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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

Mit dem breiten veterinarmedizinischen Einsatz von 3-Laktam-Antibiotika bei Milchkthen,
speziell in der Mastitistherapie und —prophylaxe, ist auch das Risiko einer Ruckstandsbildung
in der Milch gegeben. Aufgrund der potenziellen Gesundheitsgeféahrdung fir den Verbrau-
cher und des stérenden Einflusses auf die Herstellung fermentierter Milchprodukte wurden
Rickstandshdchstmengen (Maximum Residue Limits, MRLs) fur 3-Laktam-Antibiotika in
Milch gemaR Verordnung (EWG) 2377/90 (kurzlich aufgehoben durch VO (EG) Nr.
470/2009, die Anhénge 1-4 wurden jedoch unverandert ibernommen), festgelegt. Allein in
Deutschland werden jahrlich mehrere Millionen Untersuchungen von Milchproben auf
B-Laktam-Antibiotika und andere ,Hemmstoffe* durchgefuhrt. Zur ldentifizierung und
Quantifizierung der [3-Laktam-Antibiotika auf MRL-Niveau eignen sich integrierte Nach-
weissysteme unter Einbeziehung von mikrobiologischen Hemmstofftests, Rezeptortests und

enzymimmunchemischen Verfahren auf verschiedenen Untersuchungsebenen.

Der Einsatz von R-Laktamasen (Penicillinasen) zur diagnostischen Inaktivierung von
3-Laktam-Antibiotika liefert zu Identifizierungs- und Bestatigungszwecken in der Routine-
diagnostik oft wertvolle Zusatzinformationen hinsichtlich der Hemmstoffursache. Die Voll-
standigkeit und die Geschwindigkeit der 3-Laktamase-Reaktion hangen sowohl von der Sei-
tenkettenkonfiguration der [(-Laktam-Antibiotika als auch von Faktoren wie (Pro-
dukt-)spezifischer Enzymaktivitat, Temperatur, Konzentration und pH-Wert ab. Sind die
jeweiligen Inaktivierungsbedingungen fir verschiedene Wirkstoffe bekannt, so kann das
Ergebnis routinetblicher Nachweisverfahren nach zusatzlicher Penicillinasebehandlung von
Milchproben im Hinblick auf eine Eingrenzung der in Frage kommenden Wirkstoffe inter-
pretiert werden. In der Routinediagnostik von Milch auf Hemmstoffe wird zwar der Einsatz
von Penicillinase als analytisches Hilfsmittel seit vielen Jahren praktiziert, allerdings fehlten
bisher systematische Studien zur Wirksamkeit von Penicillinase bei den in der Milch am
haufigsten eingesetzten Antibiotika. Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass Fehlin-
terpretationen vorkommen, bedingt durch unvollstandige Inaktivierung von [3-Laktam-
Antibiotika.

Ziel dieser Arbeit war es, die Eigenschaften von Penicillinase bezuglich Penicillinasekon-

zentration sowie Inkubationszeit und —temperatur zur Inaktivierung wichtiger 3-Laktam-
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Antibiotika als Zusatzreagenz fur den Einsatz in den verschiedenen Verfahren des integrier-

ten Nachweissystems zu bestimmen.
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2 Schrifttum
2.1 Hemmstoffe in der Milch
2.1.1 Allgemeines

Als Hemmstoffe werden natirlich vorkommende oder synthetisch hergestellte Stoffe be-
zeichnet, die chemische und biochemische Reaktionen, insbesondere Wachstum und Vermeh-
rung von Mikroorganismen, hemmen oder verhindern kénnen. Im engeren Sinne der Lebens-
mittelhygiene sind Hemmstoffe Substanzen, die die zur Herstellung fermentierter Lebensmit-
tel eingesetzten Mikroorganismen in ihrer Stoffwechselaktivitat inhibieren. Neben den in der
Milch vorhandenen origindren Hemmstoffen wie Laktoferrin, Lysozym und das Laktoperoxi-
dase-Thiocyanatsystem sind typische Hemmstoffe z.B. Riuckstande von Reinigungs-, Desin-
fektions-, Konservierungsmitteln oder Arzneimittel mit antimikrobieller Wirkung. In Hessen
betrug der Anteil der positiv getesteten Proben im Priufungsjahr 2001/2002 0,12%, im Pri-
fungsjahr 2002/2003 0,11% und im Prifungsjahr 2003/2004 0,08% (HVL, Jahresberichte
2002, 2003, 2004). Ahnliche Ergebnisse wurden in Bayern gefunden. Im Jahre 2006 waren
0,21 % der auf Hemmstoffe untersuchten Proben positiv, im Jahre 2007 lag der Prozentsatz

bei 0,19 % (MLCHPRUFRINGBAYERN, Jahresauswertung 2006, 2007).

Aufgrund ihres Einsatzes in der Mastitistherapie und —prophylaxe spielen in der Milch vor
allem die Penicilline und andere [-Laktam-Antibiotika eine grof3e RolERLEN und
ZAADHOF, 1967; $HREN und REiIcHMUTH, 1998a). Diese Ruckstande stellen zum einen ein
gesundheitliches Risiko fir den Konsumenten dar, zum anderen ein technologisches Problem
bei der Herstellung fermentierter Milchproduktee{BR, 1986).

2.1.2 Ursachen von Antibiotika-Ruckstédnden in der Milch

Eine Kontamination der Milch mit Antibiotika-RUckstanden kann auf sekretorischem oder
postsekretorischem Weg erfolgen. Als typische Ursachen der postsekretorischen Kontamina-
tion, der wahrscheinlich die groRere Bedeutung zukommaHAS.BAUM, 1989), wurden

ungenigende Reinigung der Melkgeratschaften, eine falsche Melkreihenfolge oder die Ver-
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wechslung der Milch behandelter und nicht behandelter Kiihe festgesteltHMUFRING
BAYERN E.V., 1992).

Gelangen Hemmstoffe tber den Stoffwechsel des Tieres in die Milch, entstehen sekretorische
Kontaminationen. Die intramammare Verabreichung antibakteriell wirksamer Arzneimittel
ohne entsprechende lebensmittelhygienische Vorsichtsmalinahmen stellt durch die Erzielung
hoher Konzentrationen in der Milch eine wichtige Kontaminationsquelle dayg(G 1984).

Auch nach parenteraler (subkutan, intramuskular, intravents) oder oraler Gabe von Antibioti-
ka kann es zu Ruckstanden in der Milch kommeRPLAN und Z2AADHOF, 1967). Die heute

in der Tiermedizin eingesetzten Praparate (Tabellel) sind in der Regel mit einer Wartezeit
belegt, die eine Sicherheitsspanne beinhaltet. Ein nicht fachgerechtes Einsetzen des Medika-
mentes (Nichteinhaltung der Wartezeit, Uberdosierung) fiihrt zu Antibiotika-Riickstanden in
der Milch. Eine zu frihe Abkalbung nach dem Trockenstellen mit Langzeitantibiotka kann zu
Beginn der Laktation ebenfalls zu einem positiven Hemmstoffergebnis fuhren {dd

SVALL, 1985; FEUERSTEIN 1987). Uber die Bestandsmilch des einzelnen Erzeugers kann es

zur Kontamination eines ganzen Tanksammelwagens kommen.
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2.2 Auswirkungen von Antibiotika in der Milch fiir den Verbraucher

2.2.1 Gesundheitliche Risiken

Die wichtigste Nebenwirkung von 3-Laktam-Antibiotika sind allergische Reaktionen nach
Applikation therapeutischer Dosen. Es kann zu lokalen (Hautreizungen) oder generalisierten
Symptomen (z.B. anaphylaktischer Schock) unterschiedlichen Schweregrades kommen, die
innerhalb weniger Minuten oder aber erst nach Tagen und Wochen auftreten kénnen. Die
Pathophysiologie der anaphylaktischen Reaktion beruht auf der Erkennung des Hapten-
Trager-Komplexes durch IgE-Antikérper. Sowohl Penicilline wie Cephalosporine sind Hap-
tene, die kovalent an Proteine binden kdnnen und dadurch zu einer Modifikation derselben
fuhren, die eine Erkennung durch das Immunsystem mdglich macht. Die Entwicklung einer
Immunantwort kann unbemerkt verlaufen und erst bei einer Reexposition klinisch manifest
werden oder aber bereits beim ersten Kontakt eine Reaktion hervorrufeme(Nund
PICHLER, 2006). Beibereits sensibilisierten Personen kdnnen auch gebrige Wirkstoff-
konzentrationen bereits zu einer allergischen Reaktion fuhrewgBeY et al., 1991). Durch
Aufnahme von mit Penicillin kontaminierter Milch kam es bei extrem sensiblen Personen zur
Auslésung systemisch allergischer Reaktionenn@Al und LyNcH, 1969; WCHER et al.,

1969; TERPLAN und ZAADHOF, 1975).

Die Weltgesundheitsorganisation WHO warite September 2001 vor der weltweiten Zu-
nahme der Antibiotika-ResistenBie Zunahme antimikrobieller Resistenzen fiihrt zoeei
Einschrankung der Therapiemoglichkeiten von Infektionskrankheiten und zieht erhebliche
zusatzliche gesundheitsokonomische Belastungen nach srrREMet al., 2002). Bakterien
kénnen die Wirkung der Antibiotikalurch verschiedene Resistenzmechanismen aufheben
oder schwachen. Einer der wichtigsten Resistenzmechanismen gegeniber [-Laktam-
Antibiotika besteht in der Bildung von Enzymen wie Penicillinasen oder Cephalosporinasen,
sogenannten [3-Laktamasen, die die Ringstruktur der [3-Laktam-Antibiotika aufspalten und
diese somit unwirksam machen €MEey, 2001; BisH und SKES, 1983; THEURETZBACHER

1998).
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2.2.2 Technologische Risiken

Im Molkereibetrieb eingesetzte, produktionsnotwendige Milchsaurebakterien,Sr.epto-

coccus salivarius subspecieghermophilus oderLactobacillus delbrueckii subspeciebulgari-

cus kdnnen bereits durch geringe Ruckstande antibiotisch wirksamer Substanzen in lhrer
Aktivitat gehemmt werden. Diese gezielt eingesetzten Keime reagieren zum Teil empfindli-
cher auf Antibiotika-Ruckstande als der zu deren Nachweis eingesetzte Te&&eiltus
stearothermophilus var. calidolactis des gebrauchlichsten mikrobiologischen Hemmstoff-
nachweises, dem Brillantschwarz-Reduktionstest (BRE) €8, 1986).

Ein Ausfall der Milchsaurebakterien fiihrt zum einen zu einer ungentigenden Séauerung bei der
Joghurt- und Kéaseherstellung, zum anderen kann es dadurch zur Vermehrung der gegen Peni-
cillin unempfindlichen coliformen Keime kommen, die eine produktive Verwertung des her-
gestellten Kases verhindern B8R, 1986), wodurch erhebliche wirtschaftliche Schaden
entstehen kbnnen ERPLAN und ZAADHOF, 1967).

2.3  Gesetzliche Bestimmungen und Richtlinien

Das Lebensmittel-, Bedarfsgegenstande- und Futtermittelgesetzbuch (LFGB) dient dem Ver-
braucher durch Vorbeugung gegen eine oder Abwehr einer Gefahr fur die Gesundheit. Es
untersagt nach 8 10 Absatz 1 vom Tier stammende Lebensmittel gewerbsmafig in den Ver-
kehr zu bringen, wenn in oder auf ihnen Stoffe mit pharmakologischer Wirkung oder deren
Umwandlungsprodukte vorhanden sind, die bei diesem Tier nicht angewendet werden dirfen
oder festgesetzte Hochstmengen Uberschreiten. Dabei verweist das LFGB auf die Verordnung
(EWG) Nr. 2377/90 vom 26. Juni 1990 (in ihrer jeweils giltigen Fassung), die in den Anhan-
gen | — IV ein Verzeichnis der Stoffe auffuhrt, fur die Hochstmengen fur Rickstdnde festge-
legt sind, fur die keine Hochstmengen fur Rickstande gelten, fur die vorlaufige Héchstmen-
gen oder fir die keine Hochstmengen festgelegt wurden.

Zum Schutze des Verbrauchers wurden bereits vor rund 20 Jahren EU-weit Hochstmengen flr
Arzneimittelrickstande (Maximum Residue Limit, MRL) festgesetzt. In Tabelle 2 sind die in
dieser Arbeit verwendeten Antibiotika aufgelistet, fur die durch Anhang I, Verzeichnis der
pharmakologisch wirksamen Stoffe, Hochstmengen fir Ruckstdnde festgesetzt sind (VO
(EWG) 2377/90. Diese Verordnung wurde zwar kirzlich durch die VO (EG) 470/2009 aufge-
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hoben, die Anhénge 1-4 der VO (EWG) 2377/90 werden jedoch unveréndert tbernommen, so

dass beziiglich der B-Laktam-Antibiotika keine Anderung der Rechtslage gegeben ist.

Tabelle 2: Ruckstdnde (MRL) fur R-Laktam-Antibiotika in Kuhmilch (nach VO (EWG)
2377/90 bzw. VO (EG) 470/2009)

Pharmakologisch wirksamer Stoff Héchstmenge in ul/kg
Benzylpenicillin 4
Ampicillin 4
Amoxicillin 4
Oxacillin 30
Cloxacillin 30
Dicloxacillin 30
Nafcillin 30
Cefoperazon 50
Cefazolin 50
Cefalexin 100
Cefapirin 60
Ceftiofur 100
Cefquinom 20
Cefalonium 20
Cefacetril 125

Wenn einem Lebensmittel lieferndem Tier Stoffe mit pharmakologischer Wirkung verabreicht
wurden, die als Arzneimittel zugelassen, registriert oder als Futtermittel-Zusatzstoffe zugelas-
sen sind, dann ist der Milcherzeuger zur Einhaltung der festgesetzten Wartezeiten verpflichtet.

