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RESUMEN 

Se emple6 un metodo microbiol6gico de disco en placa con medio de cultivo PM-I (Dilco, c6digo 1800), esporas
de Bacillus stearothermophilus eincubaci6n a55 Cdurante 4 h ::t 0.5 h. Se establecieron los limites de detecci6n, 
las curvas estandar y las ecuaciones de regresi6n con huevos libres de antibi6ticos, contaminados experimen­
talmente con seis concentraciones por cada antibi6tico, cadadiluci6n doble de la anterior. Se contamin6 huevo 
libre de antibi6tico's con cantidades conocidas de cada antibi6tico y se determin6 cuantitativamente frente al 
estandar correspondiente. EI porciento de recuperaci6n fue del 88 all00%. Se electu6 una encuesta entre diez 
productores con muestras al azar de 10 huevos por cada uno. EI 60% de los huevos ensayados estaba 
contaminado con antibi6ticos. 

EI huevo reviste gran importancia como 
alimento basi co para el mexicano, raz6n par 
la que abordamos este trabajo, tendiente a 
encausar una producci6n de huevo libre de 
residuos de antibi6ticos. 

La abundante cantidad de antibi6ticos 
que existen actual mente, as! como su uso 
indiscriminado han hecho aumentar los pro­
blemas de salud publica 16, 17, 18. esto es va­
lido para el huevo y son numerosos los 
trabaios aue hacen hincapie en 
eIl03,6,'12,16,17,18,19. La presencia de resi­
duos de antibi6ticos en el huevo puede oca­
sionar trastornos que van desde la resisten­
cia bacteriana a los antibi6ticos, alergia, 
ototoxicidad, heurotoxicidad, anemia 
aplastica, lesiones neuronales e incluso la 
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muerte6,7, 10, 13, 15, 19,20 

La neomicina se emplea como aditivo en 
alimentos suplementados para aves (70-140 
g/t) 0 en combinaci6n con oxitetraciclina; 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 producci6n de huevo. Con 
fines semejantes se emplean penicilina, es­
treptomicina; eritromicina, cloranfenicol y 
otros3,4,7,12, 16,17,18, Durante mucho tiempo 
la agencia de USA Food and Drug Adminis­
tration (FDA) no recomend6 un metodo mi­
crobiol6gico para la determinaci6n de algu­
nos antibi6ticos en huevo, como 
estreptomicina y neomicina, cuyos microor­
ganimos de prueba son Bacillus subtilis y 
Bacillus stearothermophilus respectiva­
mente, microarganismos que son inhibidos 
par la lisozima que contiene el huev08,9. 
Posteriarmente la FDA recomend61a inactiva­
ci6n de la lisozima par calentamiento a 85 C 
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para efectuar la localizaci6n de antibi6ticos 
en huevo. 

EI metodo microbiol6gico de disco en 
'placa, con medio PM-I (Oifco), esporas de 
Bacillus stearothermophilus, con incuba­
ci6n a 55 C durante 4 h, puede ser muy 
eficaz para detectar residuos de antibi6ticos 
en huevo, si se inactiva la lisozoma del hue­
vo por calentamiento a 85 C durante diez 
min, se efectUa una extracci6n del antibi6ti­
co presente con soluci6n de fosfatos, amor­
tiguadora de pH y se eliminan partfculas en 
suspensi6n del extracto p~r centrifugaci6n. 

Los objetivos de este trabajo fueron va­
lorar la utilidad practica de la tecnica en 
estudio, para demostrar la presencia de re­
siduos de los antibi6ticos penicilina, tetraci­
clina, eritromicina, estreptomicina, neomici­
na y cloranfenicol en huevo. Oemostrar la 
presencia 0 ausencia de residuos de anti­
bi6ticos en huevo obtenido en muestras de 
granjas productoras 0 del mercado. 

