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Versuche zur Riickstandsbestimmung von Aureomycin
in Hilhnereiweil

H. R. Pfaendler, W. Stobler, H. Schaub

Lebensmittelinspektorat Kanton Basel-Landschaft, Rheinstrafle 31, 4410 Liestal

Die hiufig beobachtete, verminderte Wirksamkeit der gebrduchlichen Anti-
biotika bei Infektionskrankheiten beschiftigt heute nicht nur Forscher, Mediziner
und Veterinire, sondern auch die allgemeine Oeffentlichkeit.

Obwohl die Wissenschaftler {iber das Zustandekommen dieser bakteriellen
Resistenz teilweise noch im Unklaren sind und die Sterblichkeit auch bei den ge-
fihrlichsten Infektionskrankheiten, wie beispielsweise dem Typhus, in zivili-
sierten Lindern bestindig gesunken ist (1), haben Beitriage in der Presse die Bevol-
kerung eher verunsichert als erleuchtet. In der Regel wurde die Resistenzentwick-
lung mit der Verwendung von Antibiotika in der Tierhaltung begriindet, was ange-
sichts der dort verwendeten Mengen verstindlich erscheint, aber trotzdem nicht
dazu verleiten sollte, eine andere mogliche Gefahrenquelle, nimlich die Human-
medizin, aus den Augen zu verlieren (2). Zwar werden dort kleinere Quantititen,
aber umsomehr verschiedenartige Antibiotika umgesetzt™.

Bei eingehender Betrachtung des Problems zeigt sich, dafl verschiedene Mecha-
nismen zu einer Resistenzbildung fiihren konnen (2): Neben der Anreicherung seit
jeher schon vorhandener resistenter Bakterienstimme (Selektion), vererblicher An-
passung an antibiotikahaltige Nihrmedien (Mutation bzw. Adaption) (3), Ueber-
tragung der genetischen Elemente (Transduktion) durch Phagen (virenihnliche
Kleinstmechanismen), sind in den letzten Jahren auch direkte Uebertragungen der
Resistenz von einer Bakterienklasse auf eine andere (Konjugation) bekanntge-
worden (4).

Spatere Versuche (5) lehrten jedoch, dafl diese in vitro erhaltenen Resultate,
sich in vivo nicht bestdtigten™*.

Da allfillige Riickstinde im Fleisch und anderen Produkten, die aus der Tier-
haltung mit nutritiven Mengen von Antibiotika anfallen, nur in geringsten Kon-
zentrationen vorhanden wiren, scheint es ausgeschlossen, dafl die Resistenz nach
dem Genufl solcher Lebensmittel im menschlichen Korper ausgebildet wird. Den-
noch erweist sich die Bestimmung der Riickstinde als besonders dringlich, nicht

* Im Gegensatz zur Humanmedizin, die auf Antibiotika aus lebenswichtigen Griinden
angewiesen ist, konnte auf die Verabreichung von Antibiotika im Tierfutter verzichtet
werden. Andererseits bedeutet diese Anwendung einen groflen Fortschritt in der Rationa-
lisierung der Landwirtschaft. Der Verzicht diirfte vor allem die Preise fiir Gefliigel erneut
erhdhen und birgt zusitzlich die Gefahr, daf} die Tierhalter zu neuen, unbekannten und
moglicherweise weit gefahrlicheren Zusatzstoffen greifen.

Eine eingehende und objektive Beschreibung iiber die Verwendung von Anitbiotika
in der Gefliigelzucht und deren mégliche Gefahren findet sich in (6).

257



nur in Bezug auf die Kontrollmoglichkeit zur Einhaltung der bestehenden Fiit-
terungsvorschriften, sondern auch wegen der weitreichenden Konsequenzen und
Auswirkungen, die sich durch allfillige Antibiotika-Riickstande auf die Lage-
rung der Lebensmittel ergeben wiirden. In der Tat ist unschwer einzusehen, dafy
beispielsweise antibiotikahaltiges Fleisch weit langer haltbar wire als von Riick-
stinden freies.

Nicht weniger Schwierigkeiten bereiten die Analysenmethoden selbst. Obwohl
viele Berichte tiber Riickstandsprobleme keine exakten Beschreibungen der experi-
mentellen Versuche enthalten, darf angenommen werden, dafl in der Regel die
Agardiffusion (7) zu den Untersuchungen herangezogen wurde. Bei dieser Arbeits-
weise bringt man Proben des zu untersuchenden Materials auf einen mit Keimen
beimpften Nihrboden. Rund um das antibiotikahaltige Material diffundiert der
Wirkstoff dann in das Nahrmedium und hemmt das Wachstum der Keime bei der
anschliefenden Bebriitung. Neuere Untersuchungen (8) haben jedoch gezeigt, daf}
Hemmzonen nicht nur durch Antibiotika, sondern auch durch andere unbekannte
bakterizide, im Testmaterial vorhandene Substanzen ausgebildet werden und so-
mit die Ergebnisse verfilschen. Damit wird ein grofler Teil der in den letzten Jah-
ren veroffentlichten Resultate mikrobieller Riickstandsbestimmungen in Frage
gestellt.

