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EV ALUACION DEL PROCEDIMIENTO MICBOBIOLOGICO 
DE CILINDRO EN PLACA PARA LA DETERMINACION 

DE RESIDUOS DE PENICILINA, ESTREPTOMICINA 
Y TE'tRACICLINA EN LECHE 

La leche es reconocida como un alimento 
casi perfecto que debe formar parte de la 
dietD. diaria de los individuos jóvenes, cspe­

cialmP.nte de los niños. Para que este produc­
to pueda cumplir su función al máximo, es 
necesario que no sea vehículo de sustancias 
que pudieran ser potencialmente dañinas a 
la salud humana. Dentro de los requisitos 
estipulados por el reglamento del Control 
Sanitario de la Leche, de la S.S.A., se seña­
la que ésta debe estar libre de antibióticos 
y otros compuestos bacteriostáticos (Diario 
Oficial, 1976). Sin embargo, estudios re­
cientes intlicau que la mayoría de las le­
ches comerciales en México, están conta­
minadas con antibióticos en niveles cada 
vez más elevados (Muciño y Trujillo, 1978; 
Aguirre, Díaz y Pérez, 1980; Velázquez y 
González, 1979; Velázquez, Pérez y Gon­
zález, 1980a y 1980b). 

Para garantÍLar la calidad sanitaria de 
la leche es indispensable disponer de pro. 
gramas de muestreo adecuados y de méto­
dos, tanto cualitativos como cuantitativos, 
que pennitan detectar los diferentes anti· 
bióticos. Las técnicas microbiológicas re· 
comendada5 por la Food and Drug Admi­
nistration son ampliamente aceptadas como 
procedimientos para establecer contamina· 
clones de la leche por antibióticos (Kramer 
et al., 1968; AOAC l9BO). Por tanto, 
el objetivo de este trabajo es presentar una 
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evaluación del procedimiento mictobioló· 
gico de cilindro en placa, que permite de­
terminar cuantitativamente la preaencia de 
residuos de penicilina, estreptomicina o te. 
traciclina en leche. 

Experimento l. Este experimento se rea­
lizó con objeto de establecer los límites 

· mfnimos de detección de residuos de los 
antibióticos penicilina, estreptomicina y tc­
traciclina en leche, siguiendo el procedi­
miento microbiológico de cilindro en placa 
(Kramer et al., 1978). A partir de están· 
dares de referencia U.S.P. se prepararon so· 
luciones de penicilina G potásica ( 1,000 
lil/ml), sulfato de estreptomicina ( 1,000 
mcg/ml) y clorhidrato dP. tetraciclina 
(1,000 mcg/ml). A partir de estas solu­
ciones se prepararon las concentraciones fi­
nales para la curva patrón, empleando co­
mo diluyente leche libre de antibióticos. 
Estas concentraciones aparecen en el Cua­
dro L Se efechJaron 3 análisis por cada 
antibiótico. 

Experimento 2. Se realizó este experi­
mento con el objeto de evaluar la especifi­
cidad de esta técnica para la determinación 
de r(l$iduos de antibióticos. Se obtuvo le­
chP. lihrP. dP. antibióticos qtte fue llividida 
en 8 partes y a las que les fue agregada 
una o diferentes combinaciones de los an­
tibióticos penicilina, estreptomicina y te· 
traciclina. El Cuadro 2 representa los di· 
ferentes tratamientos probados, así como 
los niveles de cada uno de los antibióticos. 
A las 24 hs después de la adición de los 
antibióticos, a cada una de las soluciones 
les fue detenninada la presencia de anti· 
bióticos, siguiendo el procedimiento especl-

61 



CuADRO 1 

Concentraclanes usadas para el estableclmlento de las curvas patrón 

ADtibi6&o Coneentraeionea 

Penicilina Ul/ml 

Estreptomicina mcg/ml 

Tetraciclinaa mcg/ml 

0.00625 

0.0625 

0.025 

0.0125 

0.125 

0.05 

0.025 

0.250 

0.1 

0.05b 

0.5b 

0.2b 

0 . 1 

1.0 

0.4 

0.2 

2.0 

0.8 

• Se prepara cada concentración 3 veces mayor y se diluye con Sol. Buffer de fosfatos 0.1 M, 
pH 4.6, al momento de utilizarse. 
Concentraciones medias de referencia. 

fico para cada antibiótico. Se efectuaron 
tres repeticiones para cada tratamiento. 

Para la cuantificación de residuos de pe· 
nicilina se empleó el medio de Grove y 
Randall Núm. l * a un pH de 6.6 y una 
cepa de Sarcina lutea ATCC-9341. La incu· 
bación a 30°C fue de 18 hs. Para la cuan· 
tificación de residuos de estreptomicina se 
empleó el medio especial para antibióticos 
Núm. 34 (Freeman, Johnson y Gerth, 
1977) a un pH de 8.0 y una cepa de Ba· 
cillus subtilis ATCC-6633. La incubación a 
37°C fue de 18 hs. Para la valoración de 
residuos de tetraciclina se empleó el medio 

CUADRO 2 

Combinaciones y concentraciones 
de diferentes antlbl6tlcos aftadldos a leche 

ADtibi6ti<o a4adido 
Tratamiento---------- - -­

N6mero• 

1 
2 
3 
4 

·s 
6 
7 

Penicilina 
Ul/ml 

0.1 

0.1 
0.1 

O. I 

Eatreptomicina Tetracidina 
mc•/ml -•l ml 

0.5 
0.4 

0.5 
0.4 

0.5 0.4 
0.5 0.4 

. Se realizaron tres repeticiones por trata· 
miento. 