Die Kontrolle der Anlieferungsmilch auf Hemmstoffe ist durch die Milchguteverordnung
geregelt. Eine Untersuchung zur Feststellung von Hemmstoffen hat nach § 2 Absatz 3 Milch-
guteverordnung monatlich mindestens zweimal zu erfolgen. Die Untersuchungen erfolgen
nach den Bestimmungen der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64
LFGB. Hemmstoffpositive Milchproben fihren zu Sanktionen fur den Milchlieferanten. Die
Milchglteverordnung sieht bei hemmstoffpositiven Proben einen Abzug von 5 Cent pro kg
Milch fiir den betreffenden Monat vor (MILCHGUTEVERORDNUN®M 9.07.1980zu-

letzt geandert ari0.10.2003). Bei einer Haufigkeit von 0,1 — 0,2 % werden jahrlich einige

Tausend Hemmstoffabziige erteilt.
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Stichprobenuntersuchungen von Konsummilch und Milcherzeugnissen auf antimikrobiell
wirksame Substanzen erfolgen im Rahmen des nationalen Ruckstandskontrollplans fur Le-
bensmittel tierischen Ursprungs. Dieser dient allgemein der Untersuchung von lebenden
Nutztieren, Fleisch, Milch, Eier und Honig auf Rickstande unerwinschter Stoffe, die z. B.
durch die illegale Anwendung verbotener oder nicht zugelassener Stoffe in das Lebensmittel
gelangen konnen. Die Kontrolle des vorschriftsmafigen Einsatzes zugelassener Tierarznei-
mittel sowie die Belastung durch Umweltkontaminanten sind ebenfalls Bestandteil der Ziel-
setzung des Ruckstandskontrollplans. Dieses Programm wird in der Européaischen Union nach
einheitlichen Mafl3staben durchgefuhrt und in Deutschland vom Bundesamt fur Verbraucher-
schutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) koordiniert. Der Rickstandskontrollplan wird jahr-
lich vom BVL erstellt und enthalt fir jedes Bundesland genaue Vorgaben Uber Anzahl der
Proben und Methodik der Probenuntersuchung. Die rechtlichen Rahmenbedingungen fur den
nationalen Ruckstandskontrollplan finden sich in der Richtlinie 96/23/EG des Rates vom 29.
April 1996 und der Richtlinie 97/747/EG der Komission vom 27. Oktober 1997.

Das Arzneimittelgesetz verpflichtet nach 8 58 u.a. den Tierhalter (also den Milcherzeuger) zu
einem verantwortungsvollen und ordnungsgemafl3en Umgang mit Tierarzneimitteln. Zusatz-
lich verpflichtet die Verordnung zur Anderung der Verordnung tiber Nachweispflichten fir

Arzneimittel, die zur Anwendung bei Tieren bestimmt sind, und zur Anderung der Verord-

nung Uber tierarztliche Hausapotheken (Verordnung "Bestandsbuch"), den Halter von Le-
bensmittel liefernden Tieren ein Bestandsbuch zu fuhren, in dem die Anwendung von Arz-
neimitteln einzutragen sind, die nicht zum Verkehr aul3erhalb von Apotheken freigegeben
sind. Tierarzte haben bei der Anwendung oder Abgabe von Arzneimitteln bei Tieren, die der
Gewinnung von Lebensmitteln dienen, einen Arzneimittel-Anwendungs- und Abgabebeleg

mit Eintragung der einzuhaltenden Wartezeit auszufullen.
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2.4 Charakterisierung der in die Untersuchung einbezogenen Substanzen
24.1 [3-Laktam-Antibiotika
24.1.1 Allgemeines

Zur Gruppe der 3-Laktam-Antibiotika gehéren die Penicilline, Cephalosporine, Carbapeneme
und Monobactame. In der Veterindrmedizin werden hauptsachlich die Penicilline und die
Cephalosporine eingesetzt. Inren Namen verdanken die [3-Laktam-Antibiotika der 3-Laktam-

Ringstruktur ihres molekularen Grundgerustes (Abbildung 1).

Abbildung 1: 3-Laktam-Ringstruktur

2.4.1.2 Penicilline

Das erste Penicillin wurde von Alexander Flemming im Jahre 1929 durch Beobachtung der
antibakteriellen Wirkung eines zufallig auf einer Blutplatte gewachsenen Schimmelpilzes
entdeckt, welchen er nach der Gattung des SchimmelpiPsesci|lium notatum) Penicillin
nannte. Weitere Forschungen von Florey, Chain, Hestley und Abraham zur Gewinnung von
Penicillin aus Penicillin-Kulturen ermdglichten seinen breiten Einsatz wahrend des Zweiten
Weltkrieges. 1945 bekamen Flemming, Florey und Chain als Begriinder der modernen Anti-
biotikatherapie den Nobelpreis IfasT, 2008).
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Das Grundgerust der Penicilline bildet die fermentativ hergestellte 6-Aminopenicillansaure
(6-APS) (Abbildung 2).

Abbildung 2: Grundstruktur der Penicilline: 6-Aminopenicillansdure

Eine Einteilung der Penicilline kann in nattrliche Penicilline und semisynthetische Penicilline
erfolgen. Zu den nattrlichen Penicillinen z&hlen das Benzylpenicillin (Penicillin G) und das
Oralpenicillin  (Phenoxymethylpenicillin) Penicillin V. Die semisynthetischen Penicilline
kénnen in Abhangigkeit von ihrer Penicillinaseresistenz und ihres Wirkungsspektrums weiter
eingeteilt werden. Man unterscheidet Penicillinase-stabile Penicilline (Isoxazolylpenicilline),
Aminopenicilline mit erweitertem Wirkungsspektrum und Breitspektrumpenicilline (Acyla-
minopenicilline (Ureidopenicilline) und Carboxylpenicilline). Bei den heute in der Veteri-
narmedizin zugelassenen Penicillinen handelt es sich bis auf das Benzylpenicillin (Penicillin

G) um semisynthetische Verbindungen (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Strukturformeln einiger zur Anwendung bei laktierenden Kihen zugelassener

Penicilline
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Die Wirkung des Penicillin G erstreckt sich Gberwiegend auf grampositive Bakterien und
einige gramnegative Kokken. Penicillin G wird durch Penicillinasen inaktiviert. Penicillin V
zeichnet sich gegentber Penicillin G durch eine erhdhte Saurefestigkeit aus, dadurch ist es zur
oralen Gabe geeignet. Aminopenicilline (Ampicillin und Amoxicillin) sind besonders gegen-
Uber gramnegativen Keimen wirksam. Die Isoxazolylpenicilline (z.B. Oxacillin, Cloxacillin,
Dicloxacillin, Flucloxacillin, Methicillin) werden vorwiegend bei durch Staphylokokken und
Streptokokken bedingten Infektionen eingesetzt. lhre Penicillinase-Stabilitat erhalten sie
durch Abschirmung des 3-Laktamringes durch die Substituente Aryl-isoxazolyl, sie sind so-
mit auch gegen die Penicillinasen v8maphylococcus aureus stabil und werden daher auch
~Staphylokokken-Penicilline“ genannt. Die Breitspektrumpenicilline, Acylaminopenicilline
(z.B. Mezlocillin, Azlocillin und Piperacillin) und Carboxylpenicilline (z.B. Ticarcillin, Te-
mocillin und Carindacillin), zeichnen sich durch ein weiteres Wirkungsspektrum gegen gram-
negative Keime aus. In der Veterinarmedizin sind derzeit keine Vertreter dieser Klasse zuge-

lassen.

2.4.1.3 Cephalosporine

Das erste Cephalosporin wurde 1945 von Brotzu aus KultureCeimal osporium acremo-

nium isoliert. Cephalosporine besitzen anstelle des funfgliedrigen Thiazolidinringes der Peni-
cilline einen sechsgliedrigen Dihydrothiazinring. Die Cephalosporine leiten sich aus der
7-Aminocephalosporansaure ab (Abbildung 4) und werden heute hauptsachlich synthetisch

hergestellt.

H
/
N S
iyng
No. _A_ _R
o) C
H2
HO O

Abbildung 4: Grundstruktur der Cephalosporine: 7-Aminocephalosporanséure
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Eine Einteilung der Cephalosporine kann zum einen in oral applizierbare und intravends zu
verabreichende Gruppen erfolgen, zum anderen werden sie pharmakologisch in 4 Generatio-
nen eingeteilt, abhangig von ihrem in-vitro-Wirkungsspektrum (naohAvMAund CHRIST,
1987;KROKEREet al.,1996;KROKER1999;HORNISHUNAKOTARSKI, 2002;PLUMB, 2002).

Vertreter der ersten Generation, die in den 60er und 70er Jahren eingefuhrt wurden, besitzen
Wirksamkeit gegen grampositive Keime; gegen gramnegative Keime ist das Wirkungsspekt-
rum nur sehr begrenzt. Sie sind parenteral (z.B. Cefalothin, Cefazolin, Cefacetril) oder oral
(Cefaloglycin, Cefalexin, Cefapirin) applizierbar und besitzen nur eingeschrankte
3-Laktamase-Stabilitat. Ende der 70er Jahre standen die Cephalosporine der zweiten Genera-
tion zur Verfigung, die eine breite Wirksamkeit gegen grampositive und gramnegative Erre-
ger besitzen. Des Weiteren weisen sie gegenuber der ersten Generation eine bessere
3-Laktamaseresistenz auf, die sich durch ihre Struktur erklart, die Acylgruppe des Cefaman-
dols und die Oximeter-Gruppe. Zu ihnen zahlen z.B. Cefamandol, Cefoxitin, Cefaclor, Cefu-
roxim, Loracarbef und Cefotetan. Zur dritten Generation werden Cefotaxim, Cefoperazon,
Ceftriaxon, Ceftiofur und Cefixim gerechnet. Die hervorragende Wirksamkeit gegentber
gramnegativen Bakterien geht mit einem leichten Aktivitatsverlust gegentber grampositiven
Bakterien einher. Charakteristische Strukturmerkmale dieser Cephalosporinklasse sind die
Oxyimino-Gruppe (Abbildung 5), die fur die gute R-Laktamase-Stabilitdt verantwortlich ge-
macht wird, sowie der Aminothiazolyl-Ring, die zusammen die Aminothiazolyl-methoxy-
imino-Gruppe bilden. Cephalosporine der vierten Generation (z.B.: Cefepim und Cefquinom)
stellen die neuesten Vertreter dieser Klasse dar. Sie besitzen ebenfalls eine Aminothiazolyl-
methoxy-imino-Gruppe, zusatzlich zu den Cephalosporinen der dritten Generation aber eine
quaternare Aminogruppe mit permanent positiver Ladung, die fir das erweiterte Wirkungs-

spektrum speziell gegen gramnegative Bakterien verantwortlich ist (Abbildung 5).
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24.1.4 Wirkungsmechanismen

Penicilline und Cephalosporine haben prinzipiell den gleichen Wirkungsmechanismus, sie
greifen die bakteriellen Peptidoglykansynthetasen (Mureinsynthetasen) der Zellwand an, die
in eukaryotischen Zellen nicht vorhanden sind. Diese Enzyme fungieren hauptsachlich als
Transpeptidasen, die Glykanstrange durch kurze Peptidbricken quervernetzen und so das
Peptidglykangertst aufbauen und stabilisieren. Aufgrund ihrer hohen Affinitat fur 3-Laktame
werden diese Transpeptidasen auch als penicillinbindende Proteine (PBPs) bezeichnet
(LESSEL 1996). Durch die Reaktion der 3-Laktam-Bindung mit dem aktiven Zentrum der
Enzyme werden diese in ihrer Funktion blockiert. Daraus resultieren Deformierungen der
Bakterien oder so grol3e Defekte in der Zellwand, dass der hohe osmotische Druck im Inneren
der Bakterien die Zytoplasmamembran durch den Defekt vorstilpt, bis sie zerreil3t und es zur

Zellyse kommt.

2.4.1.5 Wirkungsspektrum

Die antibakterielle Aktivitdt und das Wirkungsspektrum der [3-Laktam-Antibiotika sind von
verschiedenen Faktoren abhangig. Um an ihren Zielort, die Mureinsynthetasen an der Ober-
flache der Zytoplasmamembran, zu gelangen, missen die 3-Laktam-Antibiotika die bakteriel-
le Zellwand und den periplasmatischen Raum passieren. Die Durchlassigkeit der Zellwand
gramnegativer Stabchenbakterien fir 3-Laktam-Antibiotika ist veranderlich und es kann zur
Entwicklung von Mutanten mit stark reduzierter Zellwandpermeabilitat kommen. Weiterhin
kann es durch Mutationen zu Veranderungen der penicillinbindenden Proteine kommen, zu
denen die 3-Laktam-Antibiotika nur noch eine reduzierte oder keine Affinitat mehr haben.
Der haufigste Resistenzmechanismus ist die Produktion von R-Laktamasen, die als Penicillin-
asen oder als Cephalosporinasen wirken und zu einer hydrolytischen Spaltung der 3-Laktam-
Bindung fihren und somit das Antibiotikum inaktivierene(§&&L und SHMITZ, 2000;
KROKER et al., 1996; MsoN und KETzMANN, 1999). Durch gleichzeitige Gabe von
3-Laktamase-Inhibitorenz.B. Clavulansaurekann die Resistenz von Bakterien gegen
3-Laktamase-labile Penicilline Uberwunden werden. Diese R-Laktamase-Inhibitoren utben
keine oder kaum direkte antibakterielle Aktivitat aus, besitzen aber die Fahigkeit bestimmte
3-Laktamasen zu blockierenT¢&iLMANN und LODE, 2001).
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2.4.2 3-Laktamasen

3-Laktamasen sind Enzyme, die in der Lage sind, den R-Laktam-Ring der (-Laktam-
Antibiotika zu hydrolysieren und diese unter Bildung von Penicillosaure zu inaktivieren (Ab-
bildung 6). Beschrieben wurden diese Enzyme bereits 1940 von Abraham und Chain
(ABRAHAM et al., 1940). Zurzeit sind mehr als 340 verschiedene Varianten dieser Enzyme
bekannt (BisH, 2001). Ihre Zahl ist in den letzten Jahren stark angestiegepe(Rbs 1997).

