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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion estudié la variabilidad de la fase de latencia en células
individualizadas de Salmonella enterica serovar Enteritidis y Listeria innocua después de recibir
tratamientos inactivantes de acidificacién, irradiacion y calor. Una vez establecido el protocolo
de los ensayos experimentales; el Bioscreen determind previamente: la cantidad de bacterias
que generan una turbidez de 0,20 de densidad 6ptica, el tiempo de deteccion y la tasa especifica
de maximo crecimiento; datos que indican las fases de latencia en condiciones experimentales.
Sin embargo, para afinar ain mas la estimacién del nimero de células por pocillo y asi calcular la
fase de latencia de células individuales, se planteé dos estrategias: 1) que todas las muestras con
crecimiento contenian una célula; 2) que un cierto nimero de muestras contendran uno, dos o mas
células. Asi, si hay dos o n células viables, la fase de latencia de la poblacion sera paulatinamente mas
corta y, es de esperar, menos variable. Los datos analizados concluyeron que la variabilidad de los
microorganismos en estudio, aumentan cuando el substrato de crecimiento del microorganismo es
mas complejo y cuando la temperatura de crecimiento se aleja de la 6ptima. Desde el punto de vista
de la variabilidad de la fase de latencia, la acidificacion es la mas variable, en cambio la irradiacion
es una excelente alternativa a los tratamientos térmicos porque, tanto para la inactivacién como
para la fase de latencia de los microorganismos supervivientes irradiados los resultados son mas
homogéneos y menos variables.

Palabras clave: Variabilidad. Tratamientos subletales. Fase de latencia. Células individuales
Distribucion de Poisson.

ABSTRACT

This research work studied the variability of the lag phase in individual Salmonella enterica serovar
Enteritidis and Listeria innocua cells after receiving inactivating acidification, irradiation and heat
treatments. Once the protocol of experimental trials has been established; Bioscreen previously
determined: the number of bacteria that generate a turbidity of 0,20 optical density, the detection time
and the specific maximum growth rate; data indicating the lag phases in experimental conditions.
However, to further refine the estimation of cells number per well and then calculate the lag phase
of individual cells. Two strategies were proposed: 1) that all the growing samples contained a cell; 2)
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than a certain number of samples will contain one, two or more cells. So, if there are two, three or n
viable cells, the lag phase of the population will be gradually shorter and, hopefully, less variable. The
analyzed data concluded that the variability of the microorganisms under study increases when the
growth substrate of the microorganism is more complex and when the growth temperature moves
away from the optimum. From the lag phase point of view acidification is the most variable, instead
irradiation is an excellent alternative to thermal treatment because, both for inactivation and for
the lag phase of irradiated surviving microorganisms the results are more homogeneous and less
variable.

Keywords: Variability. Sublethal treatments. Lag phase. Poisson distribution. Individual cells.

INTRODUCCION

Vivimos en un mundo en el que los avances tecnolégicos y cientificos nos llevan a una espiral
evolutiva, cambiante, sin precedentes, no siendo los microorganismos y su interaccion con nuestros
alimentos y nuestra salud ajenos a ellos. El pequefio tamafio de los microorganismos, su velocidad
de crecimiento, plasticidad fenotipica y variabilidad genética hacen que tengan una gran capacidad
de adaptacion y por tanto, pueden beneficiarse de tales cambios (1). Es asi, que cualquier proceso
que asegure la inactivacion de bacterias patégenas, esporas y/o reducir la flora natural en productos
vegetales y animales, son esenciales en la industria alimentaria.

Actualmente, se dispone de variados procesos conservantes de alimentos para reducir al minimo
la probabilidad de supervivencia de los microorganismos patdgenos y alterantes. El método
mas utilizado que logra tal inactivacién microbiana contintia siendo el proceso térmico (2). Sin
embargo, uno de los objetivos de la industria alimentaria, ha sido precisamente encontrar procesos
alternativos y tecnologias de conservacion que sean ambientalmente amigables, de bajo costo y
capaces de preservar los atributos de calidad del alimento (3). Los mayores avances en este campo
se han conseguido en el desarrollo de métodos fisicoquimicos, que afectan la viabilidad de los
microorganismos, sin un incremento sustancial de la temperatura del alimento. Estos métodos
denominados “no térmicos” no afectan, o lo hacen minimamente a las caracteristicas nutritivas y
sensoriales de los alimentos (2), logrando alcanzar los objetivos de inocuidad alimentaria (FSO, Food
Safety Objetive) establecida para un proceso definido.

Entre las tecnologias de naturaleza no térmica destacan las altas presiones hidrostaticas (APH),
ultrasonidos bajo presion (MS), radiaciones UV-C, irradiacién, manotermosonificacion (MTS),
acidos organicos con capacidad antimicrobiana, asi como pulsos de campos eléctricos de alto
voltaje (PEAV), campos eléctricos pulsantes (CEP), cavitacion hidrodindamica, plasma frio, campos
magnéticos oscilantesy luzblanca de alta intensidad (4). Estos métodos no-térmicos no sélo alcanzan
la FSO establecida, sino que ademas alargan la fase de latencia de los posibles microorganismos
sobrevivientes; ya que tardan mucho mas en reparar los dafos estructurales que sufren por estos
métodos (5).

