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RESUMEN

Los huevos comerciales son vulnerables a la contaminacién por microorganismos
comensales y patégenos, que representa un desafio significativo para la seguridad alimentaria
y la salud publica mexicana. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la
temperatura de incubacion en la curva del crecimiento de 10 cepas bacterianas provenientes
de huevos comerciales del municipio de Tulancingo Hidalgo, para determinar su capacidad
adaptativa. Se determind que la mayoria de estos aislamientos tienen una clasificacion Gram
positiva y no presentaron pigmentacion, son de consistencias suaves y mocoides y con bordes
enteros. En cuanto, a las pruebas fisiologicas de crecimiento a bajas temperaturas a 4°C y
15°C, de las 10 cepas probadas solo una crecid a 4°C y seis cepas crecieron a 15°C. Proteus
mirabilis destaco por tener un crecimiento exponencial a las 6 horas de incubacion y con un
tiempo de generacion de 21 minutos a una temperatura de 4°C. Con estos datos, se puede
clasificar como una bacteria psicrofila. La facil adaptacion de crecimiento a las bajas
temperaturas de bacterias estiadadas representa un riesgo sanitario importante para los

consumidores de Tulancingo, Hgo.

Palabras clave: Huevos, Bacteria, Gram negativa, Pscrofilas, Proteus mirabilis.



SUMMARY

Commercial eggs are vulnerable to contamination by commensal and pathogenic
microorganisms, which represents a significant challenge for food safety and mexican public
health. In the present study, a morphological description of the colonies and a physiological
characterization were carried out in 10 strains isolated from the interior of commercial eggs
from Tulancingo City, Hgo. It was found that most of these isolates have a Gram-positive
classification and did not present pigmentation, are of soft and mucoid consistency and with
entire edges. Regarding the physiological tests of growth at low temperatures at 4°C and
15°C, of the 10 strains tested only one grew at 4°C and six strains grew at 15°C. The Proteus
mirabilis bacterium stands out for having a high growth at 6 hours of incubation and with a
generation time of 21 minutes at a temperature of 4°C. With these data, it can be classified
as a psychrophilic bacterium. The easy adaptation of zoonotic bacteria to low temperatures

represents a significant health risk for consumers in Tulancingo, Hgo.

Key words: Eggs, Bacteria, Gram negative, Psychrophilic, Proteus mirabilis.
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I. INTRODUCCION

El huevo para plato es un alimento que ha cobrado suma importancia en los Gltimos afios.
Segun los datos de la FAO, a nivel mundial ha tenido un aumento significativo en cuanto a
las toneladas de produccion, en 2022 la produccion mundial de este bien fue de un
aproximado de 1,652,287,528 toneladas (Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura, 2022). Siendo los principales paises productores: China,
Indonesia, India, Estados Unidos de América, Brasil, México, Federacion de Rusia, Japon y

Pakistan.

En el panorama nacional, en el 2023 y segun el Servicio de Informacién Agroalimentaria
y Pesquera (SIAP) se produjeron 3,171,783.599 toneladas de huevo para plato, donde el
principal estado productor fue Jalisco con 1,715,937.603 toneladas (SIAP, 2023). Segun los
datos de la misma estancia, el estado de Hidalgo produjo en el 2023 un total de 6,601.095
toneladas, donde el principal municipio productor fue Tulancingo de Bravo, con 1,397.220
toneladas (SIAP, 2023).

El huevo para plato es una fuente rica de nutrientes, como: proteinas, vitaminas, hierro 'y
otros minerales, pero tiene una alta actividad de agua y que lo convierte en un producto
alimenticio altamente perecedero (Li et al., 2017). Ademas, el huevo es uno de los alimentos
incluidos en la canasta basica y de la dieta mexicana, debido a su consumo anual per cépita
de 24 kg, lo que posiciona al pais como lider global en el consumo de esta proteina de origen
animal (UNA, 2023). En cuanto, a la produccion a nivel nacional segun el SIAP en el afio
2023, se produjeron 3 millones 172 mil toneladas (SIAP, 2023).

Debido a la alta produccion y demanda en el consumo de este producto, se requiere
garantizar la calidad en la cadena de produccién y suministro del huevo. Por lo que en México
existe una Norma Oficial Mexicana que estable los estandares para el recuento total de
bacterias mesofilas, de coliformes totales y para Salmonella (NOM-159-SSA1-2016).

A pesar de la existencia de la Norma Oficial Mexicana, gran parte de la poblacion
desconoce el manejo adecuado del huevo y de los métodos para su conservacion (Preciado-

Cortés Roxana, 2015). Al respecto algunos autores recomiendan realizar una limpieza y



desinfeccion con compuestos quimicos para disminuir la posible carga microbiana del
cascaron (Olse et al., 2017; Climaco et al., 2018; Melo et al., 2019).

Varios estudios describen la presencia de bacterias de los géneros: Escherichia,
Staphylococcus y Salmonella en la cascara de huevos (Sander et al., 2003). La presencia
Salmonella enterica serovar Enteritidis en el interior de los huevos intactos y Salmonella
enterica serovar Typhimurium en huevos rotos (Guard-Petter, 2001; Kang et al., 2006). Se
ha demostrado que las cepas de Salmonella enterica serovar Enteritidis y Salmonella enterica
serovar Typhimurium colonizan los tejidos del tracto reproductivo de las gallinas y de esta
forma contaminan los huevos (Gast et al., 1990; Keller et al., 1995).

La calidad del huevo puede verse afectada significativamente por la temperatura de
almacenamiento y el tiempo. Por ejemplo, el almacenamiento a temperatura ambiente y
durante periodos de 14 a 21 dias puede degradar la calidad del huevo, afectando la percepcion
del consumidor (Madrigal-Portilla, Salas-Duran, & Macaya-Quiros, 2023), ademas, la
refrigeracion de huevos previamente almacenados a temperatura ambiente podria favorecer

la penetracion de Salmonella Enteritidis a traves de la cascara (Bravo Arredondo, 2011).

Por otro lado, las bacterias patdgenas y comensales pueden contaminar los huevos
comerciales en cualquier etapa de la cadena de produccion, desde la granja hasta el
consumidor final (Marc et al., 2024), y algunas veces el huevo es almacenado en refrigeracion
(da Silva et al., 2022; Koppel et al., 2016). Esta practica puede favorecer la contaminacion y
el crecimiento de las bacterias psicotrofas (Adam et al., 2010). Las cuales son muy resistentes
y son capaces de soportar entornos extremadamente frios, que de otro modo inhibirian el

crecimiento de otros microorganismos del deterioro (Moyer y Morita, 2007).

La mayoria de las bacterias psicrofilas halladas en los alimentos son tanto Gram negativas
como Gram positivas, especies de los géneros: Aeromonas, Alcaligenes, Flavobacterium,
Pseudomonas, Serriatia, Vibrio, Bacillus, Clostridium, Listeriay Micrococcus (Garcia et al.,
1993; Lopez et al., 2006; Zheng et al., 2022; Fisayo y Onoyinka, 2023; Al-brahim et al.,
2023). En particular, se sabe que las bacterias que contaminan el huevo son: Salmonella,

Clostridium, Helicobacter y Staphylococcus (Kone et al., 2013; Neira, C., Laca et al., 2017).



Sin embargo, en la literatura ha se percibe poca atencién a la identificacion, la descripcion
de las tasas de crecimiento los tiempos de generacion de otras bacterias con caracteristicas
psicotrofas en los huevos comerciales mexicanos, para determinar su comportamiento
biolégico. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la temperatura de
incubacién en la curva del crecimiento de 10 cepas bacterianas provenientes de huevos

comerciales del municipio de Tulancingo Hidalgo, para determinar su capacidad adaptativa.



I1. Planteamiento del problema

Los huevos comerciales son vulnerables a la contaminacion por microorganismos
patdgenos y comensales; estos pueden causar dafios graves a la salud humana y afectar la
economia de los paises (Contreras-Soto, M. B., et al., 2019; Godinez-Oviedo, A., et al., 2020).
Los huevos y los productos derivados del huevo son una de las principales fuentes de varios
brotes de salmonelosis. Como ejemplo en Europa; un estudio encontr6 que, los huevos fueron
responsables de 1,040 de 1,508 los brotes de Salmonella atribuidos al consumo de huevos
comerciales (European Food Safety Authority (EFSA), & European Centre for Disease
Prevention and Control (ECDC). 2023).

Ademas, entre el afio 2017 y el 2020, se reportaron 656 casos confirmados y 202 casos
probables de infecciones por Salmonella enteritidis vinculadas a huevos en 15 paises de la
Unidn Europea (European Food Safety Authority (EFSA), & European Centre for Disease
Prevention and Control (ECDC). 2023). El panorama de la salmonelosis en los Estados
Unidos indica que, es la segunda infeccion gastrointestinal notificada con mayor frecuencia
y una causa importante de brotes de transmisién alimentaria.

En el 2022, se notificaron 65 967 casos de salmonelosis confirmados en el laboratorio, de
los cuales 81 fueron mortales, y se tiene una tasa de 15,5 casos por cada 100 000 habitantes
(European Food Safety Authority (EFSA), & European Centre for Disease Prevention and
Control (ECDC). 2023). Mientras tanto el comportamiento epidemioldgico de Salmonella sp.
en México segun el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica de la Direccion General
de Epidemioldgica (SINAVE-DGE) de la secretaria de Salud de México, el nimero alcanza
alrededor de 13,354 casos reportado de fiebre tifoidea (SINAVE-DGE-SSM. 2023). Ademas,
el 6 de agosto de 2020 se detectaron dos brotes de tifosis aviar en el municipio de Zempoala
y en Epazoyucan municipios del estado de Hidalgo. Estos brotes involucraron la afectacion
de 518 aves de traspatio que presentaban sinologia clinica caracteristica de la enfermedad y
confirmados por analisis de laboratorio (SENASICA, 2020). Ante este panorama es
imperante seguir realizando la vigilancia epidemioldgica de la Salmonella sp. en alimentos y

huevos comerciales.



