother-
»:nophi!us que la efectividad de un determinado medio era dependiente del lote usado
* %11 0 incluso que ésta variaba cuando se modificaba la concentracién de alguno
sus componentes *' o al emplear agar de distintas casas comerciales .

_ También en algtin caso se ha podido comprobar la influencia que ejerce el conte-
nido en minerales de los medios sobre la recuperacién de los esporos como por ejem-

plo el calcio, que se sabe que resulta necesario al menos para Bacillus stearother-
mophilys "%,

En el caso particular de Bacillus cereus, el efecto que el medio de subcultivo ejer-
ce sobre la recuperacién ha sido escasamente estudiado. Unicamente Rajkowski y
Mikolacijk 7 y Gonzilez y col., * comprobaron la eficacia de varios medios y solo
estos ultimos autores pudieron demostrar que la utilizacién de diferentes medios ade-
mds de afectar a las tasas de recuperacion llegaba incluso a modificar los tiempos de
reduccién decimal obtenidos.

Este trabajo se ha planteado con el fin de comprobar si al usar diversos lotes de
los dos medios que resultaron mds eficaces en la recuperacién de Bacillus cereus *,
el Agar Nutritivo y el Medio de Recuento en Placa, se modificaba la respuesta al
calor de este microorganismo. Asimismo, se investigo si la deficiencia de calcio era
responsable de la baja eficacia de alguno de los lotes empleados.

MATERIAL Y METODOS

Microorganismos:

Se utilizaron dos cepas de B. cereus de la Coleccién Americana de Cultivos Tipo
(ATCC 4342 y 9818). Antes de proceder a su esporulacidn, fueron sometidas a varios
pases en caldo nutritivo a 32°C durante 24 horas.
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Medios

Para la esporulacién se utilizé Agar Nutritivo (DIFCO) suplementado con 1 ppm
de manganeso (MnSO.: H:O) de la siguiente composicion: extracto de carne, 3 g; pep-
tona de carne. 5 g: agar, 15 g; agua destilada, 1 litro.

Para la recuperacién de los esporos se usaron varios lotes de Agar Nutritivo
(NA) y Medio de Recuento en Placa (PCA) de la casa DIFCO.

El Medio de Recuento en Placa contenia: bactotriptona, 5 g: extracto de levadura,
2,5 g; dextrosa, 1 g; agar, 15 g; agua destilada, 1 litro.

El calcio, en forma de Cl:Ca (PANREAC) se adicioné a los medios a las concen-
traciones de 50 y 100 ppm.

Preparacion de las suspensiones de esporos

Se parti6é de un cultivo en caldo nutritivo de 24 horas de incubacién a 32°C, que
procedia de una tdnica colonia aislada por estria en Agar Nutritivo e incubada a 32°C
durante 24 horas. Los frascos de Roux se incubaron a 32°C durante aproximada-
mente 72 horas, tiempo en el que se alcanz6 una tasa de esporulacién del 95%, que
se determiné por recuento directo al microscopio de contraste de fase.

Los esporos se recogieron por arrastre con perlas de vidrio y tampon Mcllvaine
pH 7,0 ", elimindndose los restos de agar y grandes agregados por centrifugacion a
600x g durante 5 minutos. La suspensién fue lavada y centrifugada a 2500x g 15
minutos, al menos cuatro veces. Posteriormente, se ajusté la concentracién a 10°-10°
esporos/ml, por recuento en cdmara de Thoma, y se almacenaron en el citado tampon
a refrigeracion hasta su uso.

Determinaciones de la termorresistencia
Se llevaron a cabo en un termorresitdmetro TR-SC?, utilizando como medio de

calentamiento tampén Mcllvaine pH 7.0. Se utilizaron temperaturas de tratamiento
de 100°C para la cepa 4342 y de 104°C para la cepa 9818.