Asimismo, larespuesta delos microorganismos frente a cualquier tratamiento conservante esvariable
(5). Si analizamos los riesgos que implica esta variabilidad en la inocuidad alimentaria, diriamos que
las consecuencias son graves e inaceptables si, por ejemplo, un patégeno sobrevive en el alimento
después de un tratamiento. Dicha supervivencia, puede ser una fuente significativa de variabilidad
microbiana.
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Por otra parte, en los ultimos aflos muchos autores han confirmado la importancia de incluir dentro
del modelado de inactivacién los parametros de variabilidad e incertidumbre (6) (7) (8) (9). Los
modelos cinéticos y probabilisticos aqui estudiados contemplan estos dos parametros, en los cuales
la respuesta microbiana es considerada como una distribucion de valores. Dentro de este mismo
contexto, en el afo 2011, Aguirre, estudié el efecto de la irradiacion en la fase de latencia de células
individualizadas y posteriormente contrasto esos resultados con la respuesta frente a tratamientos
térmicos. Siendo el efecto de la irradiacion la mas perjudicial para la supervivencia de las bacterias
tratadas (10). Sin embargo, se sabe muy poco del efecto de la acidificacion en la variabilidad de la fase
de latencia de células individualizadas (9). Por tanto, entender mejor la eficacia de estos procesos de
conservacion de los productos alimenticios, quizas permitan mejorar la precision de los modelos
predictivos, especialmente en lo que respecta a la fase de latencia.

Al respecto indicar, que aun no hay tratamiento que inactive a todas las bacterias presentes en un
alimento y a su vez conserve su calidad organoléptica y nutritiva, el objetivo global del presente
trabajo, es el estudio de lavariabilidad de la fase de latencia de Salmonella enterica serovar Enteritidis
y Listeria innocua supervivientes a tratamientos subletales de acidificantes, irradiacion y calor.

MATERIALES Y METODOS

Revitalizacion y preparacion del indculo bacteriano

Las cepas de Listeria innocua (ATCC 33090) y Salmonella enterica serovar enteritidis (ATCC 13076), se
mantuvieron en congelacion a-20°C en caldo tripticaseina soja (TSB; Pronadisa, Espafia) con un 10%
de glicerol (Panreac Chemistry S.A., Espafa). Se revitalizaron 40 pl de la cepa en estudio, mediante
un pase a tubos con 9 ml de TSB estéril se resembré dos veces consecutivas a 37°C durante 24 h. Tras
este pase, se sembrd 1 ml en tubos de centrifuga estériles con 20 ml de TSB, incubandose por 24
horas a las condiciones antes mencionadas para concluir con la revitalizacion. El cultivo de 24 h fue
dejadoy los tubos fueron colocados en una centrifuga refrigerada Sorvall RC-5B a 14000 rpm a 5 + 1°C
para el tratamiento acidificante, 8000 rpm a 5 + 1°C tratamiento térmico, ambos durante 9 minutos
y 12000 rpm 4 £ 1°C por 15 min para los tratamientos de irradiacion. Para homogenizar las células
sedimentadas se re-suspendieron en 10 ml de solucion salina estéril (0,80% NacCl). Esta operacion
se repitié dos vez para arrastrar mas células. Finalmente el volumen de suspension celular se llevd
hasta 50 ml con solucién salina estéril; la concentracion inicial aproximada de cada microorganismo
en dicho volumen fue de 108 a 109 ufc/ml, utilizada en las diferentes experiencias. Este protocolo se
siguio estrictamente en todos los ensayos experimentales de inactivacion a tratamientos térmicos,
irradiacion y acidificacion.

Condiciones experimentales de tratamiento subletal

Los valores de inactivacién fueron estimados experimentalmente para acidificacion (11) irradiacion
(10) y calor (9), para los cuales se aplicaron valores de reduccién logaritmica (D-value) de 0, 1, 2, 3, 4
ciclos logaritmicos en las cepas antes mencionadas, con el fin de obtenerinoculos finales entre 0,1-10
células/ml, de esa manera se obtuvieron los datos de inactivacion subletal a la que se sometieron las
bacterias en estudio (datos no mostrados).
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Curva de calibracion de la fase de latencia en Bioscreen

Para determinar la fase de latencia en el equipo de Bioscreen (C equipment, Labsystems, Helsinky,
Finlandia) fue imprescindible determinar la cantidad de bacterias (Nd) que generan una turbidez
arbitrariamente elegida (0,20) de densidad 6ptica (DO), eltiempo de deteccion (Td) y la tasa especifica
maxima de crecimiento (umax) de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Lag=T, —[L" ()L (N“}] (1)

.li"tmll.

Para determinar la turbidez de una determinada tasa microbiana Ln (Nd) se hicieron curvas de
calibracion diluyendo un cultivo con crecimiento microbiano en TSB estéril (desde 101 hasta 106
ufc/ml). Para los tratamientos de acidificacion y calor se utilizé TSBy para la irradiacion se aplico en
placas de agar soja tripticaseina (TSA, Pronadisa, Espafia) previamente esterilizado por irradiacién,
en la planta de irradiacion IONISOS S.A. (Tarancon, Espaiia).

Las muestras se mantuvieron en refrigeracion durante el transporte hasta el laboratorio.
Posteriormente se sembraron 300 pl de las distintas concentraciones celulares diluidas en 15 pocillos
de Bioscreen (12). Siendo este método por el que se obtuvo las curvas de calibracion; que expresan
la relacion existente entre las medidas DO con una concentracion microbiana la cual se ajusta a una
ecuacion lineal. Las absorbancias seleccionadas estaban comprendidas en los intervalos 0,20 de
absorbancia en la banda 420 - 580 nm de longitud de onda. Los datos de las curvas de calibracion,
estaban expresados en medidas de absorbancia que fueron transformadas a recuentos celulares (ufc/
ml). Obteniéndose, al menos, 4 o0 8 puntos, representados graficamente. La recta de dicha grafica es
la recta de regresién (ajustada por el método de los cuadrados minimos) que permite estimar los
tiempos de incubacion que se espera para cada absorbancia. Sustituyendo la variable “y” por 0,20
y despejando “x” en la ecuacion de la recta se obtienen los valores Td. La Fig. 1 es un ejemplo de la
representacion grafica de la ecuacion al que hacemos referencia.