En este contexto, en México existe una Norma Oficial Mexicana que estable los estandares
para el recuento total de bacterias mesdfilas aerobias (5x10* UFC/g), de coliformes totales
(< 3 numero mas probable/mL) y para Salmonella ausencia en 25 g (NOM-159-SSA1-2016).
Sin embargo, en varias tiendas de abarrotes se han encontrado un 16% de frecuencias de
Salmonella en el cascaron del huevo (Guzméan-Gomez, G., et al., 2013).

En otras investigaciones reportaron la presencia Salmonella en huevos para plato en varios
estados de la republica mexicana (Aguilar C., et al., 2018; Martinez, A. M., et al., 2005).
Aunado a lo anterior, gran parte de la poblacion desconoce el manejo adecuado del huevo
por los consumidores, y de los métodos para su conservacion (Preciado y Elton, 2015).
Algunos realizan una limpieza y una desinfeccién para disminuir la posible carga microbiana
del cascar6n y prolongar su vida atil (Olse et al., 2017; Climaco et al., 2018; Melo et al.,
2019). Otra accion que se realiza para aumentar la vida de anaquel del huevo es almacenado
en refrigeracion, sin embargo, esta practica puede favorecer la contaminacion y el
crecimiento de las bacterias psicotrofas (Adam et al., 2010; Koppel et al., 2016; da Silva et
al., 2022).

Las bacterias psicotrofas son muy resistentes y son capaces de soportar entornos
extremadamente frios, entornos que inhibirian el crecimiento de otros microorganismos
(Moyer and Morita, 2007). En particular, se reporta que los géneros bacterianos que
contaminan el huevo son: Bacillus, Salmonella, Clostridium, Helicobacter, Pseudomonas y
Staphylococcus (Kone et al., 2013; Neira, C., Laca et al., 2017). Algunos de esto géneros
bacterianos producen toxinas psicrotolerantes en el interior del huevo, y que estan
relacionadas con importantes enfermedades humanas (Baron et al., 2007; Pinchuk et al.,
2010; Wang et al., 2017). En México, a pesar de que estos patdgenos estan ampliamente
distribuidos, no existen registros de la presencia de otras bacterias de interés en la salud
publicay en la adaptacion a las bajas temperaturas.



2.1. Preguntas de investigacion

La presente propuesta tiene como pregunta central:
. ¢Existe la presencia de bacterias psicrofilas en los huevos comerciales de la ciudad
de Tulancingo de Bravo, Hidalgo?

La pregunta especifica son las siguientes:
. ¢Cudl es el grado de adaptabilidad de las bacterias a las bajas temperaturas, que

contaminan los huevos comerciales de Tulancingo de Bravo, Hidalgo?



2.2. Hipdtesis

Hipdtesis nula:
Las bacterias aisladas de los huevos comerciales tienen estabilidad de crecimiento a

distintas temperaturas de incubacion.

Hipdtesis alterna:
Las bacterias aisladas de los huevos comerciales no tienen estabilidad de crecimiento a

distintas temperaturas de incubacion.



2.3. Objetivo General

Evaluar el efecto de la temperatura de incubacion en la curva del crecimiento de 10 cepas
bacterianas provenientes de huevos comerciales del municipio de Tulancingo Hidalgo, para

determinar su capacidad adaptativa.

2.3.1. Objetivos Especificos

o Realizar la curva de crecimiento correspondiente a cada bacteria a temperaturas
de 4°Cy 15°C.

e Calcular el tiempo de generacion de las bacterias a temperaturas de 4°C y 15°C.



2.4. Justificacion

Los huevos comerciales son vulnerables a la contaminacién por microorganismos
patdgenos y representa un desafio significativo para la seguridad alimentaria y la salud
publica mexicana. Las bacterias pueden contaminar los huevos comerciales en cualquier
etapa de la cadena de produccién, desde la granja hasta el consumidor final. Existen pocos
estudios sobre la adaptabilidad bacteriana para crecer a diferentes temperaturas de
almacenamiento del producto. En este estudio se realizO una cinética de crecimiento de
bacterias Gram positivas y negativas aisladas de huevos comerciales a temperaturas de
refrigeracion (4 y 15 °C), para poder obtener un indicador de la adaptabilidad de las bacterias

que contaminacion los huevos comerciales de Tulancingo de Bravo, Hidalgo.

2.5. Viabilidad

El estudio es viable porque se cuenta con la infraestructura, materiales, equipos y asesoria
cientifica para cumplir en tiempo y forma con los objetivos y los resultados del proyecto.
Con los resultados obtenidos del presente trabajo se demostrara la presencia de las bacterias
psicrofilas en los huevos comerciales de Tulancingo Ho., y se podria poner en evidencia que
el mantener los huevos en refrigeracion no garantiza que se detenga el crecimiento de las

bacterias y se generare la alteracion en estos.



I11. Marco tedrico

3.1. Calidad del huevo para plato

El huevo de gallina es uno de los alimentos mas importantes para la sociedad actual,
consumido por la mayor parte del mundo, este conjunto de factores le ha dado a este alimento
un valor econémico, por lo que se ha conformado un sector industrial (Instituto de Estudios

del Huevo, 2009) dedicado a la produccion, almacenamiento distribucion del huevo.

El gobierno mexicano ha expedido un conjunto de procedimientos y dictdmenes para siempre
asegurar el correcto manejo y, por tanto, asegurar su calidad. Este conjunto de procedimientos
se almacena en la NOM-159-SSA1-2016. Sin embargo, la poblacion esta cada vez mas
preocupada por la calidad de los huevos para plato y se han realizado esfuerzos para mejorarla
continuamente (Lloris, 2019). Los factores ambientales como la temperatura, la humedad, la
presencia de dioxido de carbono (CO2) y el tiempo de almacenamiento tienen una importancia

primordial en el mantenimiento de la calidad del huevo tras la puesta (Samli et al., 2005).

El tiempo y la temperatura parecen ser los factores que més afectan a la calidad del albumen
o0 a las Unidades Haugh (UH), consideradas por la industria el mejor indicativo de la frescura
del huevo (Samli et al., 2005; Akyurek y Okur, 2009; Jin et al., 2011; Tabidi, 2011; Yimenu
etal., 2017).

Un estudio realizado por Lloris en el 2019 ha determinado el efecto de la temperatura y el
tiempo de almacenamiento en la calidad del huevo para plato donde evaluaron un total de
600 huevos en un periodo comprendido de 5, 9 y 14 dias a temperaturas de 10, 20 y 30°C. Al
finalizar la prueba obtuvieron que después de 14 dias las UH disminuyeron de 86,74 a 57,35
a una temperatura de 30°C, a 20 °C la disminucion fue menos notoria, de 86,74 a 68,13 UH
mientras que a 10°C la disminucion fue minima (de 86,74 a 83,6 UH), por lo que se puede
concluir de este estudio que la temperatura es un factor dependiente al tiempo de
almacenamiento, mientras menor sea la temperatura a la que es almacenado el huevo para

plato, mayor tiempo seré el tiempo que aguantara sin tener reducciones en su calidad.
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3.2.Defensa fisica del huevo ante la presencia microbiolégica

Las defensas fisicas naturales del huevo son la cascara, la cuticula y dos membranas de la
cascara. La cascara y las membranas pueden considerarse las partes que actian como la

barrera para la penetracion de bacterias y contaminantes virales (Mayes & Takeballi, 1983).

La primera defensa que muestra el huevo en su morfologia es la cuticula. Una vez que se
forma la capa exterior, se deposita una capa de proteina sobre la superficie del cascarén, que
se denomina cuticula (Szielasko, 1913). La cuticula es una cubierta importante que actla para
prevenir la contaminacion bacteriana al cerrar los poros, 1o que resulta en una reduccion de
la permeabilidad de la cascara (Fromm, 1963). Segun Fromm (1963), el lavado, la humedad,
la temperatura ambiente y los cambios abruptos de temperatura influyen en la permeabilidad
después de la oviposicion. Una vez que se retira la cuticula, las bacterias adquieren la

capacidad de cruzar la cascara en un tiempo menor.

El segundo mecanismo que posee el huevo como defensa ante contaminacion microbiana
es, propiamente el cascaron. El cascarén de un huevo de gallina es otra barrera contra la
penetracion bacteriana. Esta parte tiene numerosos poros (aproximadamente entre 7.000-
17.000) por huevo. Estos poros no se distribuyen uniformemente sobre la cascara, pero se
encuentran mas en el extremo ancho del huevo que en el extremo estrecho del huevo (Sharp
& Stewart, 1936; Walden, Allen & Trusell, 1956). El diametro de los poros varia a lo largo
de la céscara. Haines y Moran (1940) encontraron que el poro tiene un didmetro de 13 pum en
la parte superior y 6 um en la parte inferior. Segin North (1978), algunos poros estan
malformados y tienen muchas veces un diametro similar que el de la mayoria de las bacterias

invasoras, lo que permite una facil penetracion al interior del huevo.