H H
/ /
R-N S CH, RN S CH,
CH R-Laktamase CH
N 3 - HO HN 3
o) alk. Hydrolyse 0
@)
H-o H-o ©
Penicillin Penicillosaure

Abbildung 6 : Hydrolyse des 3-Laktam-Ringes durch die 3-Laktamase

Aufgrund ihrer Aminoséuresequenz schlug Ambler 1980 eine Klassifizierung der Enzyme
vor, die so genannten Ambler-Klassen A-DVWBAER, 1980). Einige 3-Laktamasen besitzen
eine Seringruppe (Ambler-Klasse A, C und D), bei anderen R-Laktamasen steht Zink anstelle
von Serin im aktiven Zentrum (Metalloenzyme, Ambler-Klasse B). 3-Laktamasen der Gruppe
A hydrolysieren vorwiegend Penicilline; sie werden daher auch als Penicillinasen bezeichnet
und sind hauptsachlich auf Plasmiden kodiert. Zur Gruppe C zahlen Enzyme, die bevorzugt
Cephalosporine inaktivieren und hauptsachlich auf Chromosomen, teilweise aber auch auf
Plasmiden gefunden werden, die Cephalosporinasen. Gruppe D beinhaltet vor allem Oxacilli-
nasen, die als Substrat Oxacilline bevorzugen, teilweise aber auch auf andere [3-Laktam-

Gruppen Ubergreifen.

Eine andere Klassifizierung der R-Laktamasen erfolgt nach ihrer Funktionalitat (Tabelle 3,
BusH et al., 1995). Teilweise ergeben sich Ahnlichkeiten zwischen der Einteilung von Amb-

ler und den Hauptgruppen von Bush. 3-Laktamasen der Gruppe 1 entsprechen der Ambler-
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Klasse C. Hauptvertreter sind die AmpC-3-Laktamasen, die durch [3-Laktamase-Inhibitoren
nicht gehemmt werden kénnen und entweder chromosomal oder auf einem Plasmid kodiert
sind. Bei den chromosomalen AmpC erfolgt eine weitere Unterscheidung in nicht-
induzierbare Expression und durch die Anwesenheit von R-Laktamen induzierbare Enzyme.
Die Gruppe 2 der Bush-Einteilung ist in mehrere Untergruppen aufgeteilt. In Untergruppe 2a
werden durch Clavulansaure (Abbildung 7) hemmbare Penicillinasen eingeordnet, z.B. die bei
Saphylococcus aureus vorkommende 3-Laktamase BlaZ. Enzyme der Gruppe 2b gehdren zu
den Breitspektrum-R3-Laktamasen, sie sind durch R-Laktamase-Inhibitoren hemmbar. Zur
Untergruppe 2be zahlen die Extended Spectrum [3-Laktamasen, die durch Aminosaureaus-
tausch so verdndert sind, dass sich das katalytische Spektrum der R-Laktamasen erweitert
(WIEGAND, 2003). Gruppe 2br leitet sich von Enzymen der Gruppe 2b ab, wird aber im Ge-
gensatz zu diesen nicht von Clavulansaure gehemmt. Untergruppe 2c zeichnet sich durch
Penicillinasen aus, die Carbenicillin gut, Cloxacillin oder Oxacillin schlecht spalten, eine
Hemmung durch Clavulansaure ist méglich. Enzyme der Gruppe 2d kdnnen ebenfalls Carbe-
nicillin spalten, besitzen jedoch héhere Hydrolyseraten gegeniber Cloxacillin und Oxacillin
als Untergruppe 2c, auch werden sie durch Clavulansaure nicht so stark gehemmt wie die
Ubrigen Enzyme der Hauptklasse 2. Cephalosporinasen, die sich im Gegensatz zu Gruppe 1
durch Clavulansdure hemmen lassen, werden in Untergruppe 2e eingeordnet. Enzyme der
Untergruppe 2f sind in der Lage Carbapeneme zu hydrolysieren. Gruppe 3 umfasst die Metal-
loenzyme, die im aktiven Zentrum ein bis zwei Zink-lonen besitzen. Sie kdnnen durch Metal-
lionen-Chelatoren wie z.B. EDTA in ihrer Aktivitdt gehemmt werden. Zu den Metallo-
Enzymen zé&hlen die Metallo-Carbapenemasen, unter denen funktional zwischen Enzymen mit
einem breiten hydrolytischen Spektrum und denen mit einer ausgepragten Praferenz fur Car-
bapeneme unterschieden werden kann. In die Gruppe 4 werden Enzyme eingeordnet, die noch

nicht genau definiert sind und nicht in die anderen Klassen passeng(SER, 2004).

Die genaue Herkunft der in dieser Arbeit verwendeten Penicillinase ist leider nicht bekannt.
Eine genaue Einordnung in eine der ersten drei Gruppen des Schemas nach Bush ist somit
nicht moglich. Die verwendete Penicillinase kam deshalb zur Anwendung, weil sie seit Jahr-
zehnten die gebrauchliche Penicillinase in Untersuchungslabors der Milchkontrolle ist.
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2.4.3 [-Laktamase-Inhibitoren

3-Laktamasen kénnen durch 3-Laktamase-Inhibitoren in ihrer Aktivitat gehemmt werden. Zu
den R-Laktamase-Inhibitoren zahlen Clavulansdure, Sulbactam und Tazobactam (Abbil-
dung 7). Diese Inhibitoren besitzen nur eine schwache eigene antibakterielle Wirksamkeit
(THEURETZBACHER 2004), kénnen aber sowohl Plasmid- als auch chromosomal-kodierte
Enzyme inhibieren. Sie besitzen selbst 3-Laktam-Struktur, dadurch kann es zur Bindung des
Inhibitors an das Enzym kommen, die 3-Laktamase wird irreversibel gehemmt. Die Empfind-
lichkeit der einzelnen [3-Laktamasen gegentber 3-Laktamase-Inhibitoren ist unterschiedlich
(Tabelle 3).

o H% COOH
N H
0 CH,OH
H

Clavulansaure

o)
H \,©O
“ S
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O -
/~0
HO

Sulbactam

@)
H, \\ ’/O
)

Tazobactam

Abbildung 6: Strukturformeln einiger 3-Laktamase-Inhibitoren
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2.5 Nachweisverfahren fir R-Laktam-Antibiotika in Milch

Trotz Einfuhrung der ersten Rickstandshéchstmengen nach EU-Verordnung 2377/90 vor fast
20 Jahren existieren noch immer keine routinetauglichen Verfahren, die es erméglichen, alle
mit MRL belegten [3-Laktamantibiotika gleichzeitig und mit ausreichender Empfindlichkeit
quantitativ nachzuweisen. Daher wurden verschiedene ,integrierte Nachweis- und Differen-
zierungssysteme® unter Nutzung verschiedener Methoden bzw. Methodenkombinationen,
entwickelt (HEESCHENuUNd SUHREN, 1996; FOLTKOTTER et al., 2002; S8HREN, 2002; TEUFEL,

1998), die stufenweise durchgefuhrt werden. Abbildung 7 zeigt ein Analysesystem mit dem
Schwerpunkt des Nachweises von 3-Laktam-Antibiotika, wie es an der Professur fir Milch-
wissenschaften der Justus-Liebig-Universitét seit Jahren eingesetzt wirtck(4TER et al.,

2002).

Untersuchungsschritt I
Mikrobiologische Testsysteme
(Brillantschwarz-Reduktionstest, AIM)

J } positives Ergebnis ‘

+ Penase

~ Abschatzen der it Weitere Enzymimmuntests
Wirkstoffkonzentration tber positv z.B. fiir Tetracycline

Proben-Verdiinnungsreihe f
negativ

Untersuchungsschritt 11
Rezeptortests fur Beta-Laktam-Antibiotika
(SNAP-Test, Beta-Star)

‘positives Ergebnis }—ﬁ Beta-Laktam-Antibiotikum

+ Penase
Penase-labiles negatives positives Penase-stabiles
< >

Beta-Laktam-Antibiotikum Ergebnis - Ergebnis Beta-Laktam-Antibiotikum

| |
}

Untersuchungsschritt 1ll: Enzymimmuntests

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Durchfiihrung des integrierten Nachweissystems
fur Hemmstoffe in Milch (nach Holtkotter et al., 2002)
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Hemmstoffpositive Milch wird mittels eines mikrobiologischen Verfahrens (Agardiffussions-
verfahren, BRT) untersucht, jeweils mit und ohne Zusatz von Penicillinase. Zeigt die Probe
nach der R-Laktamase-Behandlung ein positives Ergebnis, so wird davon ausgegangen, dass
es sich entweder um ein falsch-positives Ergebnis, ein nicht der 3-Laktam Gruppe zugehori-
ges Antibiotikum oder ein B-Laktamase stabiles 3-Laktam-Antibiotikum handelt. In diesen
Fallen wird die Milchprobe einer Hitzebehandlung (10 Minuten im Wasserbad bei 80-90°C)
unterzogen, zum Ausschluss origindrer Hemmstoffe, sowie mit Para-Aminobenzoesaure
(PABA) versetzt, um das Vorhandensein von Sulfonamiden zu testen. Des Weiteren kdnnen
Enzymimmuntests fur z.B. Tetrazykline oder Streptomycin durchgefuhrt werden. Zeigt sich
im BRT nach Behandlung mit 3-Laktamase jedoch ein negatives Ergebnis, so werden im
zweiten Untersuchungsschritt Rezeptor-Schnelltests (SNAP Beta-Laktam Test, Reta s.t.a.r.)
zur Bestatigung der Resultate durchgefuhrt. Die Durchfihrung der Schnelltests erfolgt eben-
falls nach Behandlung der Probe mit R-Laktamase und liefert dadurch weitere Hinweise auf
das mogliche Vorkommen 3-Laktamase stabiler Antibiotika. Im dritten Untersuchungsschritt
werden dann nach Bestatigung des Vorhandenseins von 3-Laktam-Antibiotika Enzymimmun-
tests zur Identifizierung und Quantifizierung der fraglichen Substanz durchgefihrt (Abbil-
dung 8).

ELISA Penicillin MRL
I

v v
negativ positiv » + Penase
v v negativ —— positiv
Cephalosporine Berechnung L l
der Wirkstoff- Penicillin G | vl Penicili
) N konzentration enicillin soxazolyl Penicilline
div. ELISAs flr anhand der Penicillin V ¢
Cephalosporine Ampicillin
Standardkurve ]
v Amoxyecillin ELISA ];ulr
Isoxazolyl-
+/- Penase .. A
7 ELISA fur Penicillin G " Penicilline
Cefalexin Metaboliten (BPO) i
Ceftiofur 1 +/- Penase
Cefquinom +/- Penase — Penicillin G !
.. . Oxacillin
ELISA fur Ampicillin n Cloxacillin
Amoxicillin Dicloxacillin
v o
+/- Penase —* Amp|C|I.I|r.1
Amoxycillin

Abbildung 8: Typische Testsequenz beim Einsatz der Enzymimmuntests zur Identifizierung

von 3-Laktam-Antibiotika im integrierten Analysesystem (naehri#et al., 2004)
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Die zu untersuchende Milchprobe wird zunachst mittels des gruppenspezifischen EIA fur
Penicilline untersucht. Zeigt sich hier ein positives, nach der Behandlung mit Penase jedoch
ein negatives Resultat, kann nun mit Hilfe weiterer EIAs zwischen Penicillin G/V (BPO-EIA)
und Ampicillin/Amoxicillin (Ampicillin/Amoxicillin-EIA) unterschieden werden. Die jewei-

lige Wirkstoffkonzentration errechnet sich anhand der Standardkurve. Ergibt sich nach der
Penase-Behandlung noch immer ein positives Ergebnis, so wird im Folgenden der EIA zum

Nachweis und zur Quantifizierung von Isoxazolyl-Penicillinen durchgefuhrt.

Milchproben, die in den Rezeptor-Schnelltests positive, im gruppenspezifischen EIA fur Pe-
nicilline aber negative Ergebnisse ergeben, werden als ,,Cephalosporinhaltig” eingestuft. Mit
Hilfe weiterer EIAs kann zwischen Cefalexin, Ceftiofur und Metaboliten und Cefquinom

unterschieden werden.

2.5.1 Mikrobiologische Verfahren fir (3-Laktam-Antibiotika

Das Testprinzip mikrobiologischer Hemmestofftests basiert auf der Hemmung des Wachstums
oder der Stoffwechselaktivitat empfindlicher Testkeime durch HemmstoffeceLL et al.,

1998). Haufig verwendete Testorganismen ddadillus (B.) stearothermophilus, B. subtilis,

B. cereus, Micrococcus luteus, Escherichia coli, B. megaterium und Streptococcus ther mophi-

lus. Je nach Testformat kann das Vorhandensein von Hemmstoffen anhand der Grof3e der
Hemmbhofe (Blattchentest) oder der Farbe zugesetzter Indikatoren (z.B. Redoxindikator Bril-

lantschwarz, pH-Indikator Bromkresolpurpur) beurteilt werden.