Figura N°1. Ejemplo de ecuacion de la recta
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Fuente: Elaboracion propia. 2019.
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La Figura 1 es un ejemplo de la estimacion del tiempo de deteccién (Td) de S. Enteritidis en TSB a 20
°C. Lasregresiones lineales muestran el tiempo versus diferentes in6culos. Esto permite estimar Td en
una basorbancia arbitraria de 0,20 (la cual es una concentracion de 107 ufc/ml, datos no mostrados).

Por otra parte, la tasa maxima de crecimiento (umax) se calculé a partir de mediciones DO obtenidos
en el Bioscreen (13); que implica sembrar diferentes concentraciones microbianas en un nimero
representativo de pocillos (al menos 20) de esa manera se calculé los tiempos que tardan tales
diluciones en llegar al tiempo de deteccion (Td). Seguidamente, los datos son representados
graficamente, la recta de regresion de tales puntos y el inverso del valor absoluto de la pendiente de
la recta resultante es igual a la tasa especifica de maximo crecimiento tal como observa a manera de
ejemplo en la Figura 2.

Figura N° 2. Recta de regresion
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Fuente: Elaboracion propia. 2019.

En la Figura 2 se observan las diluciones seriadas y el tiempo de deteccién de cada in6culo para
alcanzar una OD= 0,20 en el equipo de Bioscreen para estimar la tasa maxima de crecimiento de S.
Enteritidis en TSB a 20 °C.

Asi mismo, para calcular la tasa maxima de crecimiento en alimentos irradiados se aplico el siguiente
método; inicialmente las muestras lonchadas de jamén cocido (El Pozo Alimentacion S.A., Murcia,
Espafia) de 1 mm de espesory aproximadamente 4 cm de didmetro son irradiadas (6 kGy). Todas las
muestras se mantuvieron en condiciones de refrigeracion mientras eran transportados a la planta
de irradiacion. Posteriormente, en condiciones de esterilidad fueron inoculados por inmersién en
suspensiones bacterianas con aproximadamente 102 a 109 ufc/loncha distribuidas en varias bolsas
de Stomacher estéril y sellado por calor, cada una de las diluciones fueron irradiadas con dosis de 0 a
3.5kGy (30 bolsas/dosis) e incubados a 7°C. Para determinar el nimero de supervivientes se tomaron
5 muestras al azar y se afiadian 5 ml de solucion salina estéril y homogeneizadas en Stomacher
(Seward Laboratory, London, UK) (10). Los recuentos de las alicuotas sembradas en placas de TSA
indicaron el numero de células supervivientes, proceso repetido durante bastantes dias hasta que
el cultivo llegara a la fase estacionaria. Entonces, el logaritmo natural del numero de células versus
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sus correspondientes tiempos de muestreo durante la fase exponencial fueron representados
graficamente usando Graphing Assistant Add-In Microsoft Excel y a partir de la pendiente de la recta
de la curva de sobrevivencia (p =1/ pendiente) se calculé la tasa de pmax del determinado alimento.

La variabilidad del estado fisioldgico de las células (en los pocillos) estimadas experimentalmente a
través del Nd, Td y umax son funciones de la fase de latencia en células individuales a determinadas
condiciones, y de acuerdo con la ecuacion (1), puede transformarse facilmente en fases de latencia
(tal como se explica en el siguiente apartado).

Fase de latencia en células individuales

De acuerdo con la linea deinvestigacion de este trabajo, la fase de latencia de célulasindividualizadas
es definida como el tiempo transcurrido desde que se inicia la incubacion hasta que la célula se
divide (14). El método aqui utilizado para calcular la fase de latencia fue a partir de las curvas de
crecimiento descrito en el apartado 2,3, tal como fue descrito por varios autores (14) (15). Para esto,
tras revitalizar los microorganismos como se describe en el apartado 2,1, se realizaron diluciones
decimales en solucién salina hasta lograr una concentracion aproximada 104 ufc/ml. 10 ml de la
concentracion 104 ufc/ml se diluye en 90 ml de TSB estéril manteniéndose los tiempos suficientes
para lograr inactivaciones a tratamientos acidificantes, térmicos (entre 0 y 4 ciclos logaritmicos) y
de irradiacion (0 a 3,5 kGy). Para los controles, se sigue el mismo protocolo, excepto que no se aplica
tratamiento microbicida alguno (datos mostrados en la Tabla 1). Pasados los tiempos de inactivacion
las bacterias supervivientes de S. Enteridis y L. Innocua son diluidas consecutivamente en TSB
estéril hasta lograr 1 célula en 300 pl, cantidad que se transfieren correctamente homogeneizados
en condiciones de esterilidad a 100 pocillos de la primera microplaca del Bioscreen. En los pocillos
de la segunda microplaca se depositaron 300 pl de una dilucién decimal de la muestra empleada
para la primera microplacay asi tener la garantia de que en una de las placas hubiera un porcentaje
significativo de pocillos sin células y otro contuviera sélo 1 célula. Se midi6 el tiempo necesario
para que la multiplicacién de una Unica célula genere una poblacion, cuya turbidez alcanzaba a
0,20 unidades de absorbancia a una longitud de onda de 420 - 580 nm. La distribucion de los Td, se
ajustod a la funcién de la densidad de probabilidad (f(x)) de una distribucién gamma (15). Siendo la
distribucion gamma la que mejor se ajusté a la mayoria de los datos.