El Gltimo mecanismo de defensa que posee el huevo para plato en su morfologia son las
dos membranas de la cascara. Hay dos membranas debajo de la cascara y se mantienen
firmemente juntas, excepto en el extremo romo del huevo, donde se separan para encerrar el
espacio de aire, comunmente llamado camara de aire. La membrana interna se encuentra
inmediatamente sobre la albimina y la membrana externa esta unida al cascarén (Mayes &
Takeballi, 1983). Moran y Hale (1936) encontraron que la membrana externa poseia tres

capas de fibras, mientras que la membrana interna consistia en solo dos capas indistintas.
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Muchos investigadores demostraron que las membranas de la cascara del huevo eran mas
impenetrables para las bacterias que la cascara (Mayes & Takeballi, 1983). Lifshitz et al.
(1964) informaron que la membrana interna de la cascara fue la mas efectiva para prevenir
la penetracion bacteriana del contenido del huevo, la cascara ocup6 el segundo lugar y la
membrana externa de la cascara fue la menos importante. Sin embargo, Garibaldi y Stokes
(1958) y Florian y Trussel (1957) demostraron que las membranas son mas importantes que
la cascara misma para evitar la penetracion de bacterias en el huevo. Estos autores pudieron
demostrar que la velocidad de penetracion de la membrana del cascaron depende del tipo de

bacteria invasora. EI tiempo de penetracion oscil6 entre 1y 4 dias.

Del estudio de las defensas fisicas del huevo se deduce que ninguna de ellas posee
propiedades bactericidas (Mayes & Takeballi, 1983). Por esta razon, bajo ciertas condiciones,

las bacterias pueden encontrar su camino hacia el contenido del huevo.

3.3.Defensas quimicas del huevo para plato

Aunque la albimina no esta en contacto directo con la microbiota de la superficie exterior
de la cascara, es susceptible a contaminarse. La contaminacién de la albumina se produce
cuando la cuticula, la cascara y las membranas de la
cascara no logran evitar la invasion. Board (1977)
informé de un mecanismo de defensa de la
albimina, la naturaleza viscosa de las proteinas que
dificultan el movimiento de las bacterias a la yema,
ademas, la organizacién de la chalaza en la
albumina de los huevos frescos mantiene la yema

alejada de los lados de la membrana de la céscara.

Yadav y Vadehra (1977) llegaron a conclusiones

Figura 1. Fotografia de la chalaza (Ehlers, 2021). similares en el sentido de que pensaban que la
estructura fisica de las proteinas de la clara de huevo
determina su resistencia al crecimiento bacteriano, asi como su aparente falta de agua y

nutrientes disponibles. Los cambios durante el almacenamiento, como el adelgazamiento de
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la albumina, el debilitamiento de la chalaza y de la membrana vital, incluida la eliminacion

virtual de la capa externa (Sato & Kato, 1978), tenderan a contraer estas defensas.

Las sustancias quimicas implicadas suelen ser compuestos naturales, aunque también se
ha demostrado que los antibidticos con los que se alimenta a las gallinas se incorporan
rapidamente tanto a la albimina como a la yema de sus huevos (Anhalt, Wenzel & Conrad,
1976). De los compuestos naturales, la lisozima, la conalbumina y el pH alcalino parecen ser
de importancia primordial (Board, 1969), pero la ovomucina Yy el inhibidor de vulos también

pueden estar involucrados (Brendl & Klein, 1976; Osuga & Feeney, 1974).

El pH de la albumina de un huevo de gallina inmediatamente después de la puesta suele
serde 7.6 a 7.9; que esta cerca del éptimo para el crecimiento de la mayoria de los saprofitos,
pero hay un aumento gradual en el valor del pH durante el almacenamiento. Este aumento se
debe a la pérdida de didéxido de carbono. Después de aproximadamente 1 semana a
temperatura ambiente, el pH aumenta a mas de 9 (Romanoff & Romanoff, 1949). Esto va
mas alla del méximo tolerado por muchos microorganismos comunes. Cuando se comparo el
crecimiento de bacterias en la clara de huevo a pH 9.1 — 9.3 con el crecimiento en la clara de
huevo ajustado al pH del huevo en el momento de la puesta, Garibaldi (1960) encontré que

varias cepas de bacterias eran incapaces de crecer o sobrevivir.

La Lisozima; Board (1969) y Geoffrey & Bailey (1975) informaron que la lisozima tiene
accion litica sobre la pared celular bacteriana. Es capaz de hidrolizar el enlace 1-4 entre la N-
acetilneuramina y la N-acetilglucosamina en la pared bacteriana. Esta observacion fue
demostrada in vitro. La lisozima también puede actuar sobre algunos organismos debido a la

basicidad de la molécula.

La conalbimina, cuyas fracciones proteicas son idénticas a las de la transferrina, actla
contra la infeccién microbiana del huevo privando a los microorganismos de iones hierro, lo
que impide su multiplicacion (Donovan, Beardslee & Ross, 1976). Feeney et al. (1952)
observaron diferentes grados de inhibicion entre los microorganismos probados donde

Micrococcus spp. fue mas sensible que Bacillus spp.
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3.4.Las bacterias psicrofilas

Las bacterias psicrofilas se caracterizan por tener un crecimiento a temperaturas de
refrigeracion, aproximadamente a 7.2 °C o menos, debido a su capacidad para crecer en
temperaturas frias Witter (1961). En tanto las Psicrotroficas también conocidas como
psicrofilas facultativas pueden crecer a 7°C 0 menos, sin importar su temperatura 6ptima de

crecimiento.

El término psicrofilo fue una eleccidén etimoldgica desafortunada, ya que las raices
implicaban una descripcion tal cual fue “amar el frio”. Al afio siguiente de su acufiacion fue
criticado por Muller (1903), quien demostrd que, si bien estos organismos eran capaces de
crecer a bajas temperaturas, crecian mas rapido a temperaturas mas elevadas que la de
refrigeracion. Se ha sugerido que estas bacterias podrian llamarse mejor psicrotolerantes,
pero esta sugerencia y otras de naturaleza similar no ganaron aceptacion por lo que el término
psicréfilo ha persistido (Witter, 1961).

3.5.Curva de crecimiento

El crecimiento de las poblaciones microbianas puede medirse de diferentes maneras. Para
algunos tipos de trabajo experimental la determinacion de la turbidez es un método practico
para controlar el crecimiento bacteriano. El instrumento utilizado para medir la turbidez es
un espectrofotometro (o colorimetro). Cuando la cantidad de bacterias aumenta, menos luz
alcanza la célula fotoeléctrica, se puede determinar como una medicion logaritmica del
instrumento denominada absorbancia (a veces densidad dptica o DO). La absorbancia se

utiliza para graficar el crecimiento bacteriano (Tortora, G. J.; Funke, B. R.; Case, C. L., 2007).

El modelado matematico mas usado actualmente tanto en la teoria como en la préctica es
el modelo propuesto por Monod en 1949, donde toma en cuenta tanto variables de tiempo

como de concentracién bacteriana, dichas ecuaciones se describen mas adelante.
3.6.Contaminacion microbioldgica en el interior de huevos para plato
Por el alto contenido en nutrientes que posee la parte interna del huevo es facil que si

existe alguna clase de contaminacion bacteriana ésta pueda proliferar ampliamente, Hens
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(1939) observo que el huevo esta dotado de defensas fisicas y quimicas contra la infeccién
microbiana, sugirié que estas defensas se han desarrollado para proteger al embrién. Se

sugirio que la contaminacion podria venir previo a la puesta del huevo (Mayes & Takeballi,
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1983), por lo que Harry en 1953 intentd aclarar esta situacion para lo cual Mataba gallinas y
examinaba sus Ovulos. Fue capaz de recuperar bacterias del 43% de los 6vulos en los que las

bacterias mas comunes aisladas fueron Lactobacillus spp. y Micrococcus spp.

Una vez que la gallina ha puesto el huevo, generalmente se humedece y se ensucia al
mismo tiempo. La presencia de suciedad en el entorno aumenta el nimero de organismos
contaminantes (Board et al., 1964). Por lo que, la Unica via a traves de la cual las bacterias
pueden entrar en la parte interior del huevo es a través de los poros. Como la cuticula esta
himeda en esta etapa, es posible que se produzca una invasion microbiana de la cascara
(Board, 1977). El crecimiento de hifas de mohos facilita el agrandamiento de los poros, lo
que ayuda a la entrada de bacterias en el huevo (Weston & Halnan, 1927). Algunos
investigadores han reportado (Garibaldi & Stokes, 1958; Haines et al., 1940) que el cascardn
del huevo de gallina es permeable a microorganismos como Escherichia coli, Salmonella

paratyphi, Serratia marcescens y Pseudomonas aeruginosa.

Diversos estudios sobre este tema se han realizado, entre los cuales se encuentran el
estudio realizado por (Kraus et al., 2022), donde evaluaron cuatro genotipos de gallinas
ponedoras, gallinas checas Golden Spotted, Greenleg Partridge, White Leghorn e hibridas
comerciales, una vez recolectaron las muestras se dividieron en distintos grupos dependiendo
el tiempo de almacenamiento (0, 14 y 28 dias) y su temperatura de almacenamiento (5 y
20°C). El analisis microbioldgico incluy6 el conteo de unidades formadoras de colonias
(UFC) de Escherichia coli, Enterococcus y numero total de microorganismos. La
contaminacion significativamente mas baja de cascara de huevo de Escherichia coli fue en
los huevos de las gallinas White Leghorn (4,42 log UFC/cascara de huevo). En cuanto al
efecto del genotipo, las gallinas Greenleg Partridge y White Leghorn presentaron huevos con
estadisticamente la menor ocurrencia de bacterias Escherichia coli en la albumina. Se
encontraron diferencias significativas en la contaminacién microbiana de la superficie del
huevo entre los genotipos de gallinas observados. La penetracion de los microorganismos
seleccionados también fue significativa en la contaminacion de las membranas de la cascara
de huevo por el numero total de microorganismos y en la contaminacion de la albumina por

Escherichia coli.
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El estudio realizado por (Osowski et al., 2019) determind la capacidad de los serotipos
Salmonella Heidelberg y Salmonella Typhimurium para penetrar a través de la cascara del
huevo y detectar estas bacterias en la albumina y la yema para S. Heidelberg, el porcentaje
de positividad (casos positivos) fue menor tanto en albimina como en yema a intervalos de
en comparacion con S. Typhimurium. Concluyeron que las cepas de Salmonella ensayadas
fueron capaces de penetrar en la cascara del huevo y multiplicarse tanto en la albimina como
en la yemay que S. Typhimurium demostrd ser la mas eficiente para crecer dentro de estas

porciones del huevo.