EI metodo que se utiliz6 se ajust6 al 
siguiente esquema: medio de cultivo espe­
cial para ensayo de penicilina (PM-I, Oifco), 
esporas de Bacillus stearothermophilus, in­
cuaci6n a 55 C durante 4 h ± 0.5 h, para 
detectar residuos de penicilina, estreptomi­
cina, neorilicina, tetraciclina, eritromicina y 
cloranfenicol en huevo. Para control se em­
plearon antibi6ticos estandar de referencia, 
oficiales en Mexico, dellaboratorio Nacional 
de Salud*. EI metodo fue evaluado en 1982 
para determinaci6n rapida de penicilina en 
leche21 

. Para aplicarlo ala determinaci6n de 
residuos de antibi6ticos en huevo, se esta­
blecieron las curvas estandar compensadas 
para cada uno de los seis antibi6ticos en 
estudio. Estas curvas de seis puntos dan 
lugar a un metodo sencillo que hace una 
prueba completa con dos cajas petri, con 
cuatro concentraciones estandar del anti­
bi6tico y dos de la muestra en cada caja, 
segun qued6 demostrado por Brady y 
Katz1

. 

Se emplearon tambien medio agar tripti­
casefna, agar nutritivo con manganeso para 

" Lab. Nac. de Salud, Calz. de Tlalpan 4492, C.P. 
14050. 

esporulaci6n; medio para antibi6ticos No 4, 
para cuenta de esporas, soluciones de fos­
fatos amortiguadoras de pH 4.5, 6.0 Y 8.0; 
soluci6n salina esteril al 0.9%, discos, dis­
cos de papel filtro S. & S. de 13 mm de 
diametro y cajas petri desechables de 100 x 
10mm. 

Oespues de obtener un cultivo de B. 
stearothermophilus con 80% de esporas, de 
cosecharlas y determinar su concentraci6n 
por cuenta de esporas en medio No.4, se 
ajust61a concentraci6n a 4 x 105 UFC/ml, de 
los cuales se agreg6 1 ml por cada 100 ml 
de medio a 50 C. Se sirvi6 ~ 0 ml en cada 
caja petri. Estas cajas se conservaron en 
refrigeraci6n en bolsas de plastico hasta por 
dos semanas. 

Para el desarrollo de este trabajo, se 
dividi6 en cuatro experimentos: No. 1.- Pre­
paraci6n y confirmaci6n de huevo libre de 
antibi6ticos (H.L.A). No. 2.- Contaminaci6n 
experimetnal de H.L.A con antibi6ticos, pa­
ra establecer curvas estandar. No. 3.- Valo­
raci6n del contenido en residuos de cada 
antibi6tico, en las diversas concentraciones 
que forman una curva estandar. No. 4.- En­
sayo de huevos muestra, para determinar la 
presencia 0 la ausencia de contaminaci6n 
por residuos de antibi6ticos, en huevo del 
mercado. 

Los pasos que se siguieron en cada ex­
perimento fueron: 

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

A- Preparaci6n y muestreo: En una granja 
se separaron diez poliitas a las que no se les 
aplic6 antibi6ticos desde dos semanas an­
tes de iniciar la postura; de los huevos pro­
ducidos se colectaron 50, al azar. 

B.- Confirmaci6n de que el huevo es H.L.A. 
Se efectu6 el ensayo de cada huevG con la 
tecnica microbiol6gica de disco en placa. 
todos fueron H.L.A Se formaron seis lotes 
de diez H.LA cada uno, para establecer 
seis curvas estandar. 

C.- Procedimiento: Se emple6 la tecnica 
microbiol6gica de disco en placa, con 
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m,edio PM-I, de pH 7.8. con 4x105 UFC/100 
ml. de medio (medio inoculo). Se peso en 
tubos con tapon de rosca 2 9 de H.L.A., se 
agreg6 4 9 de soluci6n amortiguadora de 
fosfatos, de pH 6.0, para una dilucion final 
de 1:3; se homogeneizo. Se calento a 85 C 
durante 10 min, para inactivar la lisozima; se 
dej6 enfriar a temperatura ambiente. se cen­
trifugo a 3000 rpm para retirar del sobrena­
dante partfculas que podrfan entorpecer la 
difusion en el medio. Se impregnaron dos 
discos de papel filtro de 13 mm de diametro 
con cada sobrenadante, se colocaron en 
caja petri con medio inoculo 4 discos, colo­
cando los dos iguales diametralmente 
opuestos y marcando su identificacion. AI 
centro de una placa se coloco un disco con 
control negativo y en otra placa uno con 
control positivo, se incubo a 55 C durante 
4 h ± 0.5 h. 