Incubacion y recuento de supervivientes

Se extrajeron alicuotas de 0,1-0,5 ml a los diferentes tiempos de tratamiento que
se sembraron directamente sobre placas de petri que contenfan los distintos medios
de subcultivo y se incubaron durante 22 horas a 30°C.

Los recuentos se efectuaran por el método descrito por Condén y col,, *. Para la
cepa 9818 fue necesario utilizar el sistema de diluciones, debido al crecimiento rami-
ficado que presentaban las colonias.

Determinacion de la tasa de supervivientes

La capacidad de recuperacion de los esporos se comprobé en las diferentes con-
diciones de subcultivo, sometiendo un inéculo de cada una de las suspensiones a un
tratamiento térmico, extrayendo alicuotas de 2,0-3,0 ml para el recuento de los super-
vivientes. Las muestras se enfriaron inmediatamente en un bafio de hielo antes de

-9] -



proceder a sembrarlas en las diferentes condiciones ensayadas. Estos experimentos

se realizaron por triplicado. El porcentaje de recuperacién de los esporos se calculd
seglin la siguiente férmula:

ufc por placa en las diferentes condiciones
% de esporos recuperados = x 100

ufc por placa en las condiciones éptimas

Determinacién de los valores D

Los valores D se calcularon a partir de la inversa de la pendiente de la recta de
regresion obtenida al representar en ordenadas el logaritmo del nimero de supervi-
vientes frente al tiempo de tratamiento a una temperatura determinada. La mayor
parte de las grdficas de supervivencia obtenidas en la realizacion de este trabajo pre-
sentaban hombros al comienzo del tratamiento y algunas de ellas, pequeiias colas al
final del mismo, que no fueron tenidas en cuenta para el cdlculo de los correspon-

dientes valores D. El tratamiento estadistico de los datos se llevé a cabo aplicando la
“t” de Student ".

RESULTADOS

La efectividad en la tasa de recuperacién de tres lotes de Agar Nutritivo y dos
del Medio de Recuento en Placa resultd practicamente idéntica, sin embargo, en
ambos casos encontramos con otro de los lotes empleados que el ndmero de esporos

Tabla 1

Valores D {min)* obtenidos para los esporos de Bacillus cereus recuperados uti-
lizando dos lotes de Agar Nutritivo y Medio de Recuento en Placa.

CEPA MEDIOS

NA (lote A) NA (lote B) PCA (lote A) PCA (loteB)
4342 Do 0,990,112 0,96+0,102 0,87+0,114 0,900,094

9818 Djgg  1,37£0,17% 1,300,122 1,42+0,112 I, 37, 148

‘ 'NA: Agar Nutritivo; PCA: Medio de Recuento en Placa.

Lote A y B: lotes con los que se obtuvieron las mayores y menores tasas de recuperacién respectivamen-
te.

* . x s z
Valores medios de tres experimentos 2= desviacién estdndar.

& Valores con el mismo superindice para una misma cepa no fucron diferentes signicativamente al 5%.
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Fig. 1.- Porcentaje de recuperacién de los esporos de Bacillus cereus en diferentes lotes

deAgar Nutritivo (NA) y del Medio de Recuento en Placa (PCA).

ufc por placa (lote B)
% de esporos recuperados = x 100

ufc por placa (lote A)

Lote A y B: lotes con los que se obtuvieron las mayores y menores tasas de recuperacién res-

pectivamente.



Porcentajes de recuperacion” obtenidos al utilizar un lote de baja eficacia
de Agar Nutritivo y el Medio de Recuento en Placa tras la adicién de

Tabla ll

calcio para los esporos de Bacillus cereus.

efecto de la adicion de calcio se comprobé adicionando 50 y 100 ppm a aquellas par-
tidas de Agar Nutritivo y Medio de Recuento en Placa que dieron lugar a recuentos
inferiores a los normales. Los porcentajes de recuperacion obtenidos se muestran en
la tabla II. Puede apreciarse que la adicién de 50 ppm de este mineral produjo un
incremento significativo (p<0,05) de los mismos, excepto con la cepa 4342 al utili-
zar Medio de Recuento en Placa (PCA) como medio de recuperacién.