Eine genauere Klassifizierung der Rickstande ist durch verschiedene Zusatze zum Néhrboden
bedingt moéglich (Gbek, 1977; SHREN und HEESCHEN 1996). So ist durch Zugabe von
3-Laktamase eine Unterscheidung von Penicillinen und Nicht-Penicillinen méglich. Die Zu-
gabe von Paraaminobenzoesaure (PABA) kann zur Antagonisierung von Sulfonamiden ge-

nutzt werden.

Ein groRer Vorteil der mikrobiologischen Testsysteme liegt in ihren geringen Kosten und der
einfachen Durchfiihrung. Es kénnen schnell grol3e Probenzahlen untersucht werden und die
Testsysteme besitzen ein relativ breites WirkspektrumwHgSN und HEESCHEN 1996;

SUHREN und ReEICHMUTH 1998b). Eine genaue Unterscheidung zwischen Tierarzneimittel-
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ruckstanden und anderen Hemmstoffen ist schwiergy@4-BURGMAYER, 1980; Q\RLSSON
und BIORCK 1987).

2511 Agardiffusionsverfahren

Zu den Agardiffusionstests gehoren unter anderem die in der amtlichen Sammlung von Unter-
suchungsverfahren nach LFGB § 64 beschriebenen Methoden zur Untersuchung von Sam-
melmilch auf Hemmstoffe (L 01.01-5, L 01.00-6), zwei Suchtests fir Antiinfektiva in Milch
(LO1.00-11, L 01.00-62) und ein Nachweis von Antibiotika und Sulfonamiden in roher und
warmebehandelter Milch (L 01.00-51).

Bei der Methode L 01.01-5, dem Brillantschwarzreduktionstest (BRT), wird die zu untersu-
chende Probe auf ein mit dem Testkddmstearothermophilus var. calidolactus beimpftes
Agarmedium aufgebracht. Der Testkeim bewirkt eine Reduktion des im Agar enthaltenen
Brillantschwarz. Dadurch kommt es zu einem Farbumschlag von violett nach gelb. Befinden
sich in der zu untersuchenden Probe Hemmstoffe, die das Wachstum oder die Stoffwechsel-

aktivitat des Testkeimes behindern, so erfolgt kein oder nur ein geringer Farbumschlag.

Entwickelt wurde der Brillantschwarzreduktionstest varaKck und ToLLE (1967). In den
folgenden Jahren wurde er bezlglich Spezifitdt und Sensitivitat weiterentwickBltSEON

und BIORCK, 1987; ZAADHOF et al., 1997; AMER und LEU, 1996). Der BRT kann von ver-
schiedenen Herstellern bezogen werden: Chr. Hansen GmbH, Lubeck; AIM Minchen; DSM
Food Specialities, Dortmund. Tabelle 4 gibt die Nachweisempfindlichkeiten des BRT-
Hemmstofftests und des MRL-Suchtest der AIM-Testsysteme flr die in dieser Arbeit ver-

wendeten Antibiotika an.
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Tabelle 4: Nachweisgrenzen fur ausgewahlte Antibiotika in pg/kg im BRT-Hemmstofftest
und im MRL-Suchtest (Herstellerangaben, AIM, 2008)

Antibiotikum Hemmstofftest ug/kg MRL-Suchtest pg/kg
Benzylpenicillin 2 - 3 15 - 2
Ampicillin 2 - 3 2 - 3
Amoxicillin 2 - 3 2 - 3
Oxacillin 10 - 20 5 - 10
Cloxacillin 20 - 30 10 - 20
Dicloxacillin 10 - 20 5 - 10
Nafcillin 10 - 15 5 - 10
Cefoperazon 25 - 50 20 - 30
Cefazolin 10 - 25 10 - 25
Cefalexin 200 - 300 100 - 200
Cefapirin 3 - 5 4 - 5
Ceftiofur 50 - 100 50 - 100
Cefquinom 100 - 200 80 - 100
Cefalonium 10 - 20 10 - 15
Cefacetril keine Angabe des Herstellers keine Angabe des Herstellers

Methode L 01.00-11 ist ein Suchverfahren auf das Vorhandensein von Antiinfektiva in Milch,
MRL-Suchtest. Dieser Test ist eine Modifikation des BRT-Hemmestofftests. Verschiedene
Antiinfektiva wie z. B. die Sulfonamide kénnen im Test anders reagieren als die bisher Ubli-
che Positiv-Kontrolle (4 ng Penicillin G). Daher werden bei der Auswertung des MRL-
Suchtests alle Proben, die nicht die gelbe Reaktionsstufe der Negativ-Kontrolle aufweisen, als

positiv bzw. verdachtig eingestuft.

Eine weitere mikrobiologische Methode (L 01.00-6) ist der Blattchentest. Hierbei werden mit
der zu untersuchenden Probe getrankte Blattchen auf ein@n staar other mophilus beimpf-

ten Nahrboden aufgebracht. Vorhandene Hemmstoffe kbnnen in den Agar diffundieren und
das Keimwachstum hemmen. Es kommt zur Ausbildung eines Hemmhofes, dessen Durch-

messer von Konzentration und Art des Hemmestoffes abhangt.

Der Delvotest (DSM, Dortmund) stellt einen Rohrchendiffusionstest dar. Er ist in verschiede-
nen Versionen erhaltlich als Delvotest P, entwickelt 1970, als Delvotest SP, der im Unter-
schied zum Delvotest P ein groReres Substanzspektrum aufweist und etwas langer inkubiert
wird, als Delvotest Cow Test und als Delvotest MCS, dem keine Nahrstofftablette mehr zuge-

setzt werden muss, da der Agar bereits mit Nahrstoffen angereichegAsEGN1999).
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Alle vier Testsysteme beruhen auf demselben Wirkungsprinzip. Bei Abwesenheit von Hemm-
stoffen und nach Zusatz von Milchprobe und N&hrstofftablette (Ausnahme Delvotest MCS)
kommt es zum Wachstum des TestkeBnstearothermophilus und dadurch zur Bildung von
sauren Stoffwechselprodukten, die einen Farbumschlag des pH-Indikators Bromkresolpurpur
von violett nach hellgelb bewirken.

Der Charm AIM-96 (Charm Sciences Inc, USA) stellt eine Weiterentwicklung des Charm
Farm Tests dar und verwendet im Unterschied zu den bisher erlauterten Testsystemen ein

flissiges Nahrmedium.

Auf dem gleichen Testprinzip wie die bisher beschriebenen Testsysteme beruhen auch der
Copan P&S Test (Firma Chr. Hansen, Horsholm Dé&nemark) sowie der Valio T101 (Valio

Ltd.; Helsinki, Finnland), der als Testkeim Streptococcus ther mophisrwendet.

2.5.1.2 Rezeptorbindungstests

Das Wirkungsprinzip der Rezeptorbindungstests beruht auf der Verwendung spezifischer
Bindungsproteine (mikrobielle Rezeptorproteine bzw. —enzyme, Antikorper) fur 3-Laktam-
Antibiotika, deren tatsachliche Natur und Gewinnung Firmengeheimnisse darstefgr,(M
2008). In einer Milchprobe enthaltene Hemmstoffe kbnnen das Bindungsprotein entweder
irreversibel oder in Konkurrenz mit einem an die Fettphase gebundenen entsprechenden Ana-
lyten blockieren. Voraussetzung fur eine Bindungsreaktion ist eine erhéhte Temperatur (45 -
64°C), die durch Verwendung eines speziellen Heizblocks erméglicht wird. Das Messsignal
entsteht entweder durch die Hemmung der Enzymaktivitat oder durch die Messung des an die
Fettphase gebundenen Bindungsproteins und ist visuell auswertbar sowie instrumentell mess-
bar. Bei einigen Tests ist auch nur eine rein visuelle oder rein instrumentelle Auswertung
maoglich. Ein Vorteil der Rezeptorbindungstests liegt in ihrer schnellen und einfachen Durch-
fuhrung, da die meisten dieser Testsysteme als ,Schnelltests” vorliegen und ein Ergebnis in
der Regel schon nach wenigen Minuten (2 — 15 min) abgelesen werden kann. Als Nachteil
sind die mogliche Beeinflussbarkeit der Testergebnisse durch pH-Wert, Zellzahl oder Keim-
zahl, die teilweise unzureichende Testsensitivitat und der apparative Aufwand (Heizblock) zu
sehen (ADREw et al., 1997; RoLL, 2000). Eine Substanzdifferenzierung ist mit den Rezep-
torbindungstests nicht mdglich, da die Bindung an die Rezeptoren gruppenspezifisch erfolgt.

In Tabelle 5 sind einige Beispiele mikrobieller Schnelltestsysteme aufgefuhrt.
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Tabelle 5: Rezeptorbindungstests fur [3-Laktam-Antibiotika: verschiedene Schnelltestsysteme
mit Herstellerangabe und Detektionsprinzip

Schnelltest (Firma) Detektionsprinzip
Reta s.t.a.r. 25 Rezeptorprotein-
(Chr. Hansen GmbH) Goldkonjugat
Beta s.t.a.r. 100 Rezeptorprotein-
(Chr. Hansen GmbH) Goldkonjugat
Der SNAP Beta-laktam Test Rezeptorprotein-
(IDEXX GmbH, Worrstadt) Enzymkonjugat

Radioaktiv markierte Antibio-
Charm Il Test tika

(Charm Sciences Inc., USA)

Charm Test Rezeptorprotein-
(Erhaltlich als Charm MRL BL Test, Goldkonjugat
Charm SL 6 Test, Charm SL BL 3-lactam test

(Charm Sciences Inc., USA)

Charm Rosa Rezeptorprotein-
(Charm Sciences Inc., USA) Goldkonjugat
Delvo-X-Press Rezeptorprotein-

(DSM Food Specialities, Delft, Niederlande, Vertrieknzymkonjugat
in Deutschland durch DSM Food Specialities, Dort-
mund)

Delvo-X-Press BL-I Rezeptorprotein-

(DSM Food Specialities, Delft, Niederlande, Vertriebnzymkonjugat
in Deutschland durch DSM Food Specialities, Dortmund)

Der Penzym Test (UCB-Bioproducts S.A., Belgien; Vertrieb in Deutschland durch Chr. Han-
sen GmbH, Nienburg) ist ein enzymatischer Test. Er ist in zwei Varianten erhaltlich,
.LPenzym“ und ,Penzym S“. Das Testprinzip beruht auf der Inaktivierung eines Enzyms
(DD-Carboxypeptidase, ein Penicillin bindendes Protein) durch 3-Laktam-Antibiotika. Sind
in einer mit dem Enzym inkubierten Milchprobe [3-Laktam-Antibiotika enthalten, so binden
diese irreversibel an das Enzym, welches dadurch inaktiviert wird. Dabei hangt der Grad der
Inaktivierung mit der in der Probe vorhandenen Antibiotika-Konzentration zusammen
(NAVRATILOVA, 2008). Nach Zugabe eines Reagenziengemisches kommt es durch verblei-
bendes aktives Enzym zur Freisetzung von Alanin, welches durch D-Aminosdureoxidase in

Pyruvat unter Abspaltung von Wasserstoffperoxid enzymatisch abgebaut wird. Wasserstoff-
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peroxid oxidiert einen organischen Farbstoff unter Bildung einer Farbverbindwrge N
und FRROGER 1995). Dieser Farbumschlag wird visuell anhand einer mitgelieferten Farbskala

ausgewertet.

252 Physikalisch-chemische Verfahren

Zu den physikalisch-chemischen Verfahren zahlen colorimetrische, spektrophotometrische,
elektrophoretische und chromatographische Methoden. Diese Methoden werden aufgrund
ihrer hohen Kosten flir die Analysegerate, der Anforderungen an hochqualifiziertes Personal
und einer intensiven Probenaufbereitung in der Routinediagnostik nicht eingesetzt. Als Besta-
tigungstest kommt den chromatographischen Verfahren die grof3te BedeuturaBgLr (Bid

NG, 1992; $IAIKKH und MOATS, 1993).