Board, 1964 utiliz6 métodos bacterioldgicos y quimicos para seguir el curso de la
infeccion en huevos inoculados con bacterias Gram negativas, incubados a 27°C. Encontro
que las poblaciones incubadas permanecieron estaticas o disminuyeron ligeramente hasta que
se produjo una nueva multiplicacién entre los 12 y 30 dias después de la inoculacién. Donde
en ese momento se produjo una infeccion general del contenido del huevo y se produjeron

cambios significativos en el pH y la concentracion de glucosa en la albdmina.

3.7.Contaminacion del huevo con baterias psicrofilas

La mayoria de las bacterias psicrofilas halladas en el huevo son: Bacillus sp. y
Pseudomonas sp. (Kone et al., 2013; Neira, C., Laca et al., 2017). Algunos de esto géneros
bacterianos producen toxinas psicrotolerantes en el interior del huevo, y que estan
relacionadas con importantes enfermedades humanas (Baron et al., 2007; Pinchuk et al.,
2010; Wang et al.,, 2017). Pseudomonas fluorescens son productoras de pigmentos
fluorescentes mdviles y la pioverdina que producen se une a los metales en competencia con
la conalbumina (Kraft, A. A., 1992).

3.8.Estrategias de supervivencia de las bacterias psicrotréficas

Existen varias estrategias de supervivencia usadas por las bacterias psicrotréficas bajo
condiciones de estrés por frio, entre las cuales destacan i) la organizacién estructural de la
envoltura celular (para el caso de Lactobacillus delbrueckii subspecie bulgaricus CFL1) y de
la membrana plasmatica con acidos grasos ciclicos y poliinsaturados en los fosfolipidos de
sus membranas (aumentando la fluidez de la membrana) (Schinik, 1999); ii) La produccién

de moléculas crioprotectoras como: azucares, aminoacidos, polialcoholes y polimeros, y
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algunos puede mantener la integridad de la membrana y en mantener la osmoproteccién
bacteriana (Vivanco-Calixto et al., 2016; Hubalek, et al., 2003; Cleland et al., 2004; Morales
Garcia et al., 2010); iii) Produccién de polisacaridos para potenciar la tolerancia a las bajas
temperaturas como lo hace la bacteria Pseudoalteromonas sp. SM20310 (Liu, 2013) y iv) Una
disminucion de los expresion de genes ligados al metabolismo energético y a la incorporacion
de fuentes de carbono, asi como un aumento en la produccién de la proteina de shock por frio
producida por la bacteria Psychrobacter arcticus 273-4 (Kuhn, 2012). Estrategias que, no fueron
evaluadas en el presente estudio, sin embargo, podrian ser la explicacion del crecimiento

bacteriano a bajas concentraciones de las cepas evaluadas
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IV. MATERIAL Y METODOS

4.1. Obtencion del material biologico

Se eligieron 10 cepas bacterias provenientes de la parte interna del huevo previamente
identificados, almacenados en la coleccion bacteriana del laboratorio de bacteriologia de
investigacion, ubicado en el Instituto de Ciencias Agropecuarias (ICAp) de la Universidad

Autonoma del Estado de Hidalgo (UAEH).

Las bacterias seleccionadas fueron:

Bacteria Clasificacion Gram

Serratia marcescens -
Escherichia coli -
Proteus mirabilis -
Staphylococcus sciuri

Bacillus circulans

Bacillus licheniformis
Enterococcus faecalis
Lactococcus lactis
Staphylococcus xylosus
Staphylococcus  chromogenes

++++++ o+

Tabla 1. Bacterias seleccionadas con su clasificacion por Gram.

Las cepas fueron reactivadas de la crioconservacion por medio de inoculacion en caldo
nutritivo (marca BD, Dibico), y posteriormente se verificd su pureza por medio de la tincidn

de Gram.

19



b -~ EA @ 3 . =
(] ™ ~ N =
é - ﬁ :‘I‘ . E -~
s F 3 3 . % ok
' - > -'.. N 4
! R 1 bt ~ . ® »
3 > ..' ~ { | o (- . . .
3 A ‘3 : %
& . ) “ “" B "'. - LY
e ¥ A ‘hsi " i 3 “e
' % 4 ] [ Une ’:.. < . :. g
Tl e R s o,
¢
é e pf oib .
| % :}' 2 é - k( | " .
b e . - o
“ . = -
Figura 2. Tincién de Gram, correspondiente a Figura 3. Tincion de Gram, correspondiente a
Lactococcus lactis. Staphylococcus chromogenes.

4.2. Determinacion de la morfologia bacteriana

La identificacion de la morfologia de las cepas bacterianas se realizé siguiendo el
protocolo de Aguilar-Romero et al., 2014, primero se verificd la morfologia a nivel
macroscopico para posteriormente verificar las caracteristicas morfolégicas de cada estriado
en caja Petri, siendo las caracteristicas evaluadas:

Figura 4. Estriado utilizado para su
descripcion morfoldgica correspondiente a
Staphylococcus chromogenes.

Forma de cada colonia, el borde de la colonia, la transparencia, el brillo, el color, la
textura, su elevacion y finalmente, su consistencia tal y como se describe en la siguiente

figura:
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Figura 5. Criterios de diferenciacion morfolégica
(Morfologia colonial, 2021).

4.3. Preparacion de las bacterias y medicion en el espectrofotometro

En este apartado de utilizé la metodologia propuesta por (Myers, Curtis, & Curtis, 2013),
(Katipoglu-Yazan, Dev, Desmond-Le Quéméner, & Bouchez, 2023) con modificaciones. Las
muestras de bacteria fueron resembradas 48 horas previas a las mediciones; en 4.5 ml en
caldo nutritivo, con 0.5 ml de bacteria. En las 24 horas previas se repitié el mismo proceso,

usando ahora como material inicial la muestra preparada horas antes.

Minutos previos a la lectura se ajustd el material bioldgico obtenido previamente al 0.5
del patron de turbidez de McFarland (Remel, R20421, Lenexa, USA) y posteriormente se
inocularon 0.5 ml de la bacteria ajustada en 4.5 ml de caldo nutritivo. Este proceso se realiz6
en 9 viales, los cuales fueron divididos en 3 y asignados a las temperaturas de 4°C, 15°C y

36°C, siendo esta Gltima temperatura de control.
De cada repeticion se tomaron 0.1 ml y se vertieron en una placa de 96 pozos para su

lectura, la cual se realizé en un espectrofotometro de la marca Thermo Fisher Scientific,

modelo Multiskan™ FC a una longitud de onda de 620 nanémetros para obtener la absorcion
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(crecimiento) de cada muestra, las lecturas se han realizado a las 0, 2, 4, 6, 12, 24, 36 y 48
horas.

Figura 6. Carga de muestra en
placa de 96 pozos.

4.4. Determinacion de las curvas de crecimiento

Los datos obtenidos se han manejado por medio del software Microsoft Excel, donde se
utilizé el promedio de la absorcion obtenida de cada tratamiento de temperatura asignada con

respecto al tiempo en horas.

4.5. Calculo de la velocidad de crecimiento de las bacterias aisladas del interior del
huevo

A partir de los datos obtenidos se calculé la tasa o velocidad de crecimiento denominada
con la letra griega p y el tiempo de generacién denominado con la letra g establecidos por el

modelo de Monod (Monod, 1949), para el crecimiento de cultivos bacterianos:

_InN = InNo
tz — t1
Ecuacién 1. Ecuacion utilizada para calcular la tasa de crecimiento, (Monod, 1949).

U

Donde N representa el nimero de células a un determinado tiempo y No representa el
numero de células en un cultivo bacteriano; segun lo establecido por la ley de Lambert-Beer
la turbidez (absorcion) es proporcional a la concentracion de particulas (Acebo-Gonzalez &

Hernandez-Garcia, 2013), entonces N = Abs. t2 corresponde al tiempo dos expresado en
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minutos mientras que ti corresponde al tiempo uno expresado en minutos. Dando como

resultado la siguiente modificacion a la Ecuacion 1:

__InAbsz2 = In Abs:
t—t

U

Ecuacion 2. Transformacion de la Ecuacion 1 a partir de la ley de Lambert-Beer.

Absz corresponde a la absorcion obtenida en un tiempo dos y Absi corresponde a la
absorcion obtenida en un tiempo uno; esta expresion debe resultar en unidades de minutos™.

Las variables t2y t1 no sufren modificaciones.

4.6. Célculo del tiempo de generacién de las bacterias aisladas del interior del huevo

Para calcular el tiempo de generacion (g) se usé la siguiente ecuacion (Monod, 1949):

Ecuacion 3. Ecuacion utilizada para el calculo de tiempo de generacion, (Monod, 1949).

Donde u corresponde a la velocidad de crecimiento y las unidades resultantes deben estar

expresadas en minutos.

4.7. Andlisis estadisticos

Para el anélisis de las curvas de crecimiento, las bacterias se dividieron en dos grupos de
acuerdo con las absorbancias obtenidas, el Grupo 1: Proteus mirabilis, Serratia marcescens,
Escherichia coli, Bacillus licheniformis y Staphylococcus sciuri. Grupo 2: Enterococcus
faecalis, Bacillus circulans, Lactococcus lactis, Staphylococcus xylosus y Staphylococcus

chromogenes.

