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	Resumen

	En este estudio, se observó una disminución en la cantidad de log10 UFC/mL de B. cereus cuando se aplicaron sales de amonio cuaternario, las cuales presentaron actividad residual. La aplicación de radiación UV en huevos enteros en 5 minutos disminuye el crecimiento microbiano de B. cereus.
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	Abstract

	This study observed a decrease in log10 CFU/mL of B. cereus after applying quaternary ammonium salts, indicating residual activity. Additionally, exposing whole eggs to UV radiation for 5 minutes reduced the microbial growth of B. cereus.
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	Introducción

	El huevo es un alimento altamente nutritivo y económico, fuente de proteínas de excelente calidad, provee 18 vitaminas y minerales, con un aporte calórico moderado (150 kcal/100 g) y tiene una gran versatilidad culinaria (1,2). México es el principal consumidor de huevo a nivel mundial; se estima que para el 2030, el consumo de huevo per cápita alcanzará los 32,92 kg por año (cerca de 527 huevos) (3).

	Los huevos y sus derivados pueden contaminarse por diferentes tipos de microorganismos, incluyendo bacterias patógenas, y presentar un riesgo para el desarrollo de enfermedades transmitidas por alimentos en los consumidores (4,5). La calidad microbiológica de los cascarones de huevo y productos relacionados es de particular importancia cuando son utilizados para la elaboración de alimentos susceptibles como cremas, postres, carnes y productos del mar (6). En la microbiota del cascarón, los microorganismos Gram positivos son los más prevalentes, probablemente debido a su habilidad para tolerar condiciones extremas (7).

	El grupo Bacillus cereus incluye bacterias en forma de bacilo, Gram positivas, formadoras de endosporas que pueden causar intoxicación alimentaria (8). B. cereus puede persistir y sobrevivir en condiciones ambientales adversas por la producción de endosporas y la formación de biopelículas (9). B. cereus se ha encontrado en granjas avícolas relacionado con la dispersión del polvo, alimentadores y al granjero como las principales rutas de contaminación de cascarones de huevo (6). Sin embargo, también se ha reportado en cascarones de huevos de mesa en México (10). Por lo anterior, el objetivo de este estudio es determinar la actividad bactericida de distintos desinfectantes frente a B. cereus en cascarones de huevos inoculados artificialmente

	Métodos

	Cepas bacterianas: en este trabajo, se utilizó la cepa de Bacillus cereus ATCC14579, la cual se encontraba congelada en caldo BHI al 40% de glicerol a -20°C. La reactivación de la cepa se realizó por inoculación en agar infusión cerebro corazón (BHI) y fue incubada a 37°C por 24 h. 

	Selección de huevo de gallina: se compraron huevos de gallina de cascarón blanco de una marca comercial, la cual se distribuye empaquetada en cartón grueso y con una fecha mínima de 20 días antes del día de término del consumo preferente. 

	Inoculación artificial de cascarones de huevo y huevos enteros: se utilizaron tanto huevos de mesa enteros como porciones de 1 cm² de cascarón. Ambos fueron inoculados con 1x105 UFC/mL de un cultivo líquido de 24 h de la cepa B. cereus ATCC 14579. Los huevos y los cascarones se mantuvieron estáticos hasta que el inóculo se absorbió completamente.

	Aplicación de métodos de desinfección en huevos enteros de gallina: se utilizaron métodos de desinfección físicos y químicos. Para los físicos, se utilizó radiación ultravioleta (UV) mediante cámara UV (Esterilizador UV Eco-UV, USA), en la cual se colocaron huevos previamente inoculados durante 5, 10, 15 y 30 minutos. En el caso de los químicos, se utilizó etanol comercial desnaturalizado al 70% y 200 ppm de sales de amonio cuaternario (SAC), los cuales se aplicaron por dispersión en la superficie del huevo y se dejaron secar hasta evaporación. 

	Recuperación del crecimiento bacteriano después de la desinfección de huevos enteros: una vez aplicados los métodos de desinfección, los huevos fueron lavados con 1 mL de caldo tioglicolato para recuperar los microorganismos no eliminados durante la desinfección. Del lavado recuperado, se realizaron diluciones seriadas en factor 10. Las diluciones fueron inoculadas en Agar Soya Tripticaseina (BD Bioxon). Las placas fueron incubadas durante 24 h a 37°C. Se realizó el conteo de UFC y los resultados se expresaron en log10 UFC/ mL

	Aplicación de métodos de desinfección químicos en cascarones de huevos de gallina: por otro lado, los cascarones de huevo de gallina fueron desinfectados como superficie porosa de acuerdo con el método de prueba AOAC 991.48 (11), el cual consistió en cortar porciones de cascaron de huevo de 1 cm2 e inocular 10 µL de inóculo bacteriano de un cultivo liquido de 24h y dejándose secar durante 15 a 20 minutos, posteriormente mediante rociado se aplicaron SAC (200 ppm) o etanol al 70%. Para el control libre de inóculo solo fue aplicado el rociado de desinfectantes. Cada porción de cascarón desinfectado fue colocada en 1 mL de caldo tioglicolato (BD Bioxon) y se incubó durante 20 min. Posteriormente, se realizaron diluciones factoriales 1:10. Las diluciones fueron inoculadas por dispersión en placas de Agar Soya Tripticaseina (BD Bioxon) e incubadas durante 24 h a 37 °C. Una vez transcurrido el tiempo, se realizó el conteo de UFC y los resultados se expresaron en log10 UFC/mL.