Da Riickstandsbestimmungen von Antibiotika in Fleisch (9) nur mit erheb-
lichem Aufwand durchzufiihren sind, wobei neben den langdauernden Fiit-
terungsversuchen auch die Schlachtung der Tiere nachteilig ins Gewicht fillt, be-
schreiben wir hier den Versuch, Antibiotika in einem andern wichtigen Lebens-
mittel, namlich dem Hiihnerei, nachzuweisen***. Ein Hiihnerei wird innerhalb
von 24 Stunden gebildet und es scheint daher verstindlich, dafl allfillige Anti-
biotika schneller ins Ei als ins Fleisch eingebaut wiirden. Damit konnten auch die
Flitterungsversuche verkiirzt werden.

Unsere Wahl fiel auf ein als Futterzusatz weit verbreitetes Produkt, Aureo-
mycin (Chlortetracylin-Hydrochlorid). Obwohl mikrobiologische Testmethoden
wegen der oben aufgefithrten Griinde teilweise unzuverlissig sind, wurde versucht,
Antibiotika durch Agardiffusion mit dem besonders empfindlichen Testkeim
Bacillus subtilis nachzuweisen. Es zeigte sich jedoch auch bei unseren Versuchen,
dafl unbekannte bakterizide Substanzen in relativ hohen Konzentrationen das
Wachstum des Keimes einschrinkten. In der Regel war es jedoch moglich, durch
stetiges Verdiinnen der Testlosungen, Antibiotika auch in Gegenwart von bakteri-
ziden Fremdsubstanzen zuverlissig nachzuweisen. Dabei wird natiirlich die
Empfindlichkeit der Methode herabgesetzt. Dennoch wurden beispielsweise mit
von Riickstinden freien, wisserigen Eiklarlosungen in einer Verdiinnung von
1 : 100 noch Hemmzonen festgestellt. Deshalb mufite das allfillig im Eiklar vor-
handene Aureomycin durch ein Extraktionsverfabren moglichst selektiv ange-
reichert werden. Mit organischen Losungsmitteln gelang es, 10 g Eiklar zu einer
Testlosung aufzuarbeiten, die nur noch 70 mg Fremdsubstanzen in 3 ml enthielt

#*% Frithere, dhnliche Versuche (10) zeigten z. T. unterschiedliche Resultate.
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und bei den Hemmtests keine unerwiinschten Nebenerscheinungen zeigte. Als
Neuerung wurden Filterplittchen mit alkobolischer, statt wdsseriger Testlosung
getrinkt, getrocknet und erst dann auf die Testplatte gelegt. Diese Arbeitsweise
erlaubt, wasserlosliche bakterizide und unerwiinschte Anteile auf ein Minimum
zu reduzieren und garantiert auflerdem eine sorgfiltigere Diffusion sowie die
Keimfreiheit der aufgelegten Filterplattchen.

Beschreibung der Versuche

Drei Gruppen mit je zwei Hithnern wurden wihrend acht Tagen mit Futter
und Wasser ernihrt. Bei Gruppe A wurde Futter ohne Zusatz von Antibiotika,
bei Gruppe B mit 30 mg/kg enthaltende und bei Gruppe C mit 300 mg/kg Aureo-
mycin enthaltende Mischung vorgelegt. Die Eier wurden jeweils am Abend jedes
Tages eingesammelt, und gekennzeichnet und bis zu ihrer weiteren Verwendung
wihrend hochstens zwei Tagen bei 5 ° C gelagert. Der Abbruch der Fiitterungs-
versuche erfolgte nach acht Tagen. Die Mengen der verfiitterten Mischungen
betrugen 1900 g (Gruppe A), 1300 g (Gruppe B) und 1600 g (Gruppe C). Die
Hiihner legten 10 (A), 9 (B) und 9 (C) Eier.

Alle verwendeten Glaswaren wurden in Chromschwefelsdure gelagert, dann mit
destilliertem Wasser und reinem Methanol gespiilt. Die mikrobiologischen Ver-
suche erfolgten auf mit Bacillus subtilis beimpften Nahrplatten «Bactiastrip» der
Firma Bactiastrip S. A., 8702 Zollikon-Ziirich.