Los datos del crecimiento obtenidos por absorbancia de las cepas bacterianas fueron sometidos

al analisis de varianza y en dependencia de la significancia, las medias se compararon mediante
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la prueba de Friedman con el programa GraphPad Prism versién 10.0.0 para Windows
(GraphPad Software, Boston, Massachusetts USA).
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V. RESULTADOS

5.1. Descripcion morfoldgica de las diez cepas bacterianas

Se realizd la descripcion de la morfologia de las diez cepas bacterianas (Tabla 1). Se
observo una caracteristica comun en todas las cepas bacterianas analizas fue en su textura lisa
y color no pigmentado. La apariencia de los bordes de las colonias varia entre ondulado y
entero. Las elevaciones de los aislados fueron convexa, plana y elevada y con una

consistencia de suave, dura 'y mucoide como se describe en la siguiente tabla:

Bacteria
Staphylococcus sciuri

Escherichia coli
Lactococcus lactis

Serratia marcescens
Bacillus licheniformis
Bacillus circulans
Staphylococcus chromogenes
Enterococcus faecalis
Proteus mirabillis

Staphylococcus xylosus

Tabla 2. Descripcion morfolégica de las 10 cepas evaluadas.

Forma
Circular

Irregular Ondulado

Circular

Circular

Irregular Ondulado

Circular

Circular

Circular

Circular

Circular

Borde
Entero

Entero

Entero

Entero

Entero

Entero

Entero

Entero

Transparencia
Transparente

Opaca
Transparente
Opaca
Opaca
Transparente
Opaca
Transparente
Transparente

Transparente

Brillo
Brillante

Brillante

Brillante

Brillante

Brillante

Brillante

Brillante

Sin brillo

Sin brillo

Brillante

5.2. Determinacion de las curvas de crecimiento

Las bacterias se dividieron en dos grupos para la realizacion de las presentes graficas,
teniendo como Grupo 1 a las muestras: Proteus mirabilis, Serratia marcescens, Escherichia
coli, Bacillus licheniformis y Staphylococcus sciuri. En el Grupo 2 se incluyeron:
Enterococcus faecalis, Bacillus circulans, Lactococcus lactis, Staphylococcus xylosus y

Staphylococcus chromogenes.

Color
No
pigmentada
No
pigmentada
No
pigmentada
No
pigmentada
No
pigmentada
No
pigmentada
No
pigmentada
No
pigmentada
No
pigmentada
No
pigmentada

Textura Elevacion Consistencia

Lisa

Lisa

Lisa

Lisa

Lisa

Lisa

Lisa

Lisa

Lisa

Lisa

A continuacién, se muestran las curvas de crecimiento obtenidas:
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Convexa

Plana

Convexa

Elevada

Plana

Plana

Convexa

Elevada

Plana

Convexa

Suave

Mucoide

Suave

Mucoide

Dura

Dura

Mucoide

Suave

Suave

Suave



Proteus mirabilis
Serratia marcescens
Escherichia coli
Bacillus licheniformis
Staphylococcus sciuri

Absorbancia de 620 nm

Figura 7. Curva de crecimiento a 36°C de cinco cepas bacterianas del grupo 1 en 48 horas de incubacion. Las barras
representan el error estandar de la media.

En la Figura 7 se observa como Proteus mirabilis ha sido la muestra que mas se adapté a
la temperatura control (36 °C). Mientras que, Staphylococcus sciuri tardd mas en mostrar un
crecimiento a 36°C en su fase exponencial; ya que alcanz6 su punto maximo de crecimiento
después de las 20 horas. Finalmente, la bacteria con la adaptacion més baja a esta temperatura

fue Escherichia coli.

Proteus mirabilis
Serratia marcescens
Escherichia coli

Bacillus licheniformis

bhboe s

Staphylococcus sciuri

Absorbancia de 620 nm

0 10 20 30

Figura 8. Curva de crecimiento a 15 °C de cinco cepas bacterianas del grupo 1 en 48 horas de incubacion.
Las barras representan el error estandar de la media.
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En la Figura 8, se muestra como Proteus mirabilis se adapt6 a la temperatura de 15°C,
con una absorbancia cercana a 0.6 de crecimiento muy similar a Bacillus licheniformis. Por
lo cual Proteus mirabilis fue la bacteria que mejor se adapto ha mostrado en a 4°C; debido a
gue en menos de 5 horas alcanzé su punto maximo de crecimiento. Ademas, se observé que,
la bacteria con la menor adaptacién a esta temperatura fue Staphylococcus sciuri con una

absorbancia menor al 0.2.

Proteus mirabilis

/ + Staphylococcus sciuri

E n _.’_

c ] .

P 1 -m- Serratia marcescens
= ]

ﬁ 0.2+ -4 Escherichia coli

m a a - a
3 B —

S e -¥- Bacillus licheniformis
©

Ke]

-

o

wn

Ke]

<

9
\

0 10 20 30

Figura 9. Curva de crecimiento a 4°C de cinco cepas bacterianas del grupo 1 en 48 horas de incubacion. Las
barras representan el error estandar de la media.

En la Figura 9, se observa que a 4°C Proteus mirabilis fue la bacteria que mejor se adapt6
con diferencia estadistica (P 0.014) en comparacion con las otras bacterias, y mostré un
crecimiento maximo en un tiempo menor a 10 horas. El resto de las bacterias han mostrado

un crecimiento bastante similar.
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Figura 10. Curva de crecimiento a 35°C de cinco cepas bacterianas del grupo 2 en 48 horas de incubacion. Las barras
representan el error estandar de la media.

En la Figura 10 se muestra la curva de crecimiento correspondiente al grupo 2, donde se
plasma una mejor adaptacion de Enterococcus faecalis a la temperatura de control (36 °C).
Staphylococcus chromogenes fue la bacteria que mostré un menor crecimiento. Ademas, de
mostrar un periodo exponencial bastante largo. El resto de las muestras han tenido un

crecimiento muy similar.

0.25- _
E Enterococcus faecalis
£
= 0.20- % Bacillus circulans
w0 .
8 0.15- «~ [ actococcus lactis
_g - Staphylococcus xylosus
5 0101 Staphylococcus
2 chromogenes
S 0.05+
o

0.00-4

0 10 20 30

Figura 11. Curva de crecimiento a 15°C de cinco cepas bacterianas del grupo 2 en 48 horas de incubacion.
Las barras representan el error estdndar de la media.

En la Figura 11 se muestra el crecimiento del grupo 2 a 15°C, donde se observa un
crecimiento bastante bajo, donde las bacterias con una mejor respuesta de crecimiento a esta
temperatura fueron: Lactococcus lactis, Enterococcus faecalis y Staphylococcus xylosus con
una absorbancia muy cercana al 0.2. Bacillus circulans y Staphylococcus chromogenes han

sido las bacterias con la menor adaptacion, ambas con una absorcién de 0.05.
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Todas las bacterias del grupo 2 han mostrado un crecimiento minimo a 4°C, muy por
debajo del 0.1 de absorcion (ver figura 12).

0.05+ ‘
£ T Enterococcus faecalis

= i

S 0.04- -#- Bacillus circulans

o g

% 0.03 ) EE— - [actococcus lactis

_5 1 -+ Staphylococcus xylosus
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'ng chromogenes

k]

<

0 10 20 30

Figura 12. Curva de crecimiento a 4°C de las 5 cepas bacterianas del grupo 2 en 48 horas de incubacion. Las
barras representan el error estandar de la media.

5.3. Calculo del tiempo de generacién de las bacterias aisladas del interior del huevo

En la siguiente tabla se muestra el tiempo de generacion obtenida para cada bacteria, a

cada temperatura analizada:
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Tiempo de generacion en minutos

Bacteria 4°C 15°C 36°C
S. marcescens 205 61
491

E. coli 163 86 76

P. mirabilis 21 45 62
S. sciuri 113 145 135
B. circulans 414 211 131
B.licheniformis 104 99 44

E. faecalis 100 177 40
L. lactis 268 128 177
S. xylosus 188 233 107
S.chromogenes 180 53 53

Tabla 3. Tiempo de generacion calculada en minutos para cada bacteria analizada.

Respecto al tiempo de generacion expresado en la Tabla 3 se observa como Proteus
mirabilis es la bacteria que mejor se ha adaptado a 4°C, con 21 minutos, repitiendo la misma
tendencia a 15°C con un tiempo de generacion de 45 minutos siendo el menor tiempo
registrado en este apartado, finalmente a 36°C la muestra que mejor adaptacién mostro fue

Enterococcus faecalis con un tiempo de 40 minutos.
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VI. DISCUSION

En el presente experimento al observar la morfologia de las colonias bacterianas solo
algunas presentaron pigmentacion y consistencia suave y mocoide con bordes enteros. De
acuerdo con Aguilar-Romero y cols., 2014, las colonias de Staphylococcus no muestran
pigmentacion y presentan forma circular. En el caso del género de Escherichia algunas
colonias puede presentar un color grisdceo y de consistencia mucoide (Aguilar-Romero et
al., 2014). Wakita y cols., 2007 reportan que las colonias de Bacillus forman un anillo
concéntrico y de borde irregular en el centro. En cepas de Bacillus aisladas en el prsente

experimento no se observd, el anillo concéntrico y presentaron bordes irregulares y circulares.

Las cepas evaluadas fueron capaces de crecer a 36 °C, con crecimiento abundante de
Proteus mirabilis; Serratia marcescens; Escherichia coli; Bacillus licheniformis;
Enterococcus faecalis; Staphylococcus sciuri (Figuras 1y 4). Estos resultados son similares
a los encontrados por Jurado y Guzman, 2015 en su estudio, en donde observaron que la
densidad méaxima fue de 3.3x10° UFC/mL de bacterias: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermis, Streptococcus agalactiar y Escherichia coli cultivadas a 35°C a
las 16 horas, y en 15 cepas de bacterias Lactobacillus spp. presentaron valores de 1 a 560 nm

de longitud de onda (Laurencio et al., 2017).