La suplementacion del medio con 100 ppm de calcio no produjo modificaciones
en la recuperacién con ninguno de los medios para la cepa 4342, sin embargo con la
cepa 9818, la suplementacién dio lugar en Agar Nutritivo a descensos significativos
(p<0,05), mientras que al emplear Medio de Recuento en Placa se tradujo en un
incremento significativo de los porcentajes de recuperacion.

Tabla III

Valores D (min):;': obtenidos para los esporos de Bacillus cereus recuperados uti-
lizando un lote de baja eficacia de Agar Nutritivo y Medio de Recuento en Placa
suplementado con 50 y 100 ppm de calcio.

Cepa 4342
Tiempo de Tratamiento (min) a 100°C
1,33 2 3
NA 100,0+ 8,62 100,0 + 6,72 100,0 + 17,92
NA+50 ppm Ca 102,0 £ 13,62 1086,7 + 8,92 136,7 + 18,64
NA+100 ppm Ca 101,5 £10,08 114,2 £ 12,23 139,5 + 18,5b
PCA 100,0 £ 14,62 100,0 + 9,82 100,0 + 13,22
PCA+50 ppm Ca 92,1 +10,828 104,7 £ 13,62 91,9+ 7,82
PCA+100 ppm Ca 100,6 = 7,78 939+ 12,62 86,0 + 12,02
Cepa 9818
Tiempo de Tratamiento (min) a 104°C
1,66 2,66 3,66
NA 100,0 + 9,59 100,0 £ 10,28 100,0 £ 13,92
NA+50 ppm Ca 150,9 + 20,6 162,7 + 23,0b 136,9 + 15,2P
NA+100 ppm Ca 14,0+ 1,8¢ 11,3+ 1,1¢ 36+ 0,3¢
PCA 100,0 + 13,62 100,0 + 15,02 100,0 + 9,82
PCA+50 ppm Ca 122,0 £ 10,22 170,0 £ 10,3b 220,0 = 26,8b
PCA+100ppm Ca  107,7 = 14,62 141,1 +17,3¢ 200,1 £0,13P

NA: Agar Nutritivo; PCA; Medio de Recuento en Placa.

Valores medios de tres experimentos * cofficiente de variacién.

*¢ Valores con distinto superindice en la misma columna, para el mismo medio, fueron diferentes signifi-
cativamente al 5%.

* Los porcentajes de recuperacion se calcularon segin la siguiente ecuacién:

ufc por placa en cada condicion

% d g = x 100
s e ufc por placa en el medio base

recuperados disminuia considerablemente, alcanzando porcentajes de recuperacién
en torno al 70% en el Medio de Recuento en Placa (PCA) con las dos cepas estudia-
das y hasta del 50% en Agar Nutritivo con la cepa 9818. En la figura | se comparan
los resultados obtenidos al utilizar el lote que resulté menos eficaz (Lote B) con los
que daban lugar a una mayor efectividad (Lotes A).

En la tabla I se muestran los valores D obtenidos en las condiciones anteriormen-
te sefialadas. El andlisis estadistico reveld que los tiempos de reduccién decimal cal-
culados no fueron significativamente diferentes (p>0,05) en ninguno de los casos. El
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CEPAS MEDIOS
NA NA+50 Ca NA+100 Ca
4342 D00 I,13x0,16% 1,250,223 1,24+0,182
PCA PCA+50Ca PCA+100 Ca
Do 1,220,142 1,18+0,212 210,138
NA NA+50 Ca NA+100 Ca
9818 D104 1,3320,192 1,28+0,16% 0,810,070
PCA PCA+50 Ca PCA+100 Ca
D4 12040 138 1,24x0,162 1,250,132

NA: Agar Nutritivo: PCA: Medio de Recuento en Placa.
"~ Valores medios de tres experimentos & desviacién estdndar.