D.- Lectura de resultados.- Despues del 
tiempo de incubacion. el medio vir6 de vio­
leta a amarillo, excepto en los discos con 
control positivo, donde el color permaneci6 
viol eta. EI diametro de la zona de inhibicion 
violeta expresado en mm. es proporcional a 
la concentracion del antibiotico en pg/g. 
Todos los huevos ensayados fueron negati­
vos a la presencia de residuos de antibioti­
cos, por 10 que se confirmaron como H.L.A. 

Experimento No. 2.- Contaminacion de seis 
lotes de diez H.L.A. cada uno. De cada lote 
de diez H.L.A. confirmados, se pesaron seis 
alfcuotas y cada una se contamin6 con una 
de las seis concentraciones que forman la 
curva estandar de seis puntos. de cada an­
tibi6tico. Las concentraciones de cad a cur­
va estandar se muestran en el cuadro NO.1. 

Experimento No. 3.- Valoracion del conteni­
do de residuos de cada antibiotico en cada 
curva estandar. A cada alfcuota de huevo 
contaminado se Ie agrego dos veces su 
peso de solucion amortiguadora de fosfatos 
y se sigui6 el procedimiento descrito en C. 
Se colocaron los seis discos de papel filtro 
de cada curva estandar en una caja petri 
con medio in6culo, se efectuaron diez repe­

ticiones para integrar la curva esUmdar. 
Despues de la incubacion. todas las zo­

nas con papel filtro impreganado muestran 
inhibicion del desarrollo 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
ci6n varian entre 88% y 100%. 

Experimento No. 4.- Ensayo de huevos­
muestra. Se colectaron al azar diez huevos 
de la producci6n de cada uno de diez pro­
ductores. se homogeneiz6 cada huevo para 
ser ensayado individualmente por la misma 
tecnica y por el mismo procedimiento que 
para el ensayo de los H.L.A. Despues de 
centrifugar el sobrenadante diluido 1 :3, se 
tomo una alicuota y se diluy6 1 :2; para una 
diluci6n 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 tam bien dos dis­
cos con las dos concentraciones centrales 
y dos discos con las concentraciones de los 
extremos de la curva estandar del antibi6ti­
co en ensayo; se efectu6 la prueba por 
duplicado. EI 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, 10 que representa e160% 
de huevos contaminados con antibi6ticos. 
EI porcentaje es alto. aunque el muestreo no 
ha sido representativo de la zona muestrea­
da. Los indices de recuperaci6n de los anti­
bi6ticos contaminados experimental mente 
son aceptables; varian entre 88% para clo­
ranfenicol, 94% para estreptomicina, 94.4% 
para tetracilcina, 94.5% para penicilina, 
94.8% para eritromicina y 100% para neomi­
cina. 

Es muy importante que los productores 
observen la precauci6n de no comercializar 
la produccion de las aves que hayan sido 
tratadas con antibi6ticos, ya sea como pro­
motores del crecimiento, promotores de la 
produccion de huevo 0 como tratamiento 
de enfermedades bacterianas, hasta que 
haya transcurrido el tiempo conveniente pa­
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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. 

w 
'0 

Antib y 
concentr. 

PGB, Ullg HLA 

0.0003 

0.0006 

0.0013 

0.0025 

0.0050 

0.0100 

MIN 

16.0 

19.0 

22.0 

24.0 

27.0 

30.0 

MAX 

17.0 

20.0 

23.0 

26.0 

28.8 

31.0 

MEDIO 

16.3 

19.4 

22.8 

25.2 

27.7 

30.8 

Antib y 
concentr. 

SNEOM ,«g/g HLA 

0.25 

0.62 

1.00 

4.00 

5.00 

6.00 

MIN 

19.0 

21.0 

22.0 

24.0 

26.0 

27.0 

MAX 

20.0 

22.0 

23.0 

26.0 

27.0 

28.0 

MEDIO 

19.7 

21.2 

22.9 

24.4 

26.2 

27.2 

Antib y 
concentr. 

CTETRA"g/g HLA 

005 

0.10 

0.20 

0.40 

0.80 

1.60 

MIN 

14.0 

14.0 

16.0 

17.5 

20.0 

22.5 

MAX 

14.5 

15.0 

17.0 

18.5 

21.0 

23.0 

MEDIO 

14.2 

14.8 

16.3 

18.1 

20.2 

22.8 

Antib y 
concentr. 

