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Resumen

Los huevos comerciales son vulnerables a la contaminacion por microorganismos comensales y patdogenos, 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 realiz6 una descripcion morfologia de las cepas y se determind su crecimiento, asi como
su tiempo de generacion 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.
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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 Debido a la alta produccion y demanda en el consumo de este

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 ef al.,
2017). El huevo es uno de los alimentos incluidos en la
canasta basica y de la dieta mexicana con un consumo anual
per capita de 24 kg, (UNA, 2023). En cuanto, a la produccion
a nivel nacional segun el Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) en el afio 2023, se
produjeron 3 millones 172 mil toneladas (SIAP, 2023).

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

producto, se requiere garantizar la calidad en la cadena de
produccién y suministro del huevo. En México existe una
Norma Oficial Mexicana que establece los estindares para el
recuento total de bacterias mesofilas aerobias (5x10* UFC/g),
de coliformes totales (< 3 niimero mas 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 poblacion desconoce el 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
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posible carga microbiana del cascaréon (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
cascaron 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 patdégenas 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;
Loépez 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
identificacion, 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
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. Materiales y métodos
2.1 Obtencion del material biologico

Se eligieron 10 cepas bacterias aisladas de la parte interna
de huevos comerciales de Tulancingo Hidalgo. Las bacterias
fueron identificadas 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

Bacteria

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

o+ o+ o+ o+

Staphylococcus chromogenes

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 s6lido Mueller Hinton
(BD, Dibico), y posteriormente se verificd su pureza por
medio de 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 Determinacion de las curvas de crecimiento

Para determinar las curvas de crecimiento se siguid 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
repiti6 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 incubacién 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 puL y se colocaron en
una placa de 96 pozos para medir la absorbancia, la cual se
realizd en un espectrofotometro (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 vpartir de los datos obtenidos se calculd 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 modelo de Monod (Monod, 1949), para el
crecimiento de cultivos bacterianos utilizando la siguiente
ecuacion:
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Inln N — Iniln No
=T M
2

1

Donde N representa el numero de células a un
determinado tiempo y N, 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  and
Hernandez-Garcia, 2013). En donde N = Abs. t, corresponde
al tiempo dos expresado en minutos mientras que ¢
corresponde al tiempo uno expresado en minutos. Dando

como resultado la siguiente modificacion a (1):
Inln Absz—lnln Abs1
H=—""= &)

2 1

Abs, corresponde a la absorcion obtenida en un tiempo
dos y Abs; corresponde a la absorcion obtenida en un tiempo
uno; esta expresion debe resultar en unidades de minutos™.
Las variables #,y ¢, no sufren modificaciones.

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

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

_ Inln2
= iz 3)

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

2.6 Analisis estadistico

Para el analisis 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 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 morfologica de las diez cepas bacterianas

Se realizd 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 presentd 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 alcanzo su punto maximo 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 observd que la bacteria con la menor
adaptacion 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 adaptd a esa
temperatura de incubacion, mostrando diferencias estadisticas
con las otras cepas (p<0.05). En comparacion con las otras
bacterias, y mostré6 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 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,
2,4,6,12,24,36y 48 horas.

En la Figura 2, se muestra la curva de crecimiento
correspondiente al grupo 2, donde se puede observar una
mejor adaptacion de E. faecalis a 36 °Cy 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.
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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.
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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,
2,4,6,12,24,36y 48 horas.

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

Respecto al tiempo de generacion 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
mostr6 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 generacion 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 pueden 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 observo 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 1y 2). Estos
resultados son similares a los reportados por Jurado y
Guzman, 2015, en donde observaron que la densidad maxima
fue de 3.3x10'° UFC/mL de bacterias: Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermis, Streptococcus agalactiae y
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 mostré 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 Zuiiga, 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 Phillips, 1990), informacién 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).
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Existen varias estrategias de supervivencia usadas por las
bacterias psicrotroficas 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); i) La produccion de moléculas
crioprotectoras como: azlcares, aminoacidos, polialcoholes y
polimeros, y algunos puede mantener la integridad de la
membrana y en 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) Una disminucién 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, zoonoético 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
publico y en lesiones patologicas en tejidos de aves de
engorda (Guerra ef 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-Antinez
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
mas tiempo. Las bacterias mesoéfilas como: E. coli tiene un
tiempo de generaciéon 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 observd
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 resultado que no coincide los tiempos
anteriormente descritos y la bacteria que presenté un menor
tiempo de generacion fue Bacillus licheniformis con 44
minutos (Tabla 2). Asi mismo se observé 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 generacion 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 y nutrientes disponibles, y el tiempo de
generacion es crucial para comprender como las bacterias se
multiplican y se adaptan a cualquier entorno.

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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