	Actividad residual de los desinfectantes químicos: se cortaron trozos de cascarón de huevo de 1 cm² y se aplicó desinfección mediante rociado de sales de amonio cuaternario (200 ppm) o etanol al 70%. Cada trozo de cascarón tratado fue colocado en 1 mL de caldo Infusión cerebro corazón (BD Bioxon), posteriormente fue inoculado con 20 µL de la cepa B. cereus ATCC14579 e incubado a 37 °C durante 24 h. Una vez transcurrido el tiempo, se determinó el crecimiento microbiano mediante la lectura en espectrofotómetro a 600 nm. 

	Análisis estadístico: los resultados son expresados en media y desviación estándar y son el resultado de tres repeticiones en dos momentos independientes. Se utilizó como prueba estadística ANOVA con análisis post hoc de Dunnett. Se consideraron como estadísticamente significativos los valores de p menores que 0.05.

	Resultados

	En este estudio, en el caso de desinfectantes químicos se observó una disminución en la cantidad de log10 UFC/mL de B. cereus cuando se aplicaron SAC tanto en huevos enteros como en cascarones de huevo (Figura 1). Mientras que, para el caso del etanol al 70% solo se observó una disminución cuando se aplicó en cascarones de huevo (Figura 1).

	[image: Image]Figura 1. Disminución del crecimiento bacteriano de B. cereus en huevos enteros y cascarones de huevo por la aplicación de desinfectantes químicos. 1a) desinfección en huevos enteros. 1b) desinfección en cascarones de huevo. SAC (sales cuaternarias de amonio). Prueba estadística de ANOVA con post hoc de Dunnett, ** p<0.01, *** p<0.001.

	En el caso de los desinfectantes físicos, la aplicación de radiación UV en huevos enteros en 5 minutos disminuye el crecimiento microbiano de B. cereus (Figura 2). Visualmente no se encontraron cambios en el cascaron, clara y yema de huevos tratados con radiación UV (Figura 2).

	[image: Image]Figura 2. Disminución del crecimiento bacteriano de B. cereus en huevos enteros por la aplicación de radiación UV. 2a) Disminución del crecimiento de B. cereus con respecto al tiempo. 2b) Cascarón, clara y yema de huevos tratados con 30 minutos con radiación UV.

	En el caso de los desinfectantes químicos también se determinó la actividad residual de estos, encontrándose que el alcohol no tiene actividad residual, ya que permite el crecimiento de B. cereus después de la desinfección, al contrario de las SAC que inhibieron el crecimiento (p<0.01) (Figura 3).

	[image: Image]Figura 3. Actividad residual de desinfectantes químicos contra B. cereus. El crecimiento se determinó por absorbancia a 600 nm. SAC, Sales de amonio cuaternario. Prueba estadística de ANOVA con post hoc de Dunnett, ** p<0.01.

	Discusión

	El huevo es un alimento que puede contaminarse por transmisión vertical durante el desarrollo del huevo en el ovario o por contaminación horizontal a través de la contaminación del cascarón (12). Por lo anterior, se han buscado diversas estrategias para prevenir ambos tipos de contaminación, desde la aplicación de vacunas contra ciertos microorganismos (por ejemplo, Salmonella spp.) en gallinas, hasta el uso de desinfectantes químicos y físicos a nivel industrial, para la desinfección de cascarones de huevos contaminados de manera horizontal (13,14). Altos niveles de microorganismos en los cascarones de huevos pueden incrementar el riesgo de penetración microbiana del cascarón, la contaminación del contenido del huevo y la contaminación cruzada de otros huevos (15).

	En cuanto a la desinfección del huevo de mesa, existen estudios relacionados con la eliminación de Listeria monocytogenes, especies de Salmonella y patotipos de Escherichia coli (12,16-21). Sin embargo, no se ha determinado la eficacia de métodos de desinfección en cascarón de huevo que inhiban a B. cereus, aun cuando este microorganismo se ha reportado en cascarones de huevos (6,10).

	Para desinfectantes físicos, en ambos métodos probados se encontró una mejor actividad antimicrobiana por las SAC contra B. cereus. Las SAC son surfactantes catiónicos altamente reactivos contra la membrana celular de bacterias, hongos y virus envueltos; estas sales pueden afectar la fluidez de la membrana, interferir en la hidrofobicidad y las interacciones electrostáticas lípido-proteína, así como alterar la asimetría en el ordenamiento de lípidos (22).

	En cuanto a la aplicación de la radiación UV, se ha reportado en B. subtilis la disminución del crecimiento microbiano en los primeros cinco minutos aplicados del tratamiento (23), lo cual coincide con lo encontrado en este estudio con una especie relacionada, en este caso B. cereus. 

	También, se evaluó la actividad residual de los desinfectantes químicos, encontrando que solo las SAC presentaron actividad residual contra este microorganismo. La actividad residual de las SAC se atribuye a que al secarse forman una delgada capa sobre la superficie, que provee actividad antimicrobiana por periodos mayores de tiempo (24).
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