En cuanto a las pruebas fisiologicas de crecimiento a bajas temperaturas (4 °C y 15 °C),
de las diez bacterias trabajadas solo Proteus mirabilis, Serratia marcescens, Escherichia coli,
Bacillus licheniformis crecieron a 15°C (Firguras 3 y 6) y Unicamente Proteus mirabilis
presentd crecimiento abundante a 4°C mostrando diferencias estadisticas significativas
p<0.014 (Figura 3).

Se sabe que Bacillus subtilis aislado de la rizosfera de plantas de papa puede crecer a 4°C
(Calvo y Zuiiiga, 2010), mientras que Bacillus spp., aislado de leche cruda tienen la capacidad
de crecer a temperaturas de 2°C por un largo tiempo (Griffiths and Phillips, 1990). Las

bacterias psicrofilas son microorganismos que tienen la capacidad de multiplicarse a
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bajas temperaturas. Su temperatura éptima de crecimiento es baja, aproximadamente 15°C o
inferior y pueden crecer a temperaturas de refrigeracién (Moyer y Morita, 2007).

Existen varias estrategias de supervivencia usadas por las bacterias psicrotroficas bajo
condiciones de estrés por frio, entre las cuales destacan i) la organizacién estructural de la
envoltura celular (para el caso de Lactobacillus delbrueckii subspecie bulgaricus CFL1) y de
la membrana plasmatica con acidos grasos ciclicos y poliinsaturados en los fosfolipidos de
sus membranas (aumentando la fluidez de la membrana) (Schinik, 1999); ii) La produccion
de moléculas crioprotectoras como: azlcares, aminoacidos, polialcoholes y polimeros los
cuales pueden mantener la integridad de la membrana y mantener la osmoproteccion
bacteriana (Vivanco-Calixto et al., 2016; Hubalek, et al., 2003; Cleland et al., 2004; Morales-
Garcia et al., 2010); iii) Produccion de polisacaridos para potenciar la tolerancia a las bajas
temperaturas como lo hace la bacteria Pseudoalteromonas sp. SM20310 (Liu, 2013) y iv)
Disminucion en la expresion de genes ligados al metabolismo energético y a la incorporacion
de fuentes de carbono, asi como un incremento en la produccion de la proteina de shock por

frio producida por Psychrobacter arcticus (Kuhn, 2012).

Proteus mirabilis es un bacilo Gram negativo, zoon6tico causante de infecciones urinarias
y respiratorias (Rubio-Sanchez y Lepe-Balsalobre, 2022; Villamil et al., 2006). Varios
estudios han reportado la presencia Proteus mirabilis en carne de pollo de venta al publico y
en lesiones patoldgicas en tejidos de aves de engorda (Guerra et al., 2023; Sanches et al.,
2020; Sanches et al., 2021). La presencia de esta bacteria en el interior de los huevos
comercializados no se habia reportado; sin embargo se sabe que es parte de la microbiota
normal, que estd ampliamente distribuida en el ambiente y que tiene capacidad de adherencia
a las células HEp-2 del tejido urinario (Drzewiecka, 2016; Sanches et al., 2021; Espinosa-
Antlnez et al., 2019). Con los argumentos antes mencionados, la bacteria facilmente puede
alcanzar la cascara y el interior del huevo o por causa de un mal manejo del producto pueda
ingresar al interior y contaminarlo. Ademas, la adaptacion que tiene la bacteria a las bajas

temperaturas representa un desafio méas para la comunidad cientifica mundial.

32



El tiempo de generacion en bacterias se refiere al tiempo que una célula bacteriana necesita
para dividirse en dos por division binaria (Baer y Keady, 2021). En condiciones ideales de
temperatura y medios de cultivos, algunas bacterias pueden duplicarse rapidamente, mientras
que otras requieren mas tiempo. Las bacterias mesofitas como: E. coli tiene un tiempo de
generacion de 20 minutos y en Staphylococcus aureus, necesita 30 minutos para duplicarse
(Zu y Lebek, 1980; Belay y Rasooly, 2002). En contraste, con los resultados de nuestro
estudio, en donde se observo que promedio en el tiempo de generacion de las diez bacterias
analizadas fue de 89 minutos a 36°, incluso la cepa de E. coli necesito 76 minutos y la bacteria

que presento una menor g fue Bacillus licheniformis con 44 minutos (Tabla 2).

Se observo, también una tendencia en el aumento del tiempo de generacion de 138 minutos
a 204 minutos en la mayoria de las bacterias crecidas a 15°C y a 4°C (Tabla 2). Proteus
mirabilis tiene un tiempo de generacion alin més corto, de 21 minutos a 4°C en comparacion
con todas las bacterias analizadas. En este contexto, la bacteria del hielo marino del Artico
Psychromonas ingrahamii ha demostrado tener la temperatura de crecimiento mas baja, de
240 horas a -20 °C (Breezee y Staley, 2004). El crecimiento bacteriano no es infinito ni
constante debido a diversas variables, como especies, temperatura, pH y nutrientes
disponibles, y el tiempo de generacion es crucial para comprender como las bacterias se

multiplican y se adaptan a cualquier entorno.
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VII. CONCLUSIONES

Las bacterias evaluadas presentaron diferencias en la adaptacion a las diferentes
temperaturas evaluadas. Las bacterias evaluadas muestran un estado de latencia al ser
sometidas a 4°C, sin embargo, Proteus mirabillis fue la mas adaptada con un tiempo de
generacion de 21 minutos a una temperatura de 4°C. Lo anterior pone en evidencia que el
mantener los huevos en refrigeracion (4°C) no garantiza que se detenga el crecimiento de las

bacterias y generen alteraciones en este.
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VI, ANEXOS

A continuacion, se anexa el articulo aceptado para su publicacion en la revista Padi
perteneciente a la UAEH.
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Resumen

Los huevos comerciales son vulnerables a la contaminacion por microorganismos comensales y patégenos, mismos que
representan un desafio significativo para la seguridad alimentaria y la salud publica. El objetivo fue evaluar el efecto de la
temperatura de incubacion en la curva del crecimiento de 10 cepas bacterianas provenientes de huevos comerciales del municipio
de Tulancingo Hidalgo. Se realizd una descripcion morfologia de las cepas y se determind su crecimiento, asi como su tiempo
de generacidn a 4°C, 15°C y 37°C. Las bacterias evaluadas presentaron diferencias en la adaptacion a las diferentes temperaturas
evaluadas, se determind que Proteus mirabillis alcanzd su maximo crecimiento a las 6 horas de incubacién con un tiempo de
generacion de 21 minutos a una temperatura de 4°C. Las bacterias evaluadas muestran un estado de latencia a 4°C, lo anterior
pone en evidencia que el mantener los huevos en refrigeracion no garantiza que se detenga el crecimiento de las bacterias y
generen alteraciones en estos.

Palabras Clave: Huevos, Bacteria, Gram negativa, Pscréfilas, Proteus mirabilis.
Abstract

Commercial eggs are vulnerable to contamination by commensal and pathogenic microorganisms, which represent a
significant challenge to food safety and public health. The aim was to evaluate the effect of incubation temperature on the growth
curve of 10 bacterial strains from commercial eggs from the municipality of Tulancingo Hidalgo. A morphological description
of the strains was carried out and their growth was determined, as well as their generation time at 4°C, 15°C and 37°C. The
bacteria evaluated showed differences in adaptation to the different temperatures evaluated; it was determined that Proteus
mirabillis reached its maximum growth after 6 hours of incubation with a generation time of 21 minutes at a temperature of 4°C.
The bacteria evaluated show a state of latency at 4°C, which shows that keeping the eggs refrigerated does not guarantee that the
growth of the bacteria will stop and generate alterations in them.

Keywords: Eggs, Bacteria, Gram negative, Psychrophilic, Proteus mirabilis.

1. Introduccién

El huevo para plato es una fuente rica de nutrientes, como:
proteinas, vitaminas, hierro y otros minerales, sin embargo este
producto tiene una alta actividad de agua que lo convierte en
un producto alimenticio altamente perecedero (Li et al., 2017).
El huevo es uno de los alimentos incluidos en la canasta basica
y de la dieta mexicana con un consumo anual per cépita de 24
kg, (UNA, 2023). En cuanto, a la produccion a nivel nacional
segun el Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera

*Autor para la correspondencia: adrian_zaragoza@uaeh.edu.mx

(SIAP) en el afio 2023, se produjeron 3 millones 172 mil
toneladas (SIAP, 2023). Debido a la alta produccion y
demanda en el consumo de este producto, se requiere
garantizar la calidad en la cadena de produccién y suministro
del huevo. En México existe una Norma Oficial Mexicana que
estable los estandares para el recuento total de bacterias
mesofilas aerobias (5x10* UFC/g), de coliformes totales (< 3
namero més probable/mL) y para Salmonella ausencia en 25 g
(NOM-159-SSA1-2016). A pesar de la existencia de la Norma
Oficial Mexicana, gran parte de la poblacién desconoce el
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manejo adecuado del huevo y de los métodos para su
conservacion  (Preciado and Elton, 2015). Algunos
recomiendan realizar una limpieza y desinfeccion con
compuestos quimicos para disminuir la posible carga
microbiana del cascaron (Olse et al., 2017; Climaco et al.,
2018; Melo et al., 2019).

Al respecto se ha reportado la presencia de los géneros
bacterianos: Escherichia, Staphylococcus y Salmonella en el
cascarén de huevos (Sander et al., 2003), asi como la presencia
de Salmonella enterica serovar Enteritidis en el interior de los
huevos intactos y Salmonella enterica serovar Typhimurium
en huevos rotos (Guard-Petter, 2001; Kang et al., 2006). Se ha
demostrado que las cepas de Salmonella enterica serovar
Enteritidis y Salmonella enterica serovar Typhimurium
colonizan los tejidos del tracto reproductivo de las gallinas y
de esta forma contaminan los huevos (Gast et al., 1990; Keller
et al., 1995).