253 Immunologische Verfahren

Das Wirkungsprinzip immunologischer Verfahren beruht auf der Fahigkeit von Antikérpern,
spezifische Molektle (Antigene) zu erkennen und zu binden. Zur Messung der Antikorper-
Antigen-Reaktion werden markierte Reagenzien (Antigen oder Antikorper) verwendet. Als
Marker kommen radioaktive Isotope (Radioimmunoassay, RIA), Enzyme (Enzymimmunoas-
say, EIA) sowie lumineszierende oder fluoreszierende Substanzen (Fluoreszenzimmunoassay,
FIA) zum Einsatz (EINS, 1985; MARTLBAUER, 1993; QRCIA et al., 1997). Ein grofRer Vor-

teil dieser Testsysteme besteht darin, dass eine Méglichkeit zur Identifizierung und Quantifi-
zierung von Ruckstdnden gegeben ist. Enzymimmunologische Tests eignen sich als Scree-
ning-Verfahren zur Untersuchung grol3erer Probenmengemm¢SER 2003). Kommerziell
erhaltlich sind Immuntestkits z.B. ,,CITE-Probe” von IDEXX oder ,LacTek” von IDETEK.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien und Geréate

3.1.1 Chemikalien und Biochemika

Ethanol (absolut, zur Synthese) (Merck KGaA, 8.18760)
Methanol (Merck KGaA, 1.06009)
Natriumchlorid (Merck KGaA, 1.06404)

3.1.2 R-Laktam-Antibiotika und Penicillinase

Amoxicillin (Sigma Chemie GmbH, A-8523, Lot Nr. 108H0647)
Ampicillin-Natriumsalz (Sigma Chemie GmbH, A-9518, Lot Nr. 100K1042)
Cefacetril-Natriumsalz (Novartis, 97120050Z71)

Cefalexin-Hydrat (Sigma Chemie GmbH, C-4895, Lot Nr. 99H0521)
Cefalonium (Schering-Plough, Bray)

Cefapirin-Natriumsalz (Sigma Chemie GmbH, C-8270, Lot Nr. 70K0644)
Cefazolin-Natriumsalz (Sigma Chemie GmbH, C-5020, Lot Nr. 20K0846)
Cefoperazon-Natriumsalz (Sigma Chemie GmbH, C-4292, Lot Nr. 120K1043)
Cefquinom-Sulfat (Intervet Innovation GmbH)

Ceftiofur-Natriumsalz (Pharmacia Upjohn)

Cloxacillin-Natriumsalz (Sigma Chemie GmbH, Lot Nr. 7352B)
Dicloxacillin-Natriumsalz (Sigma Chemie GmbH, D-9016, Lot Nr. 69H0841)
Nafcillin-Natriumsalz-Monohydrat (Sigma Chemie GmbH, N-3269, Lot Nr. 102K0486)
Oxacillin-Natriumsalz (Sigma Chemie GmbH, O-1002, Lot Nr. 110K1041)
Penicillin G-Natriumsalz (Sigma Chemie GmbH, Pen-Na, Lot Nr. 99H0522)

Penicillinase ,Penase Concentrate (Difco, USA; Vertrieb in Deutschland durch BD;
234610)
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3.1.3 Puffer und Lésungen

Natronlauge 1mol/l (NaOH)

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS: 6,79 g NaCl, 1,430, 0,43 g KHPO,,
agua dest. add 1I)

Salzsaure 1 mol/l (HCI)

3.1.4 Brillantschwarz-Reduktionstest

BRT-Mikrotiterplatten-Testsystem, Testkeim: Geobacillus stear other mophilus vealidolac-
tis, bezogen von AIM (Analytik in Milch, GmbH)

3.1.5 Gerate

Heiz- und Ultraschallbad Sonorex Super 10 P (Bandelin electronic)
Sartorius Waage Master Pro LA (Sartorius AG)

Variable Pipetten 0,5-10 ul, 10-100 pl, 100-1000 pl (Eppendorf Geratebau GmbH)
Vortex Genie 2 (Scientific Industries Inc.)
Wasserbad:GFL (MAGV GmbH)
Erlenmeyerkolben in verschiedenen Grol3en

Heizrihrer MR 3001 (Heidolph GmbH)

3.1.6 Probenmaterial

Vollmilch, 3,8 % Fettgehalt, pasteurisiert und homogenisiert, aus dem Einzelhandel. Die
Freiheit von Hemmstoffen wurde jeweils mittels BRT Uberpruft.
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3.1.7 Datenverarbeitung

ELISA-Autoreader Tecan Sunrise
Photometer UV 1601

Software: RIDAWIN Version 1.38
Magellan Software (2.5)

(Tecan GmbH, Crailsheim)
(Shimadzu Deutschland GmbH)
(R-Biopharm AG, Deutschland
(Tecan Austria GmbH)

3.2 Methodik
3.2.1 Herstellen der Antibiotika-Stammlésungen und -Gebrauchslésungen

Zur Herstellung der Stammlésungen (1 mg/ml) wurden jeweils ca. 4-10 mg des entsprechen-
den Antibiotikums unter Bertcksichtigung des Salzanteils bzw. Reinheitsgrades in ein Glas-
flaschchen eingewogen und durch Zugabe eines entsprechenden Volumens PBS (pH 7,3)

gelost.

Zur Berucksichtigung des Salzanteils wurden folgende Faktoren verwendet:

Penicillin G: (mg Einwaage x 0,94)
Ampicillin: (mg Einwaage x 0,94)
Amoxicillin: kein Salzantell
Oxacillin: (mg Einwaage x 0,95)
Cloxacillin: (mg Einwaage x 0,95)
Dicloxacillin: (mg Einwaage x 0,95)
Nafcillin: (mg Einwaage x 0,95)
Cefoperazon: (mg Einwaage x 0,97)
Cefalexin: (mg Einwaage x 0,93)
Cefapirin: (mg Einwaage x 0,95)
Cefazolin: (mg Einwaage x 0,95)
Cetftiofur: kein Salzanteil
Cefquinom: kein Salzanteil
Cefalonium: kein Salzanteil

Cefacetril: (mg Einwaage x 0,94)
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Die Stammldsung des Antibiotikums Cefalonium wurde durch Zugabe gleicher Mengen PBS
und Ethanol sowie anschliel3ender Verweildauer von 25 Minuten im Ultraschallbad herge-

stellt.

Weitere Verdinnungen (jeweils 1:10) der Stammlésungen mit Phosphatpuffer dienten zur
Herstellung der Gebrauchslosungen. Stammlésungen sowie Gebrauchslésungen wurden an
jedem Untersuchungstag neu hergestellt, mit Ausnahme von Ceftiofur, hier wurde die Stamm-

l6sung bis zu max. 4 Wochen aufbewabhrt.

3.2.2 Probenherstellung

Zur Probenherstellung wurde Milch (pasteurisierte, homogenisierte Vollmilch) mit den Anti-
biotika-Testlésungen in Konzentrationen von 4 ng/ml bis 1000 ng/ml dotiert. Die getesteten

Konzentrationen des jeweiligen Antibiotikums sind in Tabelle 6 aufgefihrt.

3.2.3 Herstellung der Penicillinase-Konzentrationen

Laut Herstellerangaben wies die verwendete Penicillinase eine spez. Aktivitat von 20.000
LU/ml/min auf (= 10.000.000 IU/miI/min; 1 LU bezeichnet die Menge an Penicillinase, die
59,3 IU an Penicillin G-Natriumsalz pro Stunde bei einem pH-Wert von 7 und einer Tempera-
tur von 25 °C inaktiviert). Zur Durchfihrung der Aktivitatsexperimente wurde das Penicilli-
nase-Konzentrat entweder unverdinnt verwendet (20-200 pl Konzentrat-Zugabe) oder zur
Herstellung niedriger Penicillinase-Konzentrationen kurz vor Verwendung mit phosphatge-
pufferter Kochsalzlésung (PBS, pH 7,3) so verdunnt, dass die gewiinschte Penicillinasemenge
in 20 ul Verdinnungslosung enthalten war. Die der jeweiligen Antibiotikum-Ldsung zuge-

setzte Penicillinase-Wirkstoffmenge ist in Tabelle 6 aufgefihrt.
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Tabelle 6: Antibiotika-Konzentrationen und zugesetztes Volumen des Penicillinase-

Konzentrates

Zusatz Penicillinase- Resultierende Enzym-

Antibiotikum Konzentrationen Konzentrat konzentration

in ng/ml pl/ml IU/ml
von bis von bis

Penicillin G 10 0,02 - 0,05 200 - 500
100 0,044 - 0,08 444 - 800
1000 0,09 - 0,2 870 - 2.000
Ampicillin 10 0,02 - 0,044 200 - 444
100 0,057 - 0,14 571 - 1.428
1000 0,08 - 0,2 800 - 2.000
Amoxicillin 10 0,025 - 0,045 250 - 456
100 0,05 - 0,2 541 - 2.000
1000 0,08 - 0,4 800 - 4.000
Oxacillin 30 1 - 3,33 10.000 - 33.333
100 2 - 10 20.000 - 100.000
1000 1,33 - 20 13.333 - 200.000
Cloxacillin 30 333 - 20 33.333 - 200.000
100 10 - 60 100.000 - 600.000
1000 20 - 200 200.000 - 2.000.000
Dicloxacillin 30 4 - 20 40.000 - 200.000
100 20 - 1200 200.000 - 12.000.000
1000 20 - 2000 200.000 - 20.000.000
Nafcillin 30 0,2 - 0,5 2.000 - 5.000
100 0,36 - 0,67 3.636 - 6.667
1000 0,67 - 4 6.667 - 40.000
Cefoperazon 50 0,1 - 0,286 1.000 - 2.857
100 0,2 - 0,67 2.000 - 6.667
1000 0,67 - 4 6.667 - 40.000
Cefazolin 50 10 - 60 100.000 - 600.000
100 20 - 100 200.000 - 1.000.000
1000 20 - 100 200.000 - 1.000.000
Cefalexin 500 20 - 200 200.000 - 2.000.000

1000 20 - 200 200.000 - 2.000.000
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Fortsetzung Tabelle 6

Zusatz Penicillinase- Resultierende Enzym-
Antibiotikum Konzentrationen Konzentrat konzentration
in ng/ml pl/ml IU/mi
von bis von bis
Cefapirin 60 10 - 100 100.000 - 1.000.000
100 10 - 100 100.000 - 1.000.000
1000 20 - 200 200.000 - 2.000.000
Ceftiofur 100 2 - 20 20.000 - 200.000
500 20 - 100 200.000 - 1.000.000
1000 20 - 120 200.000 - 1.200.000
Cefquinom 1000 20 - 200 200.000 - 2.000.000
Cefalonium 20 0,1 - 4 1.000 - 40.000
100 1 - 20 10.000 - 200.000
500 1 - 40 10.000 - 400.000
1000 1 - 60 10.000 - 600.000
Cefacetril 100 6,67 - 140 66.667 - 1.400.000
500 20 - 200 200.000 - 2.000.000
1000 20 - 200 200.000 - 2.000.000

3.2.4 Ermittlung der minimalen Penicillinase-Konzentration zur Inaktivierung der
Antibiotika

Zur Herstellung der Testlosungen wurde 1 ml Probe mit 20 ul Penicillinase-Konzentrat bzw.
mit PBS verdinntem Penicillinase-Konzentrat versetzt. Zur genauen Ermittlung der Inaktivie-
rungs-Dosis  wurden Serien-Verdunnungsreihen im relevanten Penicillinase-
Konzentrationsbereich (0,02 pl/ml bis 200 pl/ml) hergestellt. Die mit Penicillinase-
Konzentrat bzw. mit verdiinntem Penicillinase-Konzentrat versetzte Probe wurde bei Raum-

temperatur (22 °C) 30 min inkubiert.
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3.2.5 Ermittlung des Einflusses der Inkubationszeit

Der Einfluss der Inkubationszeit wurde durch die Inkubation der Testldsungen folgender
Antibiotika bei Raumtemperatur (22 °C) fur jeweils 30 min, 60 min und 120 min ermittelt:

Penicillin G, Cloxacillin, Nafcillin, Ceftiofur, Cefoperazon.

3.2.6 Ermittlung des Einflusses der Inkubationstemperatur

Zur Ermittlung des Einflusses der Inkubationstemperatur wurden die Testlosungen folgender
Antibiotika bei 4 °C im Kuhlschrank, bei 22 °C Raumtemperatur sowie bei 40 °C und 60 °C
im Wasserbad fur 30 min inkubiert: Penicillin G, Cloxacillin, Nafcillin, Ceftiofur, Cephope-

razon.

3.2.7 Durchfuihrung desBrillantschwarz-Reduktionstests

Von den inkubierten Testldsungen sowie von Positiv- und Negativkontrollansatzen (Milch
mit 4 ng/ml Penicillin G bzw. hemmstofffreie Milch) wurden im Vierfachansatz jeweils
100 pl pro Kavitat der Testplatten zupipettiert. Das Mikrotiter-Tablett wurde mit einer dafur
bestimmten Klebefolie verschlossen. Die Bebritung erfolgte im Wasserbad bei 65 °C lber ca.
2,5 Stunden_(15 min), bis bei den Negativkontrollen ein deutlicher Farbumschlag von lila
nach gelb zu erkennen war. AnschlieBend wurde die Klebefolie entfernt und die Milch mit
Hilfe von Aqua dest. aus den jeweiligen Kavitdten ausgewaschen. Jeder Versuch wurde im

Doppelansatz durchgefihrt.
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3.2.8 Auswertung

Die BRT-Platten wurden jeweils instrumentell und visuell ausgewertet.

Die instrumentelle Testauswertung erfolgte mit Hilfe eines ELISA-Readers (Messwellenlange
450 nm, Referenzwellenlange 620 nm). Die Auswertung erfolgte anhand der Mittelwerte der
fur die Positiv- und Negativ-Kontrolle gemessenen Extinktionswerte unter Verwendung fol-

gender Formel:

(Epr'Enk)/(Epk'Enk) X 100

Eor = Extinktionswert Probe
Enk = Extinktionswert Negativkontrollen (Mittelwert)

Eok = Extinktionswert Positivkontrollen (Mittelwert)

Proben, die einen Extinktionsunterschied zur Negativkontrolle von 60% und mehr im Ver-
gleich zum Extinktionsunterschied zwischen Positiv- und Negativkontrolle aufwiesen, wur-

den als positiv bewertet.

Photometrische Auswertung:
1. Negatives Ergebnis:
relative Absorption < 60%

2. Positives Ergebnis:
Relative Absorption 60%
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Die visuelle Auswertung entsprach der in der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsver-
fahren nach 8§ 35 LMBG beschriebenen Methode L 01.01-5 (Nachweis von Hemmstoffen in

Sammelmilch).

