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Se empled un método microbiolégico de disco en placa con medio de cuitivo PM-| (Difco, codigo 1800), esperas
de Bacillus stearothermophilus e incubacién a 55C durante 4 h = 0.5 h. Se establecieron los limites de deteccién,
las curvas estandar y las ecuaciones de regresion con huevos libres de antibidticos, contaminados experimen-
talmente con seis concentraciones por cada antibidtico, cada dilucién doble de la anterior. Se contaminé huevo
libre de antibitticos con cantidades conocidas de cada antibibtico y se determiné cuantitativarmente frente al
estandar correspondiente. El porciento de recuperacién fue del 88 al 100%. Se efectud una encuesta entre diez
productores con muestras al azar de 10 huevos por cada uno. El 60% de los huevos ensayados estaba

contaminado con antibiéticos.

El huevo reviste gran importancia como
alimento basico para el mexicano, razén por
la que abordamaos este trabajo, tendiente a
encausar una produccién de huevo libre de
residuos de antibiéticos.

La abundante cantidad de antibidticos
que existen actualmente, asi como su uso
indiscriminado han hecho aumentar los pro-
blemas de salud publica'®'"'®. esto es va-
lido para el huevo y son numerosos los
trabajos gue hacen hincapié en

361216,17,18,19 ; .
elio . La presencia de resi-
duos de antibidticos en el huevo puede oca-
sionar trastornos que van desde la resisten-
cia bacteriana a los antibiéticos, alergia,
ototoxicidad, neurotoxicidad, anemia
aplastica, lesiones neuronales e incluso la
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La neomicina se emplea como aditivo en
alimentos suplementados para aves (70-140
a/t) o en combinacidn con oxitetracicling; la
estreptomicina en alimentos suplementa-
dos, para mejorar la eficiencia alimenticia,
incrementar la ganancia de peso, combatir
enfermedades bacterianas y mejorar la efi-
ciencia en la produccion de huevo. Con
fines semejantes se emplean penicilina, es-
treptomicina, etitromicina, cloranfenicol y
otr033’4’7’12‘{6‘17'18, Durante mucho tiempo
la agencia de USA Food and Drug Adminis-
tration (FDA) no recomendo un metodo mi-
crobiologico para la determinacion de algu-
nos antibidéticos en huevo, como
estreptomicina y neomicina, cuyos microor-
ganimos de prueba son Baciflus subtilis y
Bacillus stearothermophilus respectiva-
mente, microorganismos que son inhibidos
por la lisozima que contiene el huevo®®.
Posteriormentela FDA recomendélainactiva-
cién de la lisozima por calentamiento a 85 C



para efectuar la localizacién de antibiéticos
en huevo.

El método microbiolégico de disco en
-placa, con medio PM-I (Difco), esporas de
Baciltus stearothermophilus, con incuba-
cién a 55 C durante 4 h, puede ser muy
eficaz para detectar residuos de antibiéticos
en huevo, si se inactiva la lisozoma del hue-
vo por calentamiento a 85 C durante diez
min, se efectlia una extraccion del antibidti-
co presente con solucién de fosfatos, amor-
tiguadora de pH y se eliminan particulas en
suspension del extracto por centrifugacion.

Los objetivos de este trabajo fueron va-
lorar la utilidad practica de la técnica en
estudio, para demostrar la presencia de re-
siduos de los antibidticos penicilina, tetraci-
clina, eritromicina, estreptomicina, neomici-
na y cloranfenicol en huevo. Demostrar la
presencia ¢ ausencia de residuos de anti-
bidticos en huevo obtenido en muestras de
granjas productoras o del mercado.