Los datos obtenidos a diferentes tratamientos inactivantes eran registrados en hojas de calculo
Excel y la representacion grafica indicaba la distribucion de tiempos de deteccidn, que era la
funcion de la fase de latencia (Lag) de las células individualizadas segun la ecuacion (1). Donde Td,
es aproximadamente 107-8 ufc/ml a 420 - 580 nm de longitud de onda, Ln (Nd) es el nimero de
bacterias que generan turbidez, Ln (NO) es el nUmero inicial del inéculo bacteriano y pmax obtenido
en condiciones experimentales. Sin embargo, para afinar aun mas la estimacion del numero de
células en cada pocillo y calcular con precision la fase de latencia de células individuales, se planted
las siguientes dos estrategias: 1) estrategia que asume que todas las muestras con crecimiento
contenian una célula (1C), tal como lo indicaron Francois et al. (2005) (12), Aguirre et al. (2006) (16); 2)
estrategia basada en la distribucién de frecuencias de la funcién de Poisson (P), en la cual un cierto
ndimero de muestras contenia uno, dos, tres, 0 mas células, en funcion del porcentaje de muestras
que presenten crecimiento. Por ejemplo, si hay dos, tres o n células viables, la fase de latencia de la
poblacion sera paulatinamente mas corta y, es de esperar, menos variable método propuesto por
Aguirre et al. (2012) (16). Los datos obtenidos de esta etapa se muestran mas adelante en las Figuras
6yT.
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Analisis de datos

La prueba chi-cuadrada fue aplicada para encontrar el mejor ajuste de los datos experimentales,
siendo gamma la distribucién que mejor se ajusta y describe matematicamente la variabilidad
bioldgica de la fase de latencia (véase Figuras 6 y 7); calculo realizado en Microsoft Excel (15) (16).

Lasvarianzasen lasdistribuciones delafase delatenciafueron comparadasconeltestde permutacion
de acuerdo Aguirre et al. (15 y 16), prueba robusta que compara distribuciones no normales para
ello se utiliz6 el software R 2.7.2 (2008). El valor p corregido de Holm-Bonferroni fue aplicado para
determinar la significancia delvalor (p) de las varianzas en las distribuciones de cada microorganismo
y sustrato (17).

RESULTADOS

La Tabla 1 resume los recuentos de las bacterias L. innocua y S. Enteritidis sometidas a tratamientos
decalor(9),irradiacién (10) y acidificacion (11). Dichos tratamientos inactivantes redujeron el elevado
porcentaje de poblacion microbiana, haciendo que estos mueran, otros sufren dafios y, necesiten de
un tiempo para repararse y poder volver a multiplicarse o simplemente permanezcan viable mas no
cultivable (10) (11).

Tabla N° 1. Bacterias supervivientes en diferentes sustratos después de aplicar tratamientos
acidificantes, calor e irradiacion

Bacterias Condiciones de  Inactivacién %" Total  Inactivaciém  Tiempo de  Inactivaciin Promedio de Sae Min® Max® CV (%)
crecimiento microbiana de esperada tratamiento  lograda (log  supervivientes
[pH™C) muesiras {min} ufc/ml} {log ulc’ ml)
L. innocua Feplona pH 3,48 24 o 0.0 0,0 Tl 15 74 LA 1.9
Scido acktico 15 2 36,1 2.6 51 0,39 43 59 .7
T3 3 54,2 14 4.4 0,44 15 5.2 10,2
75 4 T2 4.0 37 0,50 1.5 4.9 16,2
Calde de polla/ pH 3,13 15 0 LIK] 0.0 8,5 0,04 E4 B.6 0.5
acwdo acético T5 2 16,1 1.9 6.5 0,10 L] 6,7 1.6
75 3 242 2.8 37 0,26 5,2 62 4.6
T3 4 322 iB 4.7 0,29 4.1 53 6,2
Leche 54°C 10 0 0,0 = 7.95 0,03 7.9 7.98 0,37
chilera TE 2 28,0 = 582 0,13 548 6,00 223
7 k] 42,0 - 4,77 0,23 380 4,99 4,82
75 4 56,00 - 194 41 3,39 4.9 10,30
Jarvin cocido . 10 0 : 00 8,32 0065 822 B4l 0,8
99 2 2,11 6,21 0,221 5,61 6,61 EX
100 4 397 435 0282 370 516 6,5
94 6 5,88 244 0,579 1,70 348 237
5 Enteritidis Peptona/ pH 3,80 1 0 0.0 00 72 0,13 740 75 1.5
dcido actico 15 2 &0 13 39 023 54 6.3 9
75 3 o1 2.7 4.5 0,54 35 52 75
15 i 120,01 34 iR 037 31 45 @7
Caldo de pollo/ pH 340 18 0 00 00 T.5 017 7.1 7.8 23
aculo acslico 75 F 7,1 22 53 0,29 4.7 59 e
15 i 105,2 E] 40 042 3.1 4.8 16
75 i 1402 46 29 048 2.0 5 16,6
Leche Li e Q o 0.0 - 113 0,07 7,05 T.25 0,98
cnlera Ti 4 6.6 - 448 0,09 4,040 4,56 2,00
T4 3 R - 340 030 254 397 ER2
T4 4 12,0 = 249 0.3l 1,54 2.97 12,45
Jamdin cocido = {1] 0 = 0,00 B.71 0,076 H,63 B89 09
TPlesicin cdivdy
Mt Conaac ; e il

W{'mmhn%m:lnnlm{i‘gﬂhrdﬁ
O Cloficionie de varmosn (3o 0 Sfmoda)

Fuente: Elaboracion propia. 2019.
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Las bacterias supervivientes a los tratamientos inactivantes de 0 a 4 ciclos logaritmicos mostradas en
la Tabla 1, fueron diluidas para obtener células individualizadas para su inoculacion en microplacas
de Bioscreen. Las dos temperaturas del Bioscreen fueron 20°C para acidificacion y 16°C calor e
irradiacion durante el tiempo necesario para que sobrepase el valor de absorbancia 0.20 unidades,
los resultados obtenido son valores experimentales de Td, Ln (Nd) y pmax que son constantes. Ln
(NO) se determiné con la distribucion de Poisson (P). Estos valores son reemplazados en la ecuacion
(1), facilitando asi el calculo matematico de la fase de latencia de células individualizadas.