“fh Valores con el mismo superindice para una misma cepa no fueron diferentes signicativamente al 5%

En la tabla III se muestran los valores D obtenidos tras la adicién de calcio a las
distintas concentraciones. La suplementacién del medio con 50 ppm de calcio no dio
lugar a modificaciones en los tiempos de reduccién decimal (p>0,05). Cuando se
ahadieron 100 ppm de este mineral solamente se obtuvieron valores D mds bajos con
la cepa 9818 al utilizar como medio de subcultivo Agar Nutritivo, diferencias esta-
disticamente significativas (p<0,05).
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DISCUSION

Los resultados que hemos obtenido indican que la utilizacién de diferentes parti-
das de dos medios da lugar a modificaciones considerables en los porcentajes de
recuperacion de los esporos tratados de B. cereus. Un efecto similar ha sido descrito
para B. stearothermophilus*' "', Ello pone de manifiesto que ademds de resultar
importante la eleccién del medio de subcultivo seria conveniente probar varios lotes
con el fin de asegurar la calidad de los mismos y obtener los mdximos recuentos de
supervivientes. Sin embargo, no hemos encontrado diferencias en los valores D obte-
nidos en ningtin caso. Estos resultados se encuentran en la linea de los descritos por
Lépez " para B. stearothermophilus.

Aunque resulta dificil determinar que tipo de componente y/o concentracion del
mismo es responsable de la diferente eficacia de los medios, dada su compic.l'df‘d "
la dificultad de realizar un control de calidad que permita asegurar la hmnoge“c‘fi"}d
entre ellos o incluso entre diferentes partidas de un mismo medio, en alguna ocasion
las diferencias encontradas se han achacado a una deficiencia en determinados catio-
nes, como por ejemplo el calcio. Evancho y col. ¢, Lépez *, Sikes y col. ™, obtuvie-
ron tasas de recuperacién y valores D mds bajos al utilizar medios con bajo conteni-
do en este mineral. En nuestro caso, cuando se suplementaron los medios con 50 y
100 ppm de este catién, los porcentajes de recuperacién se incrementaron notable-
mente. La adicién de 100 ppm a uno de los medios, el Agar Nutritivo dio lugar con
una de las cepas ensayadas (9818) a un descenso significativo en las tasas de recu-
peracién y en los tiempos de reduccién decimal. Esta disminucién podria ser fleb]da
al pH mds bajo que presentaba este medio tras la adicién de calcio, 0,3-0,4 'umdﬂdﬁs
inferior en relacion al Medio de Recuento en Placa (pH 6,8), y hemos podido com-
probar que la recuperacién de esta cepa disminuye progresivamente con la acidifica-
cién del medio y el grado de calentamiento 7.
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INFLUENCIA DEL pH DEL MEDIO DE ESPORULA-
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SUMMARY

Heat resistance of Bacillus cereus ATCC 4342 spores produced at different pHs of
sporulation was investigated. D-values were very influenced by the pH of the
medium, showing differences of about six-fold. The pH of sporulation medium
which yielded the most thermoresistant spores depended on the type of medium used,
7,5 with nutrient agar and 6,2 with Angelotti medium. z-Values were not significantly
affected.

RESUMEN

Se investigd la resistencia al calor de los esporos de la cepa ATCC 4342 de
Bacillus cereus a diferentes pHs de esporulacién. El pH del medio afecté notable-
mente a los valores D, con diferencias en los casos mds extremos de hasta unas seis
veces. El pH de esporulacién al que se obtuvieron los esporos més termorresistentes
fue muy dependiente del medio utilizado, 7,5 en agar nutritivo y 6,2 en el medio de
Angelotti. Los valores z no resultaron afectados.
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