Visuelle Auswertung
1. Negatives Ergebnis

Die Farbintensitat der Kavitat entspricht der Negativkontrolle

2. Positives Ergebnis
Die Farbintensitat der Kavitat weicht von der Negativkontrolle ab.
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4 Ergebnisse

4.1 Minimal erforderliche Penicillinase-Zugabe zur vollstandigen Inaktivierung ver-

schiedener 3-Laktam-Antibiotika

Abhangig von der jeweiligen Penicillinase-Konzentrat-Dosis (Tabelle 7 - 21) konnten mit
Ausnahme von Cefalexin und Cefquinom alle getesteten 3-Laktam-Antibiotika vollstandig
inaktiviert werden. Zwischen der instabilsten Verbindung (Penicillin G) und den Penicillina-
se-stabilsten Verbindungen lag im Hinblick auf den erforderlichen Penicillinase-Zusatz ein
Faktor von fast 1000. Penicillin G, Ampicillin, Amoxicillin lieBen sich im Bereich von
100ng/ml mit einer Penicillinase-Dosis von 0,06 - 0,09 ul/ml vollstandig inaktivieren. Nafcil-
lin und Cefoperazon waren in einer mit 100 mg/ml dotierten Probe mit 0,3 — 0,6 pl/ml Peni-
cillinase inaktivierbar. Ein etwas hdherer Penicillinase-Zusatz wurde bei Oxacillin bendtigt,
die Dosis lag zwischen 2,5 und 3,3 pl/ml. Cefalonium wurde durch 4,0 — 5,0 pl/ml Penicilli-
nase-Zugabe inaktiviert. Ceftiofur bendtigte zwischen 10,0 und 20,0 pl/ml zur vollstandigen
Inaktivierung. Cloxacillin wurde durch 20,0 bis 40,0 ul/ml Penicillinase bei einer mit 100
ng/ml dotierten Probe vollstandig inaktiviert. Dicloxacillin, Cefazolin, Cefapirin und Cefa-
cetril waren im Bereich von 100ng/ml mit 40,0 bis 60,0 ul/ml Penicillinase vollstandig inakti-
vierbar. Cefalexin war in einer Konzentration von 100 ng/ml, Cefquinom war in einer Kon-
zentration von 100 ng/ml und 500 ng/ml im BRT nicht sicher nachweisbar. In Konzentration
von 1000 ng/ml konnten beide Antibiotika auch mit der hdochsten getesteten Penicillinase-

Dosis (200 pl Penicillinase-Konzentrat/ml) nicht inaktiviert werden.

Bei der Auswertung wurde visuelle und photometrische Auswertung nebeneinander gestellt.
Ein wesentlicher Unterschied zwischen visueller und photometrischer Auswertung konnte
nicht festgestellt werden. Die photometrische Auswertung ergab geringfligig niedrigere Kon-

zentrationen zur vollstandigen Inaktivierung der 3-Laktam-Antibiotika.
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Tabelle 7: Minimal erforderliche Penicillinase-Zugabe zu kinstlich kontaminierter Milch zur vollstéandi-

gen Inaktivierung von Penicillin G

Minimal erforderlicher Zusatz des
Penicillinase-Konzentrates zur voll-
Penicillin G n standigen Inaktivierung

(ng/ml) (1IU/ml)

Minimal erforderlicher Zusatz des Penicilli-
nase-Konzentrates zur vollstandigen Inak-
tivierung

(ui/ml)

Visuelle Auswer-  Photometrische . Photometrische
Visuelle Auswertung
tung Auswertung Auswertung
10 3 364 — 444 333 -444 0,04 0,03 -0,04
100 3 606 — 800 588 — 800 0,06 — 0,08 0,06 — 0,08
1000 3 1.176 — 1.333 1.176 0,12 -0,13 0,12

Tabelle 8: Minimal erforderliche Penicillinase-Zugabe zu kiinstlich kontaminierter Milch zur vollstandi-

gen Inaktivierung von Ampicillin

Minimal erforderlicher Zusatz des
Penicillinase-Konzentrates zur
Ampicillin n vollstandigen Inaktivierung

(ng/ml) (IU/ml)

Minimal erforderlicher Zusatz des
Penicillinase-Konzentrates zur vollstan-
digen Inaktivierung

(ui/ml)

Visuelle Aus-  Photometrische . Photometrische
Visuelle Auswertung
wertung Auswertung Auswertung
10 3 364 — 444 333 -444 0,04 0,03 -0,04
100 4 909 - 1.000 800 — 909 0,09-0,1 0,08 - 0,09
1000 3 2.000 2.000 0,2 0,2
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Tabelle 9: Minimal erforderliche Penicillinase-Zugabe zu kinstlich kontaminierter Milch zur vollstéandi-

gen Inaktivierung von Amoxicillin

Minimal erforderlicher Zusatz des Minimal erforderlicher Zusatz des
Penicillinase-Konzentrates zur Penicillinase-Konzentrates zur vollstan-
Amoxicillin n vollstandigen Inaktivierung digen Inaktivierung
(ng/ml) (IU/ml) (ul/ml)
Visuelle Aus- Photometrische . Photometrische
Visuelle Auswertung
wertung Auswertung Auswertung
10 3 308 - 351 267 - 308 0,03-0,04 0,03
100 3 800 — 1.000 800 0,08 -0,1 0,08
1000 3 1.176 —-2.000 1.176 — 1.333 0,12 -0,2 0,12 -0,13

Tabelle 10: Minimal erforderliche Penicillinase-Zugabe zu kinstlich kontaminierter Milch zur vollstan-
digen Inaktivierung von Oxacillin

Minimal erforderlicher Zusatz des Minimal erforderlicher Zusatz des
Penicillinase-Konzentrates zur voll- Penicillinase-Konzentrates zur voll-
Oxacillin n standigen Inaktivierung standigen Inaktivierung
(ng/ml) (1U/ml) (ul/ml)
Visuelle Auswer-  Photometrische Visuelle Auswer- Photometrische
tung Auswertung tung Auswertung
30 3 20.000-25.000 14.286 — 25.000 20-25 1,4-25
100 3 33.333-50.000 25.000 - 33.333 3,3-5,0 25-3,3

1000

w

100.000 100.000 10,0 10,0
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Tabelle 11: Minimal erforderliche Penicillinase-Zugabe zu kunstlich kontaminierter Milch zur vollstan-

digen Inaktivierung von Cloxacillin

Minimal erforderlicher Zusatz des Minimal erforderlicher Zusatz des
Penicillinase-Konzentrates zur voll- Penicillinase-Konzentrates zur voll-
Cloxacillin n stéandigen Inaktivierung stéandigen Inaktivierung
(ng/ml) (IU/ml) (ul/ml)
Visuelle Aus- Photometrische Visuelle Auswer- Photometrische
wertung Auswertung tung Auswertung
66.667 50.000
30 3 — 100.000 — 66.667 6,7 - 10,0 5,0-6,7
200.000 200.000
100 3 —400.000 —400.000 20,0 - 40,0 20,0 - 40,0
400.000 400.000
1000 3 —600.000 —600.000 40,0 - 60,0 40,0 - 60,0

Tabelle 12: Minimal erforderliche Penicillinase-Zugabe zu kinstlich kontaminierter Milch zur vollstan-

digen Inaktivierung von Dicloxacillin

Minimal erforderlicher Zusatz des Minimal erforderlicher Zusatz des
Penicillinase-Konzentrates zur voll- Penicillinase-Konzentrates zur voll-
Dicloxacillin n standigen Inaktivierung standigen Inaktivierung
(ng/ml) (IU/ml) (ul/ml)
Visuelle Aus- Photometrische Visuelle Auswer- Photometrische
wertung Auswertung tung Auswertung
200.000 200.000
30 3 —400.000 —400.000 20-40 20-40
100 3 400.000 400.000 40 40
60.000 60.000

1000 3 —1.000.000 —1.000.000 60 — 100 60 — 100
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Tabelle 13: Minimal erforderliche Penicillinase-Zugabe zu kinstlich kontaminierter Milch zur vollstan-

digen Inaktivierung von Nafcillin

Minimal erforderlicher Zusatz des Minimal erforderlicher Zusatz des
Penicillinase-Konzentrates zur voll- Penicillinase-Konzentrates zur voll-
Nafcillin n stéandigen Inaktivierung standigen Inaktivierung
(ng/ml) (IU/ml) (u/ml)
Visuelle Auswer- Photometrische Visuelle Auswer-  Photometrische
tung Auswertung tung Auswertung
30 3 3.333 -4.000 2.222 — 2.857 0,3-0,4 0,2-0,3
100 4 4.444 — 6.667 4.000-5.714 0,4-0,7 0,4-0,6
1000 3 11.765-13.333 11.111 - 13.333 1,2-1,3 1,1-1,3

Tabelle 14: Minimal erforderliche Penicillinase-Zugabe zu kinstlich kontaminierter Milch zur vollstan-

digen Inaktivierung von Cefoperazon

Minimal erforderlicher Zusatz des Minimal erforderlicher Zusatz des
Penicillinase-Konzentrates zur voll- Penicillinase-Konzentrates zur voll-
Cefoperazon n stéandigen Inaktivierung stéandigen Inaktivierung
(ng/ml) (IU/ml) (ul/ml)
Visuelle Auswer- Photometrische Visuelle Auswer- Photometrische
tung Auswertung tung Auswertung
50 3 1.333-2.222 1.000 - 2.000 0,1-0,2 0,1-0,2
100 3 4.000 - 5.000 3.077 — 4.000 0,4-05 0,3-0,4

1000 3 14.286 —20.000  14.286 —20.000 1,4-20 1,4-20
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Tabelle 15: Minimal erforderliche Penicillinase-Zugabe zu kunstlich kontaminierter Milch zur vollstan-

digen Inaktivierung von Cefazolin

Minimal erforderlicher Zusatz des Minimal erforderlicher Zusatz des
Penicillinase-Konzentrates zur voll- Penicillinase-Konzentrates zur vollstan-
Cefazolin n stéandigen Inaktivierung digen Inaktivierung
(ng/ml) (IU/ml) (ul/ml)
Visuelle Aus- Photometrische . Photometrische
Visuelle Auswertung
wertung Auswertung Auswertung
30 3 400.000 400.000 40 40
400.000 400.000
100 3 —600.000 — 600.000 40,0 - 60,0 40,0 - 60,0
600.000 600.000
1000 4 —800.000 —800.000 60,0 — 80,0 60,0 — 80,0

Tabelle 16: Minimal erforderliche Penicillinase-Zugabe zu kinstlich kontaminierter Milch zur vollstan-

digen Inaktivierung von Cefalexin

Minimal erforderlicher Zusatz des Minimal erforderlicher Zusatz des
Penicillinase-Konzentrates zur voll- Penicillinase-Konzentrates zur vollstan-
Cefalexin n standigen Inaktivierung digen Inaktivierung
(ng/ml) (1U/ml) (ul/ml)
Visuelle Aus- Photometrische Visuelle Auswer- Photometrische
wertung Auswertung tung Auswertung
100 3 Konzentration im BRT nicht nachweisbar
500 3 >2.000.000 >2.000.000 >200 >200

1000 3  >2.000.000 >2.000.000 >200 >200
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Tabelle 17: Minimal erforderliche Penicillinase-Zugabe zu kinstlich kontaminierter Milch zur vollstan-

digen Inaktivierung von Cefapirin

Minimal erforderlicher Zusatz des
Penicillinase-Konzentrates zur voll-

Minimal erforderlicher Zusatz des
Penicillinase-Konzentrates zur voll-

Cefapirin stéandigen Inaktivierung stéandigen Inaktivierung
(ng/ml) (IU/ml) (ul/ml)
Visuelle Auswer-  Photometrische Visuelle Auswer- Photometrische
tung Auswertung tung Auswertung
200.000 200.000
60 —400.000 —400.000 20-40 20-40
100 400.000 400.000 40 40
400.000 400.000
1000 — 600.000 — 600.000 40 — 60 40 — 60

Tabelle 18: Minimal erforderliche Penicillinase-Zugabe zu kinstlich kontaminierter Milch zur vollstan-

digen Inaktivierung von Ceftiofur

Minimal erforderlicher Zusatz des
Penicillinase-Konzentrates zur voll-

Minimal erforderlicher Zusatz des
Penicillinase-Konzentrates zur voll-

Ceftiofur standigen Inaktivierung standigen Inaktivierung
(ng/ml) (IU/ml) (ul/ml)
Visuelle Auswer- Photometrische Visuelle Auswer- Photometrische
tung Auswertung tung Auswertung
100.000
100 200.000 —200.000 20 10-20
500 600.000 600.000 60 60
800.000
1000 1.000.000 —1.000.000 100 80 — 100
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Tabelle 19: Minimal erforderliche Penicillinase-Zugabe zu kinstlich kontaminierter Milch zur vollstan-

digen Inaktivierung von Cefquinom

Minimal erforderlicher Zusatz des Minimal erforderlicher Zusatz des Peni-
Penicillinase-Konzentrates zur voll- cillinase-Konzentrates zur vollstandigen
Cefquinom n stéandigen Inaktivierung Inaktivierung
(ng/ml) (IU/ml) (ul/ml)
Visuelle Aus- Photometrische Visuelle Auswer- Photometrische
wertung Auswertung tung Auswertung
100 3 Konzentration im BRT nicht nachweisbar
500 3 Konzentration im BRT nicht nachweisbar
1000 3 >2.000.000 >2.000.000 >200 >200

Tabelle 20 Minimal erforderliche Penicillinase-Zugabe zu kiinstlich kontaminierter Milch zur vollstandi-

gen Inaktivierung von Cefalonium

Minimal erforderlicher Zusatz des Minimal erforderlicher Zusatz des
Penicillinase-Konzentrates zur voll- Penicillinase-Konzentrates zur voll-
Cefalonium n standigen Inaktivierung standigen Inaktivierung
(ng/ml) (IU/ml) (ul/ml)
Visuelle Auswer- Photometrische Visuelle Auswer- Photometrische
tung Auswertung tung Auswertung
20 3 20.000 6.667 — 10.000 2 0,7-1,0
100 3  40.000 - 66.667 40.000 — 50.000 4,0-6,7 4,0-5,0