La Tabla 2 muestra los valores de la tasa pmax de células supervivientes a calor y acidificacion
obtenidas experimentalmente. Los tasas de pmax muestran la rapidez con la que se duplica la
micropoblacion superviviente, asi por ejemplo las tasas de pymax a tratamientos acidificantes
(mayores a 0.461) indican que las células se dividen mas rapidamente comparado a tratamientos
térmicos (menores a 0,312).

Tabla N° 2. Tasa especifica de maximo crecimiento, calculados experimentalmente en TSB para
estimar las fases de latencia que se muestran en la Tabla N° 4.

Sustrato Tratamientos
Bacterias ¥ oy (H7Y) R? SE
temperatura (*C)
Listeria infocia T8B, 20"C Acidificacion 0,461 0,99 0,028
TSE, 16°C Temperatura 0,312 0.99 0.051
Salmonella Enteritidis TSB, 20°C Acidificacion 0,532 0.98 0,029
TSB, 16°C Temperatura 0,252 0,59 0.078

Foee: Tasa especifica de maximo crecimiento
R* Coeficiente de determinacion
SE: Error estandar de g ..

Fuente: Elaboracion propia. 2019.

Lavariabilidad de las fases de latencia se muestra en la Tabla 3, los resultados evidencian que las fases
de latencia de las células de L. Innocua y S. Enteritidis supervivientes a tratamientos estresantes, se
caracterizan por ser mas largas y mas variables ya que los valores de Sd son mas elevados que las
del control (0 reducciones logaritmicas). Ademas, cuanto mas intenso es el tratamiento, la media
de la fase de latencia es mayor. Dicha Tabla también muestra los coeficientes de variacion (CV), una
media porcentual que considera la Sd y la media de la distribucién (100*Sd/media), en todos los
casos las Sd aumenta proporcionalmente a la intensidad del tratamiento aplicado. No obstante,
se aprecian ciertas diferencias entre datos, caracterizando al tratamiento acidificante de mucho
mas variable comparado con los otros dos tratamientos. Al respecto, la variabilidad de las fases de
latencia depende del tratamiento inactivante aplicado, de la temperatura de incubacioén o tiempo de
almacenamiento.
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Tabla N° 3. Fases de latencia de células individuales de L. Innocua y S. Enteritidis en diferentes
sustratos, después de recibir tratamientos subletales.

N® esperado
Bacterias Tratamicntos N total de No. de E:r Condiciones No Estimaciin asumicndo 1 Estimacion asumiendo la
muestras muestras  reducciones de promedio de célula por muestra Distribuciin de Poisson
con Log crecimients  células por
criecimiento muestra®
Mdia Sd(h) CV Medis Sd (hy CV (%)
Tase lag (%a) Tase lag
{h) {h)
Acidificacion 100 54 00 TsB, 20°C 08 188 4.6 244 20,0 4,0 20,0
100 62 1.8 1.0 40,2 &1 20,1 41,6 6.5 15,6
10 23] 32 1,1 454 0.6 21,1 47.0 g1 17,2
L inrocua 100 48 39 0,7 92,0 259 28,1 3.0 4.9 26,8
Temperatura 100 54 0.0 TsB, 16°C 0.8 250 4.7 188 25,8 38 148
100 54 20 08 52,7 12,6 239 53,5 17T 21,8
100 67 30 1.1 70,5 16,5 214 T4 15,3 214
100 65 4.0 1.0 1239 213 17,2 125.1 20,0 16,0
Irradiacion 100 54 0.0 TSH8, 16°C (LB 24,53 4.2 17,2 254 33 129
100 EL Il 05 46,44 13,7 9.5 46,9 13,3 284
100 R0 22 1.6 6,96 15,5 272 58,7 14,6 ME
100 59 413 0.9 130,7 22,2 17,0 1317 214 16,2
& Acidificacion 100 o 0.0 TSB, 20°C 1.0 115 54 45,8 134 4.1 306
Enteritidis

100 56 32 0.8 26,8 149 55,6 28.0 13,5 48,2
100 62 2.1 1.0 374 18,7 50,0 38,6 17,3 4.8
100 6l 4.6 0.9 496 12,2 44 8 50,8 20,8 409

Temperatura 100 4% 0.0 T5B, 16°C 0,7 36,1 i9 10,8 370 3l 84
104 44 1.0 06 594 10,0 16,8 6,2 a4 156
100 73 20 1,3 819 152 14,8 83,6 10,6 12,7
100 a7 30 05 1016 174 174 102,2 16,7 16,3

Irradiacidn 100 449 0o TsB, 16°C 7 345 i9 1.3 354 3l B

100 1] 2.4 0,7 B9.K 6,1 6,7 90,7 5.2 57

100 FE] 4.8 14 150,1 89 59 152.0 7 50

100 52 56 07 187,33 134 1.2 1884 12,4 6.6

* Caloulo a partir de ka labla de distnibucidn de Poisson,
50 Desviacién estindar,
CV: Cocflicientc de vasiacidn %6 (100 Sa'media,