El método que se utilizdé se ajustd al
siguiente esquema: medio de cultivo espe-
cial para ensayo de penicilina (PM-1, Difco),
esporas de Bacillus stearothermophilus, in-
cuacion a 55 C durante 4 h = 0.5 h, para
detectar residuos de peniciling, estreptomi-
cina, neornicina, tetracicling, eritromicina y
cloranfenicol en huevo. Para control se em-
plearon antibidticos estandar de referencia,
oficiales en México, dellaboratorio Nacional
de Salud*. El método fué evaluado en 1982
para determinacion rapida de penicilina en
leche® . Paraaplicarlo ala determinaciénde
residuos de antibidticos en huevo, se esta-
blecieronlas curvas estdndar compensadas
para cada uno de los seis antibidticos en
estudio. Estas curvas de seis puntos dan
lugar a un método sencillo que hace una
prueba completa con dos cajas petri, con
cuatro concentraciones estandar del anti-
bidtico y dos de la muestra en cada caja,
seglin quedd demostrado por Brady y
Katz'.

Se emplearon también medio agar tripti-
caseina, agar nutritivo con manganeso para

* Lab. Nac. de Salud, Calz. de Tialpan 4492, C.P.
14050.

esporulacién; medio para antibidticos No 4,
para cuenta de esporas, soluciones de fos-
fatos amortiguadoras de pH 4.5, 6.0 y 8.0;
solucion salina estéril al 0.9%, discos, dis-
cos de papel fitro S. & S. de 13 mm de
didmetro y cajas petri desechables de 100 x
10 mm.

Después de obtener un cultivo de B.
stearothermophilus con 80% de esporas, de
cosecharlas y determinar su concentracion
por cuenta de esporas en medio No. 4, se
ajustéla concentraciéna 4 x 10° UFC/ml, de
los cuales se agregd 1 mi por cada 100 ml
de medio a 50 C. Se sirvié 10 ml en cada
caja petri. Estas cajas se conservaron en
refrigeracién en holsas de plstico hasta por
dos semanas.

Para el desarrollo de este trabajo, se
dividio en cuatro experimentos: No. 1.- Pre-
paracion y confirmacion de huevo libre de
antibidticos (H.L.A.}. No. 2.- Contaminacién
experimetnal de H.L.A. con antibidticos, pa-
ra establecer curvas estandar. No, 3.- Valo-
racién del contenido en residuos de cada
antibiético, enlas diversas concentraciones
que forman una curva estandar. No. 4.- En-
sayo de huevos muestra, para determinar la
presencia o la ausencia de contaminacion
por residuos de antibidticos, en huevo del
mercado.

Los pasos que se siguieron en cada ex-
perimento fueron;

Experimento No. 1.- H.L.A.

A.- Preparacion y muestreo: En una granja
se separaron diez pollitas alas que no seles
aplicé antibitticos desde dos semanas an-
tes de iniciar la postura; de los huevos pro-
ducidos se colectaron 60, al azar.

B.- Confirmacion de que el huevo es H.L.A.
Se efectud el ensayo de cada huevo con la
técnica microbioldgica de disco en placa.
todos fueron H.L.A. Se formaron seis lotes
de diez H.L.A. cada uno, para establecer
seis curvas estandar.

C.- Procedimiento: Se emple6 Ia técnica
microbiolégica de disco en placa, con
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“m,edio PM-1, de pH 7.8, con 4x10% UFC/100
ml. de medio {medio indculo). Se peséd en
tubos contapdnde rosca2 g de H.L A, se
agregd 4 g de solucién amortiguadora de
fosfatos, de pH 6.0, para una dilucion final
de 1:3; se homogeneizd. Se calentéa85 C
durante 10 min, para inactivar lalisozima; se
dejb enfriar atemperatura ambiente. se cen-
trifugd a 3000 rpm para retirar del sobrena-
dante particulas que podrian entorpecer la
difusién en el medio. Se impregnaron dos
discos de papel filtro de 13 mm de didmetro
con cada sobrenadante, se colocaron en
caja petri con medio inéculo 4 discos, colo-
cando los dos iguales diametralmente
opuestos y marcando su identificacion. Al
centro de una placa se colocé undisco con
control negativo y en otra placa uno con
control positivo, se incub6 a 55 C durante
4h+05h