1000 3 100.000 100.000 10 10




4 ERGEBNISSE 47

Tabelle 21: Minimal erforderliche Penicillinase-Zugabe zu kinstlich kontaminierter Milch zur vollstan-
digen Inaktivierung von Cefacetril

Minimal erforderlicher Zusatz des Minimal erforderlicher Zusatz des Peni-
Penicillinase-Konzentrates zur voll- cillinase-Konzentrates zur vollstandigen
Cefacetril n standigen Inaktivierung Inaktivierung
(ng/mi) (U/ml) (ul/ml)
Visuelle Aus- Photometrische Visuelle Auswer- Photometrische
wertung Auswertung tung Auswertung
100 3 600.000 400.000 60 40
1.200.000
500 3 —1.400.000 1.000.000 100 - 140 100
1.000.000
1000 3 1.400.000 —1.400.000 140 100 — 140

Abbildung 9 gibt eine prozentuale Ubersicht uber die zur vollstandigen Inaktivierung der
einzelnen [3-Laktam-Antibiotika notige Penicillinase-Dosis wieder. Zum Vergleich wurden
die mit 1000 ng/ml gespikten Proben herangezogen, da alle verwendeten R-Laktam-
Antibiotika in diesem Bereich untersucht wurden. Cefalexin und Cefquinom wurden in dieses
Diagramm nicht mit einbezogen, da bei beiden Antibiotika eine Inaktivierung durch die ver-
wendete Penicillinase nicht moéglich war. Cefacetril wird in Abbildung 9 mit 100 % angege-
ben, da bei diesem Antibiotikum die héchste Penicillinase-Dosis zur vollstdndigen Inaktivie-

rung noétig war. Penicillin G bendétigte im Vergleich zu Cefacetril nur 0,09 % der fur Cefa-
cetril ndétigen Penicillinase-Dosis.
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Abbildung 9: Vergleich der relativen Unterschiede zwischen R-Laktam-Antibiotika bezuglich des zur
vollstandigen Inaktivierung bendtigten Penicillinase-Zusatzes, bei einer Inkubationszeit von 30 Minu-
ten bei 22<C. Der relativ Penicillinase-stabilste W irkstoff Cefacetril wurde dabei als 100% festgelegt.
Zwei weitere Wirkstoffe (Cefquinom, Cefalexin), die durch die verwendete Penicillinase auch mit der

am hochsten getesteten Dosis nicht inaktiviert werden konnten, sind in der Grafik nicht dargestellt.
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4.2 Einfluss der Inkubationszeit auf die vollstandige Inaktivierung verschiedener
3-Laktam-Antibiotika

Die Ergebnisse der Verlangerung der Inkubationszeit von 30 Minuten auf 60 Minuten und
120 Minuten sind in den Tabellen 22 bis 26 dargestellt. Bei langerer Einwirkzeit der Penicil-
linase war eine geringere Penicillinase-Dosis zur vollstdndigen Inaktivierung der 3-Laktam-
Antibiotika nétig, sie verringerte sich um ein Drittel, teilweise sogar um die Halfte. Eine Aus-

nahme stellte Ceftiofur dar, bei diesem [3-Laktam-Antibiotikum zeigte sich kein oder nur ein
geringer Einfluss der Inkubationsdauer auf die notwendige Penicillinase-Dosis zur vollstandi-
gen Inaktivierung. Lediglich bei photometrischer Auswertung zeigte sich bei einer mit 100
ng/ml gespikten Probe nach Verlangerung der Einwirkzeit von 30 Minuten auf 120 Minuten

eine Verringerung der Penicillinase-Konzentration.
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4.3 Einfluss der Inkubationstemperatur auf die vollstandige Inaktivierung verschie-
dener 3-Laktam-Antibiotika

Eine Erniedrigung der Inkubationstemperatur von 22 °C auf 4 °C oder eine Erhéhung auf
40 °C bzw. 60 °C hatte nur geringen Einfluss auf die Inaktivierung der Antibiotika (Tabellen
27 - 36). Es zeigte sich, dass bei einer Temperatur von 40 °C die Penicillinase-Dosis zur voll-
standigen Inaktivierung etwas geringer war als bei Werten um 22 °C. Eine Inkubationstempe-
ratur von 4 °C erforderte eine leichte Penicillinase-Dosis-Erhéhung zur vollstéandigen Inakti-
vierung. Eine Erh6hung der Inkubationstemperatur auf 60 °C bedingte ebenfalls eine Zunah-
me der Penicillinase-Konzentration zur vollstéandigen Inaktivierung der [3-Laktam-Antibiotika,

die im Vergleich etwas hoher lag als bei 4 °C.
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5 Diskussion

3-Laktam-Antibiotika gehdren in der Mastitisprophylaxe und —therapie nach wie vor zu den
am haufigsten eingesetzten antimikrobiell wirksamen StoffeBigR] 2008). Dementspre-
chend haufig werden sie als Verursacher hemmstoffpositiver Befunde bei der Lebensmittel-
uberwachung von Milch- und Milchprodukten identifiziert. (MILCHPRUFRING BAYERN,
2002; Kresset al., 2007). Die gemal 8§ 64 LFGB eingesetzten Tests sind zwar gegentiber den
3-Laktam-Antibiotika empfindlich, lassen aber keinen genauen Riickschluss auf Identifizie-
rung und Quantifizierung der Rickstande zu. In den letzten Jahren sind eine Reihe mikrobio-
logischer und immunchemischer Verfahren als kommerzielle Testsysteme auf den Markt
gekommen (irz, 1995; KRoLL et al., 1999KRoLL, 2000). Keines dieser Testsysteme ist
jedoch in der Lage, alle Antibiotika gleichzeitig und ausreichend empfindlich (auf
MRL-Niveau) zu erfassen (BIREN, 2002). Zur Sicherstellung der technologischen Qualitat
von Milch und ihrer Sicherheit fir den Verbraucher wird die Anwendung eines ,integrierten
Nachweis- und Differenzierungssystems” empfohlen, das auf der Ausnutzung verschiedener
Methoden bzw. Methodenkombinationen (mikrobiologische Tests, Rezeptor-Bindungstests,
Enzymimmuntests), sowie dem Einsatz von Zusatzreagenzien, z. B. Penicillinase basiert
(HEESCHENUNd SUHREN, 1996; SHREN, 2002; FOLTKOTTER et al., 2002; ikrrPet al., 2004).

In dieser Arbeit sollten die Eigenschaften der Penicillinase bezuglich Penicillinasekonzentra-
tion sowie Inkubationszeit und —temperatur zur Inaktivierung wichtiger 3-Laktam-Antibiotika
geprift werden, zum Nachweis diente der in der Routineuntersuchung von Milch haufig ver-

wendete Brillantschwarz-Reduktionstest (BRT).

Obwohl die verwendete Penicillinase seit vielen Jahren in der Hemmstoffdiagnostik von
Milch eingesetzt wird, fehlten bisher systematische Untersuchungen, inwieweit unter Praxis-
bedingungen eine Inaktivierung der relevanten Wirkstoffe tberhaupt moglich ist.
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51 Erfassbarkeit von R-Laktam-Antibiotika im Brillantschwarz-Reduktionstest

Die getesteten [3-Laktam-Antibiotika konnten mit Ausnahme von Cefalexin und Cefquinom
alle im Bereich des MRL-Wertes im Brillantschwarz-Reduktionstest (BRT) erfasst werden.
Cefalexin konnte im Bereich des MRL von 100 ng/ml nicht sicher nachgewiesen werden,
Cefquinom zeigte keine deutliche Farbabweichung von der Negativkontrolle im Bereich von
100 ng/ml und 500 ng/ml (MRL = 20 pl/kg). Die Empfindlichkeit des Testsystems fir diese
beiden Antbiotika liegt auch nach Herstellerangaben oberhalb des MRL-Wertes (AIM, Pro-
duktinformation, 2008). Um eine Quantifizierung der Penicillinase bezlglich der vollstandi-
gen Inaktivierung dieser beiden Antibiotika zu ermdglichen, wurden daher héhere Antibioti-

ka-Konzentrationen verwendet.

5.2 Empfindlichkeit der verschiedenen 3-Laktam-Antibiotika gegenuber der ver-

wendeten Penicillinase

Eine vollstandige Inaktivierung der 3-Laktam-Antibiotika war mit Ausnahme von Cefalexin
und Cefquinom fir alle getesteten Wirkstoffe méglich. Eine Klassifizierung der 3-Laktam-
Antibiotika aufgrund ihrer Empfindlichkeit gegentber der getesteten Penicillinase konnte
jedoch nur bedingt erfolgen. Penicillin G, Ampicillin und Amoxicillin erwiesen sich als sehr
Penicillinase-instabil und werden mit anndhernd gleich niedrigen Penicillinase-Dosen voll-

standig inaktiviert.

Oxacillin wird zu den Penicillinase-festen Penicillinen gerechnetB8 2004). Durch die in
dieser Arbeit verwendete Penicillinase war eine Inaktivierung von Oxacillin jedoch problem-

los mdglich.

Das oral applizierbare Cefalexin zahlt zu den Vertretern der ersten Generation der Cephalo-
sporine ohne erhdhte 3-Laktamase-Stabilit@tréR et al., 2008). Mit der verwendeten Peni-

cillinase war jedoch keine Inaktivierung des Antibiotikums maoglich.
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Ebenfalls nicht inaktivierbar durch die eingesetzte Penicillinase war Cefquinom. Die extreme
Penicillinase-Stabilitat von Cefquinom erkléart sich durch die Modifikation an den Seitenket-
ten des Cephem-Kerns, an Position 7 verfigt Cefquinom udber eine Aminothiazol-

Methoxyimino-Acetamidgruppe (Intervet, Produktinformation).

5.3  Abweichung zwischen visueller und photometrischer Auswertung

Ein signifikanter Unterschied zwischen visueller und photometrischer Auswertung konnte
erwartungsgemal nicht festgestellt werden. Die photometrische Auswertung ergab geringfu-
gig niedrigere Konzentrationen beziglich der vollstandigen Inaktivierung der 3-Laktam-
Antibiotika. Dies beruht auf der Tatsache, dass bei der photometrischen Auswertung eine
Abweichung von Uber 60% von der Negativkontrolle als positiv, bei der visuellen Auswer-

tung jede Abweichung von der Negativkontrolle als positiv gewertet wurde.

5.4 Inkubationszeit

Die Reaktionsgeschwindigkeit einer enzymkatalysrefReaktion hangt neben Temperatur
und pH-Wert auch von der Enzymkonzentration, der Substratkonzentration und eventuell
vorhandenen Inhibitoren ab. In dieser Arbeit wurde der Einfluss der Inkubationszeit bei gleich
bleibendem pH-Wert, Temperatur und gleicher Substratkonzentration untersucht. Es zeigte
sich bei langerer Einwirkzeit der Penicillinase, mit Ausnahme von Ceftiofur, dass eine gerin-
gere Penicillinase-Dosis zur vollstéandigen Inaktivierung der 3-Laktam-Antibiotika nétig war.
Die Penicillinasekonzentration verringerte sich um ein Drittel, teilweise sogar um die Halfte
nach Verlangerung der Inkubationszeit von 30 auf 60 Minuten. Eine Veranderung des Zeitin-
tervalls von 60 auf 120 Minuten zeigte ebenfalls eine Verminderung der zur vollstandigen
Inaktivierung bendtigten Penicillinase-Dosis um ein Drittel, teilweise sogar um die Halfte.
Die Verringerung der Penicillinasekonzentration scheint dabei eher asymptotisch als linear zu

verlaufen.



5 DISKUSSION 69

Eine Ausnahme stellte Ceftiofur dar, bei diesem R-Laktam-Antibiotikum zeigte sich kein
oder nur ein geringer Einfluss der Inkubationsdauer auf die notwendige Penicillinase-Dosis

zur vollstandigen Inaktivierung.

5.5 Inkubationstemperatur

Bei den meisten chemischen Reaktionen nimmt die Geschwindigkeit der enzymkatalysierten
Reaktion mit steigender Temperatur zu. Dies gilt nur fir den Temperaturbereich, in dem das
Enzym als Protein stabil ist und seine volle Aktivitat besitzt. Nimmt die Temperatur Uber
einen bestimmten Punkt hinaus zu, kommt es zur Denaturierung und Inaktivierung der Enzy-
me (LEHNINGER, 1983). Die optimale Inkubationstemperatur der Penicillinase lag bei den in
der vorliegenden Arbeit getesteten Bereichen bei 40 °C. Schon 1946 fihrten Henry und Hou-
se-wright Versuche zur Inkubationstemperatur der Penicillinase durch und kamen zu einem
Temperaturoptimum von 36 °C E@NRY UND HOUSEWRIGHT, 1946).In der Literatur beschrie-

bene Temperaturoptima von 40 °C bis 45 °C bei ausgewahlten PenicillinaserciCet al.,

1998) konnten durch die durchgefuihrten Versuche bestatigt werden. Bei 60 °C ist im Ver-
gleich die hochste Pencillinasekonzentration zur Inaktivierung der [3-Laktam-Antibiotika
notig. Das beruht vermutlich auf der Abweichung vom Temperaturoptimum des Enzyms,

maoglicherweise setzen hier bereits auch Denaturierungseffekte ein.