ERIB,I'g/g HLA 

0.10 

0.25 

0.40 

1.60 

4.00 

6.40 

MIN 

19.0 

20.0 

22.0 

23.0 

25.5 

26.0 

MAX 

20.0 

21.0 

23.0 

25.0 

26.0 

28.0 

MEDIO 

19.7 

20.5 

22.5 

24.0 

25.8 

27.5 

Antib y 
concentr. 

CLORAN, .ug/g HLA 

10.0 

15.0 

20.0 

40.0 

60.0 

80.0 

MIN 

15.0 

16.0 

17.0 

18.5 

20.0 

22.0 

MAX 

16.0 

17.6 

18.5 

19.5 

21.0 

23.0 

MEDIO 

15.6 

16.9 

17.9 

19.0 

20.5 

22.4 

Antib y 
concentr. 

STREP,I,g/g HLA 

0.20 

0.30 

0.40 

0.80 

1.00 

1.20 

MIN 

15.0 

16.0 

16.0 

18.0 

18.0 

19.0 

MAX 

16.0 

16.5 

18.0 

18.0 

19.0 

20.0 

MEDIO 

15.2 

16.1 

17.1 

18.0 

18.5 

19.7 
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penicyllin, tetracy!CUADRO No.2 
erythromycin and c 
tection limits, the Stl

EXPERIMENTO No. 4.- RESULTADO DEL ENSAYO POR DUPLICADO DE DIEZ LOTES DE DIEZ HUEVOS CA- equations were perl 
DA UNO, COLECADOS AL AZAR EN DIEZ GRANJAS PRODUCTORAS DE HUEVO. tics experimentally 

centrations of each 
LOTES the one before. Eac 

cuantitativelly assa12 3, 4 5 6 7 8 9 10 0 
ard, the recuperatio 

+ + +/- + + + +/- study in ten farms v 
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+ + + + + + + 2 
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+ + + + + + + 2 
1 BRADY, S.M. and + + + 	 + + + + 1 
diffusion system for 

+ + + + + + + 2 tic, J. Assoc. Off. An 

+ + + 	 + + + + 1 
2. CODE OF FEDI+ + + 	 + + + + 2 Food and Drug$, 1 

+' + + + + + office. Washington, 

+ + 	 + + + + 2 
3. DIETER, A. and S 

+ + 	 + + + + of Chloramphenicol 
+ + + + + + 2 comparison of gas 

noassay. J.A.A. C. 6~+ + + + + 1 


+ + + + 2
+ • 
4. DEVORAK, M., ~ 

+ 	 + + + + 1980. Concentratio 
organs and eggs of + + 	 + + + 2 
chronicin solutions 

+ + + + + 25:81. 

+ + 	 + + + 2 
5. FAO/OMS, 1976. E+ + 	 + + + 
PUblica. Serie de inl, 

(+) POSITIVOS A RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS, DETECTABLES POR LA TECNICA ENSAYADA. 
(-) NEGATIVOS A RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS. 
(D) DILUCIONES: 1.- 1:3 


2.- 1:6 


ra su eliminaci6n. EI tiempo de eliminaci6n 
varia entre 1 y 30 dlas segun el antibi6tico, 
la via de administraci6n y de la cantidad 
administrada7,12,17,18. Los indices de recu­
peraci6n de los antibi6ticos ensayados 
mostraron que la tecnica es confiable par su 
sensibilidad. Debido a que detecta par igual 
a los seis antibi6ticos, la prueba no es espe­
'cffica. 

Par las dos caracterfsticas anteriores la 

prueba es muy util para una encuesta local, 
regional a estatal, para comprobar si en 
esas zonas se produce huevo libre de anti­
bi6ticos. 

SUMMARY 

A microbiological disk on plate method was develo­
ped which uses PM-I medium (Dilco, code 1800), 
Bacillus stearolhermoplJilus spores. and incubation at 
55 C 4 h :!: 0.5 h to detect antibiotic residues of 

6. GOMEZ S, J. M 
1987. Terapeuticaa' 
D.F., 63-97 p. 

7. GOODMAN, L., G 
gicas de terapeutici 
Mexico. 

8. INGLIS, M.J. and 
of streptomycin resi 
dues after cooking. 
1098. 

9. KATZ, E.S. and L 
neomycine residuel 
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penicyllin, tetracycline, streptomycin, neomycin, 
erythromycin and chloramphenicol 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 85%. 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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