Por otro lado, las bacterias patdgenas y comensales pueden
contaminar los huevos comerciales en cualquier etapa de la
cadena de produccion, desde la granja hasta el consumidor
final (Marc et al., 2024). Para aumentar la vida de anaquel del
huevo, es almacenado en refrigeracion, sin embargo, esta
practica puede favorecer la contaminacion y el crecimiento de
las bacterias psicotrofas (Adam et al., 2010; Koppel et al.,
2016; da Silva et al., 2022). Las bacterias psicotrofas son muy
resistentes y son capaces de soportar entornos extremadamente
frios, entornos que inhibirian el crecimiento de otros
microorganismos (Moyer and Morita, 2007).

Algunos de los géneros con especies psicrofilas reportadas
en los alimentos son: Aeromonas, Alcaligenes,
Flavobacterium, Pseudomonas, Serriatia, Vibrio, Bacillus,
Clostridium, Listeria y Micrococcus (Garcia et al., 1993;
Lopez et al., 2006; Zheng et al., 2022; Fisayo and Onoyinka,
2023; Al-brahim et al., 2023). En particular, se sabe que los
géneros bacterianos que contaminan el huevo son: Bacillus,
Salmonella, Clostridium, Helicobacter, Pseudomonas y
Staphylococcus (Kone et al., 2013; Neira, C., Laca et al.,
2017). Algunos de estos géneros bacterianos producen toxinas
psicrotolerantes en el interior del huevo, y que estan
relacionadas con importantes enfermedades humanas (Baron et
al., 2007; Pinchuk et al., 2010; Wang et al., 2017). Sin
embargo, no se ha prestado la importancia necesaria en la
identificacidn, en las tasas de crecimiento y en los tiempos de
generacion de otras bacterias con caracteristicas psicotrofas en
los huevos comerciales mexicanos. Por lo, que el objetivo del
presente trabajo fue evaluar el efecto de la temperatura de
incubacién en la curva del crecimiento de 10 cepas bacterianas
provenientes de huevos comerciales del municipio de
Tulancingo Hidalgo, para determinar su capacidad adaptativa.

2. Materiales y métodos

2.1 Obtencién del material bioldgico

Se eligieron 10 cepas bacterias aisladas de la parte interna
de huevos comerciales de Tulancingo Hidalgo. Las bacterias
fueron identificas previamente y resguardadas en la coleccion
bacteriana del laboratorio de bacteriologia de investigacion,
del Area Académica de Medicina Veterinaria y Zootecnia del

Instituto de Ciencias Agropecuarias (ICAp) de la Universidad
Auténoma del Estado de Hidalgo (UAEH), las cuales se
enlistan en la tabla 1.

Tabla 1. Bacterias seleccionadas con su clasificacion Gram.

Clasificacion
Gram
Serratia marcescens -
Escherichia coli -
Proteus mirabilis
Staphylococcus sciuri
Bacillus circulans
Bacillus licheniformis
Enterococcus faecalis
Lactococcus lactis
Staphylococcus xylosus
Staphylococcus chromogenes

Bacteria

++ + + + + o+

2.2 Preparacion de las bacterias y determinacion de la
morfologia bacteriana

Las cepas fueron reactivadas de la crioconservacion por medio
de su inoculacion en el medio solido Mueller Hinton (BD,
Dibico), y posteriormente se verificd su pureza por medio la
tincion de Gram.

La identificacion de la morfologia de las cepas bacterianas
se realiz6 siguiendo el protocolo descrito por Aguilar-Romero
etal., 2014.

2.3 Determinacién de las curvas de crecimiento

Para determinar las curvas de crecimiento se siguié la
metodologia propuesta por (Myers et al., 2013; Katipoglu-
Yazan et al., 2023) con algunas modificaciones. Las bacterias
a evaluar fueron inoculas en caldo nutritivo (BD Bioxon) e
incubadas a 37°C por 24 horas, este proceso se repitio para
garantizar la viabilidad de las bacterias.

Las baterias fueron ajustadas al 0.5 del patrén de turbidez
de McFarland (Remel, R20421) y posteriormente se
inocularon 0.5 mL de la bacteria ajustada en 4.5 mL de caldo
nutritivo para su incubacion a las diferentes temperaturas, las
temperaturas a evaluar fueron 4°C, 15°C y 37°C, cada
evaluacion fue realizada por triplicado.

De cada repeticion se tomaron 100 uL y se colocaron en
una placa de 96 pozos para medir la absorbancia, la cual se
realizé en un espectrofotémetro (Thermo Fisher Scientific,
modelo Multiskan™ FC) a una longitud de onda de 620 nm
para obtener la absorcion (crecimiento) de cada muestra, las
lecturas se realizaron a las 0, 2, 4, 6, 12, 24, 36 y 48 horas.

2.4 Calculo de la velocidad de crecimiento de las bacterias
aisladas del interior del huevo

A partir de los datos obtenidos se calcul6 la tasa o velocidad
de crecimiento denominada con la letra griega p y el tiempo de
generacion denominado con la letra g establecidos por el
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modelo de Monod (Monod, 1949), para el crecimiento de
cultivos bacterianos utilizando la siguiente ecuacion:

__InN—InNyp
tr—t1

@)
Donde N representa el nimero de células a un determinado
tiempo y No representa el nimero de células en un cultivo
bacteriano; segun lo establecido por la ley de Lambert-Beer la
turbidez (absorcion) es proporcional a la concentracion de
particulas (Acebo-Gonzalez and Hernandez-Garcia, 2013). En
donde N = Abs. t, corresponde al tiempo dos expresado en
minutos mientras que t; corresponde al tiempo uno expresado
en minutos. Dando como resultado la siguiente modificacion a
D):
In Absy—1n Abs1
p="T @

tr—t1

Abs; corresponde a la absorcion obtenida en un tiempo dos
y Abs; corresponde a la absorcién obtenida en un tiempo uno;
esta expresion debe resultar en unidades de minutos?. Las
variables t; y t; no sufren modificaciones.

2.5 Calculo del tiempo de generacidn de las bacterias
aisladas del interior del huevo

Para calcular el tiempo de generacion (g) se usé la siguiente
ecuacion (Monod, 1949):

g =— ©)

Donde u corresponde a la velocidad de crecimiento y las
unidades resultantes deben estar expresadas en minutos.

2.6 Andlisis estadistico

Para el andlisis de las curvas de crecimiento, las bacterias
se dividieron en dos grupos de acuerdo con las absorbancias
obtenidas, el Grupo 1: Proteus mirabilis, Serratia marcescens,
Escherichia coli, Bacillus licheniformis y Staphylococcus
sciuri. Grupo 2: Enterococcus faecalis, Bacillus circulans,
Lactococcus lactis, Staphylococcus xylosus y Staphylococcus
chromogenes.

Los datos del crecimiento obtenidos por absorbancia de las
cepas bacterianas fueron sometidos al analisis de varianzay en
dependencia de la significancia, las medias se compararon
mediante la prueba de Friedman con el programa GraphPad
Prism version 10.0.0 para Windows (GraphPad Software,
Boston, Massachusetts USA).

3. Resultados
3.1 Descripcion morfolégica de las diez cepas bacterianas

Se realizé la descripcion de la morfologia de las diez cepas
bacterianas (Tabla 1). Se observo una textura lisa y color no
pigmentado, caracteristicas comunes en las cepas analizadas,
con respecto a la apariencia de los bordes de las colonias varia
entre ondulado y entero. Las elevaciones de los aislados fueron
convexas, planas y elevadas con una consistencia de suave a
dura y mucoide.

3.1 Determinacion de las curvas de crecimiento

En la Figura 1 se muestra la curva de crecimiento
correspondiente al grupo 1 en donde se observa que Proteus
mirabilis present6 la mayor velocidad de mayor crecimiento a
36 °C (Temperatura control) de los primeros minutos de

evaluacion (p<0.05), seguido de Staphylococcus sciuri, sin
embargo, esta cepa alcanzé su punto méximo de crecimiento
después de las 20 horas en comparacion con las otras cepas.
Las cepas de S. marecescens, B. licheniformis y E. coli
mostraron una velocidad de crecimiento similar sin mostrar
diferencias estadisticas significativas (p=0.05).

Proteus mirabilis y Bacillus licheniformis fueron las cepas
mas adaptadas a la temperatura de 15°C sin mostrar diferencias
estadisticas significativas a las 36 y 48 horas (p=>0.05), sin
embargo, en los primeros tiempos lectura se observd una
mayor adaptacion de Bacillus licheniformis. Aunado a lo
anterior, se observé que la bacteria con la menor adaptacién a
esta temperatura fue Staphylococcus sciuri con una
absorbancia menor al 0.2 nm.

Se determind que a 4°C Proteus mirabilis fue la bacteria
con el mayor crecimiento y fue la que mejor se adapt6 a esa
temperatura de incubacion, mostrando diferencias estadisticas
con las otras cepas (p<0.05). En comparacion con las otras
bacterias, y mostré un crecimiento maximo en un tiempo
menor a 10 horas. El resto de las bacterias han mostrado un
crecimiento bastante similar.

1.49
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Serratia marcescens
Escherichia coli
Bacillus licheniformis
Staphylococcus sciuri

Absorbancia de 620 nm
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o 1.0 . .
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0.6
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8 024
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Figura 1. Curva de crecimiento a 36°C (A), 15°C (B) y 4°C
(C) de P. mirabilis, S. marcescens, E. coli, B. licheniformis y S.
sciuri, a los tiempos 0, 2, 4, 6, 12, 24, 36 y 48 horas.
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En la Figura 2, se muestra la curva de crecimiento
correspondiente al grupo 2, donde se puede observar una mejor
adaptacién de E. faecalis a 36 °C y S. chromogenes fue la
bacteria que mostré un menor crecimiento, ademas, de mostrar
un periodo de adaptacion muy extenso en comparacion con las
otras cepas. El resto de las cepas han tenido un crecimiento
muy similar.