D.- Lectura de resultados.- Después del
tiempo de incubacién, el medio viré de vio-
leta a amarillo, excepto en los discos con
control positivo, donde el color permanecid
violeta. El diametro de la zona de inhibicién
violeta expresado en mm, es proporcional a
la concentracion del antibidtico en xg/g.
Todos los huevos ensayados fueron negati-
vos a la presencia de residuos de antibiéti-
cos, por lo que se confirmaron como H.LA.

Experimento No. 2.- Contaminacion de seis
lotes de diez H.L.A. cada uno. De cada lote
dediez H.L.A. confirmados, se pesaron seis
alicuotas y cada una se contaminé con una
de las seis concentraciones que forman ia
curva estandar de seis puntos, de cada an-
tibiético. Las concentraciones de cada cur-
va estandar se muestran en el cuadro No. 1.

Experimento No. 3.- Valoracién del conteni-
do de residuos de cada antibidtico en cada
curva estandar. A cada alicuota de huevo
contaminado se le agregd dos veces su
peso de solucidén amortiguadora de fostatos
y se siguid el procedimiento descrito en C.
Se colocaron los seis discos de papel filtro
de cada curva estandar en una caja petri
con medio indculo, se efectuaron diez repe-
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ticiones para integrar la curva estandar.

Después de la incubacion, todas las zo-
nas con papel filtrg impreganado muestran
inhibicién del desarrolio de la bacteria: Con-
servan el color violeta en halos de diametro
variable. Los resultados se muestran en el
cuadro No. 1. Los porcentajes de recupera-
¢ién varian entre 88% y 100%.

Experimento No. 4.- Ensayo de huevos-
muestra. Se colectaron al azar diez huevos
de la produccion de cada uno de diez pro-
ductores. se homogeneizd cada huevo para
ser ensayado individualmente por la misma
técnica y por el mismo procedimiento que
para el ensayo de los H.L.A Después de
centrifugar el sobrenadante diluido 1:3, se
tomo una alicuota y se diluyd 1:2; para una
dilucién final de 1:6; en una caja petri se
colocaron los discos impregnados con las
diluciones 1:3 y 1:6 de la muestra; en la
misma caja se colocaron también dos dis-
cos con las dos concentraciones centrales
ydos discos con las concentraciones delos
extremos de la curva estandar del antibidti-
¢o en ensayo; se efectud la prueba por
duplicado. El resultado se muestra en el
cuadro No. 2. De los diez lotes de huevos-
muestra ensayados, cinco fueron positivos,
tres negativos, un lote tuvo cuatro positivos
y seis negativos; otro lote tuvo seis positivos
y cuatro negativos, lo que representa el 60%
de huevos contaminados con antibiéticos.
El porcentaje es alto, aunque el muestreo no
ha sido representativo de la zona muestrea-
da. Los indices de recuperacion de los anti-
bidticos contaminados experimentalmente
son aceptables; varian entre 88% para clo-
ranfenicol, 94% para estreptomicina, 94.4%
para tetracilcina, 94.5% para peniciling,
94.8% para eritromicina y 100% para neomi-
cina.

Es muy impontante que los productores
observen la precauciéon de no comercializar
la produccidn de las aves que hayan sido
tratadas con antibiticos, ya sea como pro-
motores del crecimiento, promotores de la
produccidén de huevo o como tratamiento
de enfermedades bacterianas, hasta que
haya transcurrido el tiempo conveniente pa-



6€1

CUADRO 1. EXPERIMENTO No. 3.- ZONAS DE INHIBICION DE LAS CONCENTRACIONES DE ANTIBIOTICOS EN LAS CURVAS ESTANDAR, EN MM.
VALORES MINIMO, MAXIMO Y MEDIO, CORRESPONDIENTES A DIEZ REPETICIONES.