Fuente: Elaboracién propia. 2019

Asi, por ejemplo, las fase de latencia mas cortas corresponden a los tratamientos acidificantes,
en cambio fases de latencia significativamente mas largas corresponden a irradiacion seguida del
tratamiento térmico. A este respecto, podria atribuirse que dicha variabilidad esta asociada al tipo
de tratamiento aplicado que causan diferentes tipos de lesiones a la estructura celular de la bacteria.
En la acidificacidon, el mecanismo de accion actta contra dianas metabdlicas especificas que dafian
la membrana plasmatica (18) y debido a que el metabolismo es una red entrelazada, a menudo es
dificil determinar con exactitud el grado de inactivacion del microorganismos (3). Sin embargo, la
bacteria vera reducida su actividad fisiolégica “normal” y, dejara de multiplicarse o, al menos vera
cdmo se prolonga su fase de latencia (15).

Por otra parte, se ha sugerido que la desnaturalizacién de las proteinas que causa el tratamiento
por temperatura o calor es el mecanismo que causa la muerte de las bacterias o al menos esta
estrechamente asociada con este fendmeno (10). En el caso de los microorganismos irradiados,
se produce una degradacion quimica del ADN y del ARN que desestabiliza la sintesis proteica que
también puede afectar la membrana celular y como resultado global, los microorganismos mueren
o, al menos sufren dafios que podran repararse o no, ya que la reparacién del ADN es mas dificil,
desde luego la fase de latencia se extenderd mas en el tiempo (10). Estos resultados contribuyen a
corroborar la hipétesis de que cualquier método conservante que afecte el ADN extenderia ain mas
la fase de latencia (16).
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También se observo que a medida que el tratamiento se hace mas estresante la variabilidad de la fase
de latencia aumenta. Por lo tanto, tratamientos intensos llevan a fases de latencia mas largos y mas
variables. El sustrato también influye en la variabilidad de la fase de latencia. Como era de esperar, la
variabilidad fue mayor en sustratos ricos en nutrientes que en TSB. Por otra parte, la efectividad de
laintensidad de tratamiento aplicado se vera reflejada en el nimero medio de células supervivientes
que iniciaran la fase de latencia.

Considerando todos estos factores puede entenderse que la fase de latencia sea peculiar para
cada microorganismo y condicion por la que haya pasado y en la que se encuentre, lo que dificulta
considerablemente su prediccion y la comparacion entre los hallazgos de diferentes autores como
Koutsomanis y Sofos (2004) (19) y Aguirre et al. (15) (16) (17). Asimismo, el analisis de la variabilidad
de lafase de latencia puede también realizarse en funcién de la desviacion estandar (Sd) que no se ve
afectada por los valores absolutos de los datos, tal como se ven en los histogramas de la Figura 3. Esta
figura muestra que la Sd va incrementandose conforme aumenta la intensidad del tratamiento, que
causa lainactivacion sub-letal o dafo (reparable o irreparable) de las células y que pueden calificarse
como similares a los publicados por otros autores como Koutsomanis y Sofos (2003), Aguirre et al.
(2013ay 2015) y Métris et al. (2008) (15) (16) (13). Por otra parte, las desviaciones estandar permite
observar que al asignar diferentes indculos a cada muestra (distribucién de Poisson), la variabilidad
es siempre menor (comparada con la Sd calculada asumiendo que hay 1 sola célula) porque al
asignar a las muestras tiempos de deteccion mas cortos, los indculos mas elevados, al ser mayor
a 1, el logaritmo es mayor a cero, con lo que la fase de latencia aumenta y se acerca a la media
disminuyendo de esta manera la variabilidad de la fase de latencia (16).

Figura N° 3. Desviacion estandar en células individuales de |la fase de latencia de L. innocua 'y S.

Enteritidis en TSB
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Fuente: Elaboracion propia. 2019.
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La Figura 3 muestra la desviacidén estandar en células individuales de la fase de latencia de L.
Innocua y S. Enteritidis en TSB a 16 °C (tratamientos de calor e irradiacién) a 20 °C (tratamientos
acidificacion). Las Figuras Ay B fueron estimadas asumiendo 1 célula; mientras que C y D fueron
estimadas asumiendo una distribucién de Poisson de 1 célula/pocillo.

Dentro de este mismo contexto, las Figuras 4 y 5 resume muy bien los promedios de las fases de
latencia tras aplicar tratamientos subletales.

Figura N° 4. Comparacion del promedio de las fases de latencia en células individuales de L.
Innocua
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Fuente: Elaboracion propia. 2019.

La Figura 4 muestra la comparacion del promedio de las fases de latencia en células individuales
de L. Innocua sobrevivientes a diferentes reducciones logaritmicas a tratamientos de acidificacion
(diamante), calor (cuadrado) e irradiacion (circulo). Calculo realizado siguiendo la alternativa de 1
célula por muestra (A) o distribucién de Poisson (B). Datos mostrados en Tabla 4.
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Figura N° 5. Comparacion del promedio de las fases de latencia en células individuales de S.

Enteritidis
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Fuente: Elaboracion propia. 2019.

La Figura 5 muestra la comparacion del promedio de las fases de latencia en células individuales de
S. Enteritidis sobrevivientes a diferentes reducciones logaritmicas a tratamientos de acidificacion
(diamante), calor (cuadrado) e irradiacion (circulo). Calculo realizado siguiendo la alternativa de 1
célula por muestra (A) o distribucién de Poisson (B). Datos mostrados en Tabla 4.