Aunado a lo anterior, se muestra el crecimiento a 15°C,
donde se determiné que E. faecalis fue la bacteria con una
mejor respuesta de crecimiento a esta temperatura (p<0.05). B.
circulans, L. lactis, S. xylosus presentaron un crecimiento
similar (p>0.05), y S. chromogenes fue la bacteria con la menor
adaptacion.

Con respecto al crecimiento a 4°C, se observo un
crecimiento limitado ya que se determinaron una absorbancia
por debajo del 0.1 nm, sin embargo, aun y con crecimiento
limitado E. faecalis fue la bacteria mas adaptada a esta
temperatura.

0.5
E A Enterococcus faecalis
g 047 = Bacillus circulans
w0 .
2 034 -+ Lactococcus lactis
2 T -v Staphylococcus xylosus
& Staphylococcus
'g chromogenes
[}
o
<

Enterococcus faecalis
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0.014
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Figura 2. Curva de crecimiento a 36°C (A), 15°C (B) y 4°C
(C) de E. faecalis, B. circulans, L. lactis, S. xylosus y S.
chromogenes, a los tiempos 0, 2, 4, 6, 12, 24, 36 y 48 horas.

3.2 Tiempo de generacion de las bacterias aisladas del
interior del huevo

Respecto al tiempo de generacidn expresado en la Tabla 2,
se observo que P. mirabilis fue la bacteria que mejor se ha

adaptado a 4°C, con un tiempo de generacion de 21 minutos,
repitiendo la misma tendencia a 15°C con un tiempo de
generacion de 45 minutos, finalmente a 36°C la bacteria que
mostro el menor tiempo de generacion fue E. faecalis con un
tiempo de 40 minutos. En la tabla 2 se muestra a detalle el
tiempo de generacidn para cada bacteria.

Tabla 2. Tiempo de generacion calculada en minutos para
las bacterias evaluadas.

Tiempo de generacion en

Minutos

Bacteria 4°C 15°C 36°C
S. marcescens 491 205 61
E. coli 163 86 76
P. mirabilis 21 45 62
S. sciuri 113 145 135
B. circulans 414 211 131
B. licheniformis 104 99 44
E. faecalis 100 177 40
L. lactis 268 128 177
S. xylosus 188 233 107
S. chromogenes 180 53 53

4. Discusion
Todas las colonias bacterianas no  presentaron

pigmentacion de consistencias suaves y mucoides, y con
bordes enteros. De acuerdo con Aguilar-Romero y cols., 2014,
algunas especies del género Staphylococcus no muestran
pigmentacion y presentan una forma circular coincidiendo con
nuestros resultados. En el caso del género de Escherichia
algunas colonias puede presentar un color grisaceo y de
consistencia mucoide (Aguilar-Romero et al., 2014),
caracteristicas reportadas en el presente estudio. Wakita y
cols., 2007 reportan que las colonias de Bacillus sp. forman un
anillo concéntrico y de borde irregular en el centro. En nuestras
cepas de Bacillus sp. analizadas no se observé el anillo
concéntrico, sin embargo, si presentaron bordes irregulares y
circulares.

Las cepas evaluadas fueron capaces de crecer a 36°C, con
crecimiento abundante de P. mirabilis; S. marcescens; E. coli;
B. licheniformis; E. faecalis; S. sciuri (Figuras 1 y 2). Estos
resultados son similares a los reportados por Jurado y Glzman,
2015, en donde observaron que la densidad maxima fue de
3.3x10% UFC/mL de bacterias: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermis, Streptococcus agalactiae vy
Escherichia coli cultivadas a 35°C.

En cuanto a las pruebas fisiologicas de crecimiento a bajas
temperaturas (4 °C y 15 °C), de las diez bacterias evaluadas
solo P. mirabilis, S. marcescens, E. coli, B. licheniformis
presentaron crecimiento a 15°C (Figura 1 y 2), pero
Unicamente P. mirabilis mostro un crecimiento abundante a
4°C con diferencia significativa (p<0.05) (Figura 3). Al
respecto se sabe que B. subtilis aislada de la rizosfera de plantas
de papa puede crecer a 4°C (Calvo y Zuiiiga, 2010) y Bacillus
spp. aislados de la leche cruda tienen la capacidad de crecer a
temperaturas de 2°C por un largo tiempo (Griffiths and
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Phillips, 1990), informacion que coincide con lo reportado en
el presente estudio.

Las bacterias psicrofilas son microorganismos que tienen la
capacidad de multiplicarse a bajas temperaturas y su
temperatura Optima de crecimiento es baja, aproximadamente
a 15°C o inferior e incluso a temperaturas de refrigeracion
(4°C) (Moyer and Morita, 2007).

Existen varias estrategias de supervivencia usadas por las
bacterias psicrotréficas bajo condiciones de estrés por frio,
entre las cuales destacan i) la organizacion estructural de la
envoltura celular (para el caso de Lactobacillus delbrueckii
subspecie bulgaricus CFL1) y de la membrana plasmatica con
acidos grasos ciclicos y poliinsaturados en los fosfolipidos de
sus membranas (aumentando la fluidez de la membrana)
(Schinik, 1999); ii) La produccion de moléculas
crioprotectoras como: azlcares, aminoacidos, polialcoholes y
polimeros, y algunos puede mantener la integridad de la
membrana y en mantener la osmoproteccién bacteriana
(Vivanco-Calixto et al., 2016; Hubalek, et al., 2003; Cleland
et al., 2004; Morales-Garcia et al., 2010); iii) Produccién de
polisacéridos para potenciar la tolerancia a las bajas
temperaturas como lo hace la bacteria Pseudoalteromonas sp.
SM20310 (Liu, 2013) y iv) Una disminucion de los expresion
de genes ligados al metabolismo energético y a la
incorporacion de fuentes de carbono, asi como un aumento en
la produccion de la proteina de shock por frio producida por la
bacteria  Psychrobacter arcticus 273-4 (Kuhn, 2012).
Estrategias que, no fueron evaluadas en el presente estudio, sin
embargo, podrian ser la explicacion del crecimiento bacteriano
a bajas concentraciones de las cepas evaluadas.

Proteus mirabilis es un bacilo Gram negativo, zoonético y
es el causante de infecciones urinarias y respiratorias en
pacientes humanos (Rubio-Sanchez and Lepe-Balsalobre,
2022; Villamil et al., 2006). Varios estudios han reportado la
presencia Proteus mirabilis en carne de pollo de venta al
publicoy en lesiones patoldgicas en tejidos de aves de engorda
(Guerra et al., 2023; Sanches et al., 2020; Sanches et al., 2021).
Sin embargo, la presencia de esta bacteria en el interior de los
huevos comercializados al por menor no se habia reportado;
esto podria explicarse debido a la amplia distribucion en el
ambiente de esta bacteria, ya que forma parte del microbiota
de los animales y por su capacidad de adherencia a las células
HEp-2 del tejido urinario (Drzewiecka, 2016; Sanches et al.,
2021; Espinosa-Antlnez et al., 2019). De acuerdo con lo
anteriormente mencionado, la bacteria facilmente puede
alcanzar el cascaron e ingresar al interior del huevo por un mal
manejo del producto.

El tiempo de generacion en bacterias se refiere al tiempo
que una célula bacteriana necesita para dividirse en dos por
division binaria (Baer and Keady, 2021). En condiciones
ideales de temperatura y medios de cultivos, algunas bacterias
pueden duplicarse rapidamente, mientras que otras requieren
maés tiempo. Las bacterias mesdfilas como: E. coli tiene un
tiempo de generacion de 20 minutos y Staphylococcus aureus,
necesita 30 minutos para dividirse en dos células (Zu and
Lebek, 1980; Belay and Rasooly, 2002). En contraste, con los
resultados de nuestro estudio, en donde se observé que
promedio en el tiempo de generacién de las diez bacterias

analizadas fue de 89 minutos a 36°, incluso la cepa de E. coli
necesito 76 minutos resultado que no coincide los tiempos
anteriormente descritos y la bacteria que presento un menor
tiempo de generacién fue Bacillus licheniformis con 44
minutos (Tabla 2). Asi mismo se observd una tendencia en el
aumento del tiempo de generacion de 138 minutos a 204
minutos en la mayoria de las bacterias crecidas a 15°C y a 4°C
(Tabla 2), sin embargo, Proteus mirabilis presentd un tiempo
de generacién mas corto, de 21 minutos a 4°C en comparacion
con las bacterias analizadas. En este contexto, la bacteria del
hielo marino del Artico Psychromonas ingrahamii ha
demostrado tener la temperatura de crecimiento mas baja, de
240 horas a -20 °C (Breezee and Staley, 2004). El crecimiento
bacteriano no es infinito ni constante debido a diversas
variables, como especies, temperatura, pH Yy nutrientes
disponibles, y el tiempo de generacién es crucial para
comprender como las bacterias se multiplican y se adaptan a
cualquier entorno.

5. Conclusiones

Las bacterias evaluadas presentaron diferencias en la adaptacion a
las diferentes temperaturas evaluadas. Las bacterias evaluadas
muestran un estado de latencia al ser sometidas a 4°C, sin
embargo, P. mirabillis fue la mas adaptada con un tiempo de
generacion de 21 minutos a una temperatura de 4°C. Lo
anterior pone en evidencia que el mantener los huevos en
refrigeracion(4°C) no garantiza que se detenga el crecimiento
de las bacterias y generen alteraciones en este.
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