Antib y MIN MAX MEDIO Antiby MIN MAX MEDIO
concentr, concentr.
PGB, Ul/g HLA ) SNEOM ug/g HLA
0.0003 16.0 17.0 16.3 0.25 19.0 20.0 19.7
0.0006 19.0 20.0 19.4 0.62 21.0 220 21.2
0.0013 22.0 23.0 228 1.00 220 23.0 229
0.0025 24.0 26.0 25.2 4.00 24.0 26.0 24.4
0.0050 27.0 28.8 277 5.00 26.0 27.0 26.2
0.0100 30.0 31.0 30.8 6.00 27.0 28.0 27.2
Antib y MIN MAX MEDIO Antib y MIN MAX MEDIO
concentr. concenir.
CTETRA 1cg/g HLA ERIB, sg/g HLA
0.05 14.0 14.5 14.2 0.10 19.0 20.0 19.7
0.10 14.0 15.0 14.8 0.25 200 21.0 205
0.20 . 16.0 17.0 16.3 0.40 220 23.0 225
0.40 17.5 18.5 18.1 1.60 230 25.0 24.0
0.80 20.0 21.0 20.2 4.00 255 26.0 25.8
1.60 225 23.0 22.8 6.40 26.0 28.0 275
Antib y MIN MAX MEDIO Antib y MIN MAX MEDIC
concentr. concentr,
CLORAN, «g/g HLA STREP, rg/g HLA
10.0 15.0 16.0 15.6 0.20 15.0 16.0 15.2
15.0 16.0 17.6 16.9 0.30 16.0 16.5 16.1
20.0 17.0 18.5 17.8 0.40 16.0 18.0 17.1
40.0 18.5 19.5 19.0 0.80 18.0 18.0 18.0
60.0 20.0 21.0 20.5 1.00 18.0 19.0 18.5
80.0 22.0 23.0 22.4 1.20 19.0 20.0 19.7




CUADROC No.2

EXPERIMENTO No. 4.- RESULTADQ DEL ENSAYQ POR DUPLICADO DE DIEZ LOTES DE DIEZ HUEVOS CA-
DA UNO, COLECADQOS AL AZAR EN DIEZ GRANJAS PRODUCTORAS DE HUEVOQ.
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+) POSITIVOS A RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS, DETECTABLES POR LA TECNICA ENSAYADA,

(
(- ) NEGATIVOS A RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS.
(0} DILUCIONES: 1.- 1:3

2.- 1:6

ra su eliminacion. El tiempo de eliminacién
varia entre 1 y 30 dias segn el antibidtico,
la via de administracién y de la cantidad
administrada’ 178 | o5 indices de recu-
peracion de los antibiticos ensayados
mostraron que la técnica es confiable por su
sensibilidad. Debido a que detecta por igual
a los sels antibidticos, la prueba no es espe-
“cfica. ,

Por las dos caracteristicas anteriores la
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prueba es muy Gtil para una encuesta local,
regional o estatal, para comprobar si en
esas zonas se produce huevo libre de anti-
bidticos.

SUMMARY

A microbiological disk on plate method was develo-
ped which uses PM-I medium (Difco, code 1800},

Bacillus stearothermophilus spores, and incubation at
55 C 4 h = 0.5 h to detect antibiotic residues of



penicyllin, tetracycline, streptomycin, neomycin,
erythromyein and chioramphenicol in eggs. The de-
tection limits, the standard curves and the regression
equations were performed with eggs free of antibio-
tics experimentally inoculated with six different con-
centrations of each antibiotic; each dilution was twice
the one before. Each amount of antibiotic used was
cuantitativelly assayed, against its reference stand-
ard, the recuperation index was greater than 856%. A
study in ten farms was realized. Ten eggs from each
one were assayed and the results showed that 60%
were contaminated with antibiotic residues.
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