* Medios Núms. 1 y 2 de Grove y Randall para 
antibióticos. Artículos Núms. 5272 y 5270, Merck· 
México, S.A. 

u Artículo Núm. 5271 (ajustar al pH indi· 
cado) Merck-México, S.A. 
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de Grovc y Randall Núm 8 •• a un pH de 
5.7 y una cepa de BaciUus cereus var. 
mycoides ATCC-11778. La incubación a 
30°C fue de 18 hs. En las tres pruebas se 
utilizó como· diluyente leche libre de anti· 
hióticos. 

Preparación del lnóculo 

Para la preparación del inóculo de Sar· 
cina lutea se empleó un cultivo de 24 hs 
en tubo inclinado con medio de Grove y 
Randall Núm. 1, se resembró en botella de 
Roux con 250 mi del mismo medio y se 
cultivó durante 24 hs a 35-37°C. Se cose­
chó con 50 ml de solución fisiológica (sus­
pensión madre de bacterias) . 

Las preparaciones de inóculos de BaciUus 
subtilis y de Bacillus cereus var. mycoides 
se hicieron de la siguiente manera: después 
de cosechados de la botella de Roux con 
50 mi de solución fisiológica se calentaron 
durante 30 minutos a 70°C con objeto de 
promover esporulación. Se centrifugaron a 
1,500 rpm durante 3 minutos, se decantó 
el sobrenadante y se resuspendió en 50 ml 
de agua destilada (suspensión madre de 
esporas). 

Medio lnóculo 

El medio inóculo se prepara con lOO mi 
del medio correspondiente, a 50°C, al que 
se agrega 0.5-l.O ml de suspensión madre 
de bacterias o de esporas. 

En el Cuadro 3 se presentan los niveles 
de detección de residuos de antibióticos en 
leche por este método. Como puede obser· 
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CUADRO 3 

NlvelaJ de detecci6a de reslduoe 
de aatlbl6tlcoe en leche 

Penicilina Ul/mJ O.ól 

Eetreptomicina mea/mi O. 1 

Tetracicli~~a O. 06 

0.2 

2.0 

0.8 

varse, el nivel mmimo de dete<:ción de pe· 
nicilina fue de 0.01 UI/ml. _para la estrep· 
tomicina fue de 0.1 mcg/ml y para la te· 
lraciclina el límite mínimo fue de 0.05 
mcg/ml. Con objeto de obtener la sensibi· 
lidad requerida, se estableció el límite má· 
xirno en el rango que se presenta en el 
Cuadro 3 para cada antibiótico. Si la leche 
contuviera niveles de antibióticos más altos, 
se harían diluciones de la misma. 

En el Cuadro 4 se presentan los valores 
de las correlaciones entre concentración de 
antibiótico!! y diámetro de zona de inhibí· 
ción. En general, estos valores pueden con· 
siderarse aceptables, especialmente en el 
caso de la tetraciclina, en donde la correla· 
ción fue casi l. Por lo tanto, la sensibili· 
dad de detección mínima por estos prooe­
dimientos es lo suficientemente alta para 
considerarlos seguros en programu de ve· 
rificación con leches comerciales, ya que 
las concentraciones esperadas en leches con· 
laminadas caen en lll!te rango (Velázque-L y 

Pérez, 1978; Velázquel. Péres y Goaú· 
Jez, 1979; V elúquez, Pérca y G.oaáka, 
19roa y 1980b). 

Como puede apreciaiSe en el Cudro 5 
y las Fotografías, 1a especificidad demoe­
trada por eatos procedimientos es altamen­
te confiable. Todas las muestras que OOD· 
terúan penicilina, ya íuera como único con· 
taminante o oombinada con otros, IDCJitra. 
ron la presencia de este antibiótico. Las 
muestras que no contenían penicilina pero 
l!Í otros antibióticos, dieron resultado nega· 
tivo a la penicilina. 

De igual manera las muestras que conte· 
nían estreptomicina o tetracielina solas o 
en combinación con otros, fueron positivas 
cuando se determinaron a través de su pro· 
cedimiento específico. Por otro lado, las 
muestras que no contenian el antibiótico 
fueron negativas. 