10,0 g vom Eigelb abgetrenntes Eiklar eines vorher duflerlich sorgfiltig gerei-
nigten Hiihnereies wurden in einem 250 ml-Kolben mit reinstem Methanol und
0,3 ml Eisessig wihrend 1 Stunde am Riickflufl gekocht. Nach dem Abkiihlen
wurde das ausgefillte Protein abzentrifugiert, die verbleibende Losung abgehe-
bert, filtriert und das Filtrat im Vakuum-Rotationsverdampfer vollstindig einge-
dampft.

Der trockene Riickstand (200 mg) wurde im verschlossenen Kolben unter
kurzem Erwiarmen auf dem Wasserbad mit 3,0 ml reinem Alkohol suspendiert. Er-
neute Filtration lieferte eine Losung, die fur die mikrobiologischen Tests diente.

Eine Testscheibe wurde in der erhaltenen alkoholischen Losung getriankt,
unter einem warmen Luftstrom vollstindig getrocknet und auf die beimpfte Test-
platte gelegt. Nach 12stiindigem Bebriiten bei 37 © C waren keine Hemmzonen
ausgebildet. Dies entspricht einem Aureomycingehalt im Eiklar von weniger als
0,3 ppm.

Eine Vergleichsprobe von 3,0 g (0,3 ppm) zum Eiklar zugemischten Aureomycin
zeigte, dafl sich eine deutliche Hemmung des Wachstums der Bakterien ergab. Dies
bestdtigt, dafl Aureomycin bei der Extraktion seine Hemmfihigkeit bewahrt.

Da Aureomycin wasser- jedoch nicht fettldslich ist, wurde auf eine Analyse des
Eigelbs verzichtet. Dieser Nachweis diirfte wegen des hohen Gehaltes an Fett im
Eidotter (11) eine andere Extraktionsmethode erfordern.
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Versuchsergebnisse

Es zeigte sich, dafl nach der beschriebenen Arbeitsmethode (Abbildung 1),
deren Nachweisgrenzen bei 0,3 ppm liegen, aus dem wihrend den achttigigen
Fitterungsversuchen erhaltenen Eiklar keine Antibiotika nachzuweisen waren.
Auch nach der Fiitterung von Mischungen mit Zusatz von 300 mg Aureomycin
pro kg, d. h. einem weit hoheren, als dem fiir nutritive Zwecke erlaubten Gehalt,
waren keine Riickstinde durch die angewendete Methode erfaflbar.

Gruppe A S
Putter ohne Aurec
mycin Tl

Vergleichstest mit
Zusatz von }X Aureo-

Futter mit 3 '5-‘,:: @ mycin pro 10g Biwelss

Aureomycin

e

Futter mit 30Qﬂ€7&§

Aurcomycin

-

Abbildung 1. Hemmtest der Eiklarextrakte vom 7. und 8. Tag der Fiitterungsversuche.

Zusammenfassung

Drei Gruppen mit je zwei Hithnern wurde wihrend 8 Tagen Fertigfutter mit Null,
30 und 300 ppm Aureomycin (Chlortetracyclin) verabreicht. Die im Parallelversuch er-
haltenen Eier wurden mit dem Agardiffusionstest gepriift und die Resultate miteinander
verglichen. Durch ein Extraktionsverfahren mit organischen Losungsmitteln konnte die
Zuverlissigkeit der bestehenden Methodik gesteigert werden. Die Untersuchungen zeigen,
dafl im Eiklar die Antibiotikariickstinde bei Verabreichung bis zu 300 ppm Aureomycin
als Tagesration kleiner als 0,3 ppm waren.
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Résumeé

Trois groupes de deux poules ont régu pendant huit jours une nourriture contenant
respectivement zéro, 30 et 300 ppm d’auréomycine (chlorotétracycline). Les ceufs obtenus
ont été soumis a lessai de diffusion sur agar et les résultats comparés entre eux. L’emploi
de solvants organiques pour Pextraction des antibiotiques s’est révélé nécessaire. Ces recher-
ches ont montré que la concentration en résidus d’antibiotiques dans le blanc d’ceuf était
inférieure a 0,3 ppm pour des poules recevant une nourriture contenant jusqu’a 300 ppm
d’auréomycine.

Summary

To three groups of two chicken, feed containing zero, 30 and 300 ppm of aureomy-
cine (chlorotetracycline) was given, the obtained eggs analized and the results compared
to those eggs containing no residues. Extraction of the antibiotics with organic solvents
was necessary. Based on a slightly modified microbiological test the presence of chloro-
tetracycline in the white of egg was < 0,3 ppm.
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