La temperatura de incubacion también es crucial para la fase de latencia y se encuentra entre los
factores mas criticos (16). Temperaturas elevadas aceleran la velocidad de crecimiento, porque la
velocidad de una reaccion metaboélica es catalizada por enzimas, como cualquier reaccion quimica,
duplicandose la velocidad de crecimiento por cada incremento de 10°C. El crecimiento en ambientes
frios en cambio, es necesario la adaptacion homeoviscosa que permitira a las células mantener la
fluidez de su membrana. A temperaturas bajas, la célula bacteriana sintetiza cantidades crecientes
de acidos grasos mono-insaturados y di-insaturados para que sus lipidos tengan una fluidez
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compatible con un metabolismo activo que retarda la velocidad de crecimiento o, lo que es similar
da lugar a un crecimiento lento (10) (11). No cabe duda de que variaciones en la temperatura de
crecimiento también afectan a la media de la fase de latencia tal como observamos a 20°C con fases
de latencias que estan entre 18,8 a 93,0 horas y Sd 4,0 a 24,9 horas. A 16°C las medias de las fases
de latencia corresponde de 25,4 a 131,7 horas y Sd de 3,1 a 22,2 horas (véase Tabla 4). Estos valores
nos permiten entrever que una poblacion surgida en teoria de una unica célula, la misma genética,
tenga respuestas variables ante un determinado tratamiento y temperatura de crecimiento, porque
habra algunas células supervivientes que necesiten mucho mas tiempo para repararse y quedar en
disposicion de multiplicarse o por el contrario células menos dafadas (resistentes) que se dividan
mas velozmente.

DISCUSION

Las dos alternativas utilizadas en este estudio para la estimacién de la fase de latencia asumiendo
que se tiene 1 célula/pocillo o por el contrario asumiendo que sigue una distribucion de Poisson
también producen diferencias en los valores calculados. Analizando, la premisa de una célula por
pocillo (1C), las fases de latencia son mas cortas, mientras que las predicciones estimadas con la
distribucion de Poisson (P) siempre son largas que las primeras tal como puede comprobarse en
la Tabla 4. Entonces ;Qué datos deben ser mas fiables? El analisis de todos los datos recabados,
indican que los menos fiables seran los de “1 célula” (1C) porque obviamente, en algunos pocillos
con crecimiento habra una sola célula, pero los datos de los pocillos donde se tenga mas de una,
siempre seran algo erroneos y, evidentemente, cuantos mas pocillos con crecimiento se tengan en
un experimento, mayor sera el error que se cometa porque mas muestras contendran dos, tres, etc.
células viables. A priori, parece que la asignacion de mayores in6culos predicho por Poisson (P) a las
muestras mas rapidas en alcanzar el nivel de deteccidn es realista y deberia ser el mas cercano a la
precision. Pero, no puede garantizarse que la existencia de dos o mas células en un pocillo indique
que comiencen a crecer antes. Por una parte, cabe la posibilidad que una exista una célula mas rapida
en iniciar el desarrollo y este aislada en una muestra, sin compafieras o también es probable que
las muestras con mayor numero de células iniciales contengan las células mas rapidas en iniciar su
duplicacién. El hecho, que la fase de latencia sea mas corta conforme aumenta el tamafno del inéculo
ha sido corroborado por otros investigadores como Aguirre et al. (2012) (16) e incluso fue modelado
por Métris et al. (2003) (20).

Al respecto, sefialar que cabe la posibilidad de que el efecto del tamafio del inéculo no sélo se debe
a un efecto numérico, probabilistico, también a algo biolégico. Como por ejemplo la “edad” de las
estructuras celulares, tal como lo apuntaron Stewart et al. (2005). Este grupo de investigadores
observé que después de la division simétrica, las células hijas heredaban el extremo celular de la
célulamadre o poloyseformabaunnuevo polo. Después de varias divisiones, las células con los polos
“viejos” iniciales crecian mas despacio que aquellas células recientemente formadas con nuevos
componentes. Otra explicacién podria ser algun tipo de quorum sensing (QS), es decir, comunicacién
intercelular dentro de una poblacion. Mecanismo controlado por una expresién génica en funcion
de la densidad celular, que puede darse entre la misma especie (intraespecies), entre diferentes
especies (interespecies) y entre bacterias y organismos superiores (inter-kingdom) (15).

Al respecto, el método matematico que permite una aproximacion probabilistica de la variabilidad
bioldgica de la fase de latencia es la distribucion gamma (16) aceptada por muchos y competentes
autores como la que mejor se ajusta a la realidad de las fases de latencia (10 y 15). Esta distribucién
se caracteriza por dos parametros forma y la varianza.
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Las Figuras 6 y 7 muestran las distribuciones gamma obtenidas a partir de las dos alternativas (1C
y/o P) mostradas en la Tabla 4, la observacion de cualquier de ellas permite entender que las fases de
latencia de las bacterias no estresadas son bastante afiladas en los tres tratamientos, y a medida que
sevan haciendomas largasy lasdistribuciones mas anchas conforme el estrés se hace masintenso (en
todos los casos). La distribucién gamma de las fases de latencia asumiendo la alternativa de 1célula/
celda con crecimiento muestran que las bacterias del lote control (0D) a tratamientos acidificantes,
caloreirradiacion no presentan diferencias significativas, similares resultados se observaron a 2D, 3D
y 4D. Igual comportamiento muestran las distribuciones gamma de las fases de latencia asumiendo
la distribucion Poisson/celda con crecimiento. Aunque no se ven diferencias remarcables a primera
vista, desde un punto de vista académicoy de precision, la distribucion de Poisson/pocillo que asume
que las muestras tienen un numero diferente de células es la mas recomendable porque muestran
tiempos de deteccion mas cortos comparado con las distribuciones gamma con las muestras que
tienen una célula/pocillo.