La característica de eetos procedimientos. 
de detectar específicamente al antibiótico 
en cuestión, se debe a que las condiciones 
de la prueba. como lo ea el tipo de bacteria 
utilizada,. los amortiguadores usados, la tcm· 
peratura de incubación y los diferentf'jl me· 
dios de cultivo, por un lado elevan al grado 
óptimo las condiciones para que el anti· 
hiótico buscado ejerza su máxima acción 
y por otro lado bloquean la acción de otros 
antibióticos contaminantes de lo muestra 
(Freeman, Johnson y Gerth, 1977; A.O.A. 
C., 1975). Hay que recalcar que las con· 
diciones descritas en este trabajo, permiten 
discriminar sólo las acciones de diferentes 
familias de antibióticos. Para poder dile· 

CUADRO 4 

Correlae16n entft eoncentracl6n de reslduoa de .ntlbl6tlcoa en leche y dlúnetro 
de la zona de lllhlbicl6n. Se presentan también 1011 valores de tntenecd6o 

y la pendiente de la curva 

Penicilina 

Estrertomieina 

Tetracldina 

F(la-m~ala d41 .r.arN!óu: y = m.x + b 
dOllde: y = «m<!entracl6n 

0.8022 

0.8418 

0.9961 

• 
0.0822 

1.4338 

0.2218 

x = 4lametro de la :rona de lnhlblclón (mm) 
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b 

0.0082 

0.1268 

0.0212 
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CUADRO 5 

Diámetro de lnhlblclón de creclmlenta debido a la. presencia de antibióticos 

Tratamiento 

1 (P) 

2 (E) 

3 (T) 

4 (P +E) 

5 (P+T) 

6 (E+ T) 

7 (PET) 

Penicilina 

Eo¡¿ndar 

20.4 ± .92 

20.7 ± .60 

10.8 ± .20 

20.5 ± .47 

10.4 ± .49 

19.7 ± .23 

19.8 ± 1.21 

Muestra 

20.9 ± . 17 

NI 
NI 

20.3 ± .41 

20.6 ± .28 

NI 
20.0 +.55 

Antihiótico detectado (aooa de iDhibicicSn mm±d..,v. eot.)a 

Eotreptomicina 

Es~dar Mueatra 

16.7±.30 NI 
17.3 ± .81 16.7±.81 

17.3 ±.51 NI 
17.3 ± .41 17.0 ± .41 

17.3 ± .26 NI 
17.4 ± .70 16.9 ± .61 

17.4 ± .47 16.6 ± .61 

~ P, Penicilina; E, Estreptomicina; T, Tetraclcllna; NI, No lnhlblclón. 
C"l • Para la determinación de cada antibiótico se siguió el procedimiento especifico plfra cada uno. z p 
~ 
C"l 

~ , 
¡¡: 

Eato(ndar 

18.9 ± .65 

18.7 ± .37 

19.3 ± .30 

19.4 +.58 

19.5 ± .20 

18.7 + .72 

19.1±.61 

Tetracidina 

Mueatra 

NI 
NI 

18.4 ± .70 

NI 
18.3 ± .40 

17.8 ± .35 

17.9 ± .66 



FOTOGRAFIA la 

Fotografías demostfando las zonas de inhibición 
del Cfecimiento bacteriano debido a la presencia 

de antibióticos. 

la. Procedimiento específico para la cuantifica· 
ción de penicilina. Puede observarse que todas 
las pruebas que contenían penicilina causaron 
inhibición del crecimiento bacteriano; en ninguna 
de las pruebas que no contenían penicilina hubo 

inhibición. 

lb. Procedimiento específico para la cuantifi­
cación de estreptomicina. Puede observarse que 
todas las pruebas que contenían estreptomicina 
causaron inhibición del crecimiento bacteriano; 
en ninguna de las pruebas que no contenían es· 

treptomicina hubo inhibición. 

le. Procedimiento específico para la cuantifica· 
ción de tetraciclina. Puede observarse que todas 
las pruebas que contenían tell'aciclina causaron 
inhibición del crecimiento bacteriano: ' en nin~~:una 
de las pruebas que no contenían tetraciclina hubo 

inhibición. 
FOTOGRAFIA le 

NOTA: En todas las cajas de Petri se colocaron, en forma alternativa, muestras de leche q.ue 
contenían estándares del antibiótico específico para el procedimiento usado. En todas las caJaS 
de Petri pueden observarse las zonas de inhibición ocasionadas por estos estándares. 



renciar antibióticos homólogos, deberán 
usarse otros procedimientos. 

Como conclusión de estos experimentos, 
se puede afirmar que la técnica microbio· 
lógica de cilindro en placa, para cuantifi. · 
car residuos de antibióticos en leche es 
suficientemente exacta y sensitiva, y que 
puede utilizarse con confianza y seguridad 
para establecer si una leche está o no con· 
taminada con antibióticos. 

Summary 

Milk is considered a nearly perfect food 
that should be part of the daily diet of all 
young individuals, mainly children. For 
the same reason, it is indispensable that 
this product must be free of any contami· 
nant potentially dangerous to human 
health, such as antihiotics. 

Therefore in order to guarantee the qua· 
lity of the milk it is necessary to have prac· 
tical and sensitive screening techniques. 
The microbiologic methods used for detec· 
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ting antibiotics in milk are widely used 
and have been accepted as the officiaJ 
method by many sanitary agencies in many 
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