Figura N° 6. Distribucion de la fase de latencia en células viables de Listeria innocua en caldo
tripticaseina soja
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La Figura 6 muestra la distribucion de la fase de latencia en células viables de Listeria innocua en
caldo tripticaseina soja (TSB) asumiendo un indculo de 1 célula/pocillo o asumiendo la distribucién
de Poisson del niumero de células/pocillo en muestras con crecimiento. Las bacterias se sometieron
a diferentes tratamientos acidificantes, calor e irradiacién para lograr el nimero indicado de
reducciones logaritmicas, luego se dejaron crecer a 20 °C (en el caso de tratamiento con acido) o a 16
°C (en el caso de tratamientos de caloreirradiacién). Las variaciones de las distribuciones etiquetadas
con una "x" son significativamente diferentes (p <0,05) seglin la prueba de permutacion.

Figura N° 7. Distribucion de la fase de latencia en células viables de Salmonella Enteritidis en caldo
tripticaseina soja
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La Figura 7 muestra la distribucidn de la fase de latencia en células viables de Salmonella Enteritidis
en caldo tripticaseina soja (TSB) asumiendo un indculo de 1 célula/pocillo o asumiendo la
distribucion de Poisson del nimero de células/pocillo en muestras con crecimiento. Las bacterias se
sometieron a diferentes tratamientos acidificantes, calor e irradiacion para lograr el numero indicado
de reducciones logaritmicas, luego se dejaron crecer a 20 °C (en el caso de tratamiento con acido)
0 a 16 °C (en el caso de tratamientos de calor e irradiacién). Las variaciones de las distribuciones

etiquetadas con una "x" son significativamente diferentes (p <0,05) segun la prueba de permutacion.

Considerando que las fases de latencia presentaban un mejor ajuste con la distribucion gamma para
comparar dichas distribuciones se recurrio a la prueba de permutacion. Este test compara, desde un
punto de vista estadistico, multiples muestras “no normales” como por ejemplo fases de latencia.
Ademas este test agrega la correccion de Holm-Bonferroni (17), necesaria para las comparaciones
multiples. En la practica este test recalcula los valores-p y considera que es significativo siempre que
sea menor que un determinado valor alpha, al que convencionalmente se le asigna el valor de K =
0,05.

Continuando con la explicacion, indicar que se compararon las fases de latencia de L. Innocua, S.
Enteritidis calculado con la distribucion de Poisson (P) y calculados con la premisa de una célula
(1C) tras recibir 0, 2, 3 y 4 reducciones logaritmicas a tratamientos acidificantes, calor e irradiacién.
De estas observaciones puede decirse que para la premisa 1C no hay diferencias significativas en
los lotes control (0D) a tratamientos acidificantes, calor e irradiacion al igual que tampoco hay
diferencias significativas a 2, 3y 4D. Igual conclusion se extrae con la premisa P. Sin embargo si a este
test agregamos la correccion de Holm-Bonferroni indican que los diferentes grados de inactivaciéon
son significativamente diferentes a 0 y 4D (valor p < 0.05). En cambio a 2D y 3D no hay diferencias
significativas tal como se observa en las Figuras 6 y 7 marcadas con una x. Esa pequefia diferencia
resalta la importancia del calculo de la fase de latencia cuando de micro-poblaciones se trata. Si
la industria la utiliza conoceria la probabilidad de supervivencia de sus contaminantes al proceso
conservante que aplique (acidificante, calor, irradiacién o de otra naturaleza), la fase de latencia
de los posibles microorganismos que puedan haber sobrevivido y su tasa de crecimiento maximo,
podria fijar la fecha de caducidad o de consumo preferente de acuerdo con el riesgo que quiera
asumir (conociendo siempre la naturaleza del alimento).

Conclusiones

Cuanto mas intenso es un tratamiento conservante, menor es el numero de supervivientes, pero
aumenta la variabilidad de tal numero. Tal variabilidad es mayor en alimentos que en sistemas
modelos. Asimismo, cuanto mas intensos son los tratamientos conservantes, mas larga y variable
es la fase de latencia de los microorganismos supervivientes, dicha variabilidad aumenta cuando el
substrato donde crece el microorganismo es mas complejo y cuando la temperatura de crecimiento
se aleja de la 6ptima. El tratamiento cuya fase de latencia es la mas variable es la acidificacion, en
cambio la irradiacion es una excelente alternativa a los tratamientos térmicos porque, tanto para la
inactivacion como para la fase de latencia arroja resultados mas homogéneos y menos variables.

Asitambién, cuanto menor es el tamano de la poblacion microbiana, mas larga y variable es la fase de
latencia de la poblacién por dos motivos: 1) es mas probable que haya una célula con fase de latencia
corta que reduce la de la poblacion y; 2) debe existir un mecanismo de cooperacion intercelular que
acorta la fase de latencia de las poblaciones, incluso cuando el numero de células que la integran
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es de solo unas pocas decenas. Indicar la importancia de la aplicacion de modelos predictivos que
contemplen la variabilidad de la inactivacién y de la fase de latencia que es y sera de suma utilidad
para la estimacion de la probabilidad de que una poblacion microbiana desarrolle. Quizas sea en
los alimentos listos para el consumo y en los minimamente procesados donde puedan sacarse mas
provecho de la aplicacion de tales modelos.
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