5.6  Einsatz der Penicillinase im integrierten Nachweisverfahren

3-Laktamasen (Penicillinasen) werden schon seit langem zur diagnostischen Inaktivierung
von Penicillinen beim mikrobiologischen und enzymimmunchemischen Nachweis verwendet
(MoATS, 1999; RUBELNIK et al., 2001; IBLTKOTTER et al., 2002). Der Einsatz der verwen-
deten Penicillinase im integrierten Nachweisverfahren erlaubt einen Ruckschluss beziglich
des vorhandenen Hemmstoffes. In der Praxis Ubliche Zusétze von 20 pl/ml Probe fihren zur
vollstéandigen Inaktivierung der folgenden [3-Laktam-Antibiotika im Bereich des jeweiligen
MRL-Wertes: Penicillin G, Ampicillin, Amoxicillin, Oxacillin, Cloxacillin, Nafcillin, Cefope-
razon, Ceftiofur und Cefalonium. Zur sicheren Inaktivierung von Dicloxacillin, Cefazolin,
Cefapirin und Cefacetril wird eine doppelt so hohe Dosis Penicillinase bendtigt, ein Zusatz

von 40 pl/ml fihrt bei diesen Antibiotika zur vollstdndigen Inaktivierung. Cefalexin und
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Cefquinom sind auch durch einen 10-fach Uber der Ublichen Penicillinase-Dosis liegenden
Zusatz nicht zu inaktivieren. Inkubationszeit und Inkubationstemperatur Gben nur einen ge-
ringen Einfluss auf die vollstandige Inaktivierung der 3-Laktam-Antibiotika aus, so dass in

der Praxis Ubliche Inkubationszeiten von 30 Minuten bei 22 °C ausreichend sind.

Wahrend somit der Einsatz von Penicillinase zur Abgrenzung zwischen 3-Laktam-Antibiotika
und anderen Antibiotika als brauchbar angesehen werden kann, muss bei der Diagnose
.-anderer Antibiotika® berucksichtigt werden, dass Cefalexin oder Cefquinom als Penase
stabile Wirkstoffe zu einer falschen Eingruppierung fiihren. Besonders Cefquinom wird bei
Milchkihen in immer groRerem Umfang eingesetzt, so dass hier mit Problemen gerechnet

werden muss.

Orientierende Untersuchungen unter Verwendung einer anderen Penicillinase (Sigma Chemie
GmbH, P-0389, Lot Nr. 010K40542) zeigten abweichende Ergebnisse, z.B. war zur Inaktivie-
rung von Nafcillin im Vergleich zu Ceftiofur oder Cefoperazon eine deutlich héhere Penicil-
linase-Dosis notwendig. Beim Einsatz einer anderen als der in dieser Arbeit verwendeten
Penicillinase sind gegebenenfalls weiterfihrende Studien nétig. Grundséatzlich zeigten die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit jedoch, dass Penicillinase in der Routineanalytik von
3-Laktam-Antibiotika ein wertvolles Hilfsmittel darstellt, das zu einer einfachen und kosten-
gunstigen (vorlaufigen) Identifizierung von hemmestoffpositiven Milchproben unbedingt ein-

gesetzt werden sollte.
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit den Eigenschaften der Penicillinase beziglich Penicil-
linasekonzentration, Inkubationszeit und —temperatur zur Inaktivierung einiger ausgewahlter
3-Laktam-Antibiotika.

Um die Penicillinasekonzentration zur vollstdndigen Inaktivierung der verwendeten
3-Laktam-Antibiotika zu erfassen, wurde antibiotikahaltige Milch mit Penicillinase versetzt
und fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Der Nachweis noch vorhandener
3-Laktam-Antibiotika-Ruckstande erfolgte mittels eines mikrobiologischen Testverfahrens
(BRT). Mit der verwendeten Penicillinase wurden mit Ausnahme von Cefalexin und Cefqui-

nom alle eingesetzten Antibiotika inaktiviert.

Als Zusatzreagenz fiur den Einsatz in den verschiedenen Verfahren des integrierten Nachweis-
systems eignet sich die Penicillinase zur Detektion von 3-Laktam-Antibiotika, mit Ausnahme
von Cefalexin und Cefquinom. Eine Identifizierung der einzelnen Substanzen ist jedoch nicht
maoglich. Um eine vollstandige Inaktivierung der mit dieser Penicillinase hydrolysierbaren
Antibiotika im Bereich ihres jeweiligen MRL-Wertes zu erreichen, sollten die in der Praxis
Ublichen Penicillinasekonzentrationen von 20 pl/ml (200.000 1U/ml) auf 40 ul/ml (400.000

IU/ml) angehoben werden.

Eine Verlangerung der Inkubationszeit sowie eine Veranderung der Inkubationstemperatur
haben nur einen geringen Einfluss auf die vollstandige Inaktivierung der [3-Laktam-
Antibiotika, so dass bei der Verwendung der Penicillinase im integrierten Nachweissystem

eine Inkubation von 30 Minuten bei Raumtemperatur ausreichend ist.
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7 Summary

This paper deals with the characteristics of penicillinase with regard to penicillinase concen-
tration, incubation time and incubation temperature for inactivation of some selected 3-lactam

antibiotics.

To determine the penicillinase concentration required to thoroughly inactivate the [3-lactam
antibiotics used, penicillinase was added to antibiotic-positive milk and incubated at room
temperature for 30 minutes. Remaining 3-lactam antibiotic residues were identified using a
microbiological test procedure (BRT). With the exception of cefalexin and cefquinom, all

antibiotics applied were inactivated by penicillinase used.

Penicillinase is suitable for use as an additional reagent in the various test procedures of an
integrated identification system for the detection of 3-lactam antibiotics with the exception of
cefalexin and cefquinom. However, the individual substances cannot be identified. To
thoroughly inactivate the antibiotics that are hydrolysable with this penicillinase within the
range of their respective MRL value, the penicillinase concentrations normally used in prac-
tice should be increased from 20 pl/ml (200.000 1U/ml) to 40 ul/ml (400.000 IU/ml).

An extended incubation time as well as a change in incubation temperature only slightly
influences the thorough inactivation of 3-lactam antibiotics. Therefore, an incubation time of

30 minutes at room temperature suffices when using in an integrated identification system.



8 LITERATURVERZEICHNIS /3

8 Literaturverzeichnis

ABRAHAM, E.P. und ECHAIN (1940):
An enzyme from bacteria able to destroy Penicillin
Nature, 146: 837

ADAM, D. und W.CHRIST (1987):

Antibiotika und Chemotherapeutika.

In: FORTH, W., D. HENSCHLER und W. RUMMEL: Allgemeine und spezielle Pharmako-
logie und Toxikologie, 5. Auflage, 580-625

B. I. Wissenschaftsverlag, Mannheim u.a.

Aim(Analytik in Milch GmbH, 2008):
Brillantschwarz-Reduktionstest, Basisinformation und Hintergriinde

Produktinformation

AMBLER, R.P. (1980):
The structure of b-lactamases. Philos. Trans. R. Soc. Lond.
Biol. Sci. 289: 321-331.

ANDREW, S.M., R.A. FROBISH, M. J.PAAPE undL. J.MATURIN (1997):

Evaluation of selected antibiotic residue screening tests for milk from individual cows and
examination of factors that affect the probability of false-positive outcomes

J. Dairy Sci. 80, 3050-3057

Bauwm, U. (2004):
Arzneimittellehre
Weisse Reihe Band 3, 7. Auflage, Verlag Urban & Fischer

BEYER, F. (1986):
Hemmstoffe in Milch aus technologischer Sicht.
Dtsch. Molkerei-Ztg. 10,/898-899



8 LITERATURVERZEICHNIS 74

BosBITT, D. R.undK. W. NG (1992):
Chromatographic analysis of antibiotic materials in food
J. Chromatogr. 624, 153-170

BusH, K. (2001):

New beta-lactamases in gram-negative bacteria: diversity and impact on the selection of an-
timicrobial therapy

Clin. Infect Dis. 32, 1085-9

BusHK. und R.B.SYkEs (1983):
3-Lactamase inhibitors in perspective
J. Antimicrob. Chemother. 11, 97-107

BusH, K., G.A: JacoBy und A.A.MEDEIROS(1995):

A functional classification scheme for 3-Lactamases and its correlation with molecular struc-
ture

Antimicrob. Agents Chemother. 39: 1211-1233

CARLSSON A. und L.BJORCK (1987):

The effect of some indigenous antibacterial factors in milk on the growth of Bacillus
stearothermophilus var. calidolactis

Milchwiss. 42, 282-285

CHIRICA, L.-C., T. GURAY, G.C. GURAKAN und T.F.BozoGLu (1998):

Characterization of extracellular 3-lactamases from Penicillin G-resistant cells of Streptococ-
cus thermophilus

J. Food Prot. 61, number 7, 896-898

DEWDNEY, J.M., L. MAES, J.P.RAYNAUD, F.BLANC, J.P.SCHEID, T. JACKSON,

S.LENsund C.VERSCHUEREN(1991):

Risk assessment of antibiotic residuespdéctams and macrolides in food products with
regard to their immuno-allergic potential

Fd. Chem. Toxic. 29, 477-483



8 LITERATURVERZEICHNIS 75

EKINS, R.P. (1985):

Current concepts and future developments

In: COLLINS, W. P.: Alternative Immunoassays, Kap. 13, 219-237
Wiley & Sons, Chichester u.a.

FEUERSTEIN A. (1987):
Untersuchungen zu Ausscheidungsdauer und Wirksamkeit nach dem Trockenstellen von
Kidhen mit einem Oxacillinpraparat.

Diss med. vet. Minchen

GARCIA, J.J.,M. BLANCA, F.MORENQ, J.M. VEGA, C. MAYORGA, J.FERNANDEZ,

C.JUAREZ, A. RomANO und E.DERAMON (1997):

Determination of IgE antibodies to the benzylpenicilloyl determinant: a comparison of the
sensitivity and specificity of three radio allergo sorbent test methods

J. Clin. Lab. Anal. 11, 251-257

GEDEK, W. (1977):
Erfassung von Cephalosporinen in Rohmilch durch B.-cereus-Beta-Lactamase
Dtsch. Tierarztl. Wschr. 84, 340-342

GEDEK, W. (1984):
Hemmestoffe in der Milch: Alte und neue Frage
Deutsche Molkereizeitung 50, 1779-1787

GEISEL, R. und F.-JScHmITZ (2000):

Aufbau, Funktion und Verbreitung von Integrons als mobile Ubertrager von
Antibiotikaresistenzgenen

Der Mikrobiologe 10, 201-207

GRUBELNIK, A., C.PADESTEUNd L. TIEFENAUER (2001):
Highly sensitive enzyme immunoassays for the detection of 3-lactam antibiotics
Food Agric. Immunol. 13, 161-169



8 LITERATURVERZEICHNIS 76

HEescHEN W. und G.SUHREN (1996):

Principles of and practical experiences with an integrated system for the detection of
antimicrobials in milk

Milchwiss. 51, 154-159

HENRY, R.J. und RD. HOUSEWRIGHT(1946):
Studies on penicillinase

Journal of biological chemistry, 559-571

HiLL B.M. und J.M. ™ALL (1985)
Antibiotic residue release at the beginning of lactation following dry cow therapy

New Zealand Veterinary Journal, Volume 33, Number 7, 105-107

HOLTKOTTER, C.,B. KERP, E. SCHNEIDER, A. STRASSER R. DIETRICH,

E.MARTLBAUER und E. WLEBER (2002):

Anwendung eines integrierten Analysensystems zur Differenzierung, Identifizierung und
Quantifizierung von Antibiotikarickstanden in Milch

In: 43. Tagung des Arbeitsgebietes Lebensmittelhygiene der Deutschen Veterindrmedizini-
schen Gesellschaft e.V. (DVG), Garmisch-Partenkirchen, Tagungsbericht, 417-421

HoRNISH, R. E. und SF.KOTARSKI (2002):
Cephalosporins in veterinary medicine — ceftiofur use in food animals
Curr. Top. Med. Chem.,Z17-731

HVL (Hessischer Verband fur Leistungs- und Qualitatsprifungen in der Tierzucht e.V.)
(2002):
Jahresbericht 2002

www.hvl-alsfeld.de, alsfeld@t-online.de

HVL (Hessischer Verband fur Leistungs- und Qualitatsprifungen in der Tierzucht e.V.)
(2003):
Jahresbericht 2003

www.hvl-alsfeld.de, alsfeld@t-online.de




8 LITERATURVERZEICHNIS 7

HVL (Hessischer Verband fur Leistungs- und Qualitatsprifungen in der Tierzucht e.V.)
(2004):
Jahresbericht 2004

www.hvl-alsfeld.de, alsfeld@t-online.de

INTERVET (2004):
Cobactan ® 2,5%

Produktinformation

KINAST, S. (2008):
Strategien zur Synthese von Abyssomicin C Derivaten

Diss. rer. nat., Tibingen zur Erlangung des Grades eines Doktors der Naturwissenschaften

KERP, B., C.KRESS C. SEIDLER, E. SCHNEIDER und E.USLEBER (2004):

Erfahrungen bei der Anwendung eines Identifizierungs- und Quantifizierungssystems fur
Antibiotikartickstéande in Milch

In: 45. Tagung des Arbeitsgebietes Lebensmittelhygiene der Deutschen Veterindrmedizini-
schen

Gesellschatft e.V. (DVG), Garmisch-Partenkirchen, Tagungsbericht, 252-257

KRESS C.,C. SEIDLER, B. KERP, E. SCHNEIDER und E.USLEBER (2007):

Experiences with an identification and quantification program for inhibitor-positive milk
samples

Anal. Chim. Acta 586, 275-279

KROKER, R.,W. LOSCHER J.SIMUNEK, H. TROLLDENIER und F.R. UNGEMACH (1996):
Chemotherapie bakterieller Infektionen

In: FREY, H. -H. und W. LOSCHER: Lehrbuch der Pharmakologie und Toxikologie fiir
die Veterindrmedizin, 454-532

Enke Verlag, Stuttgart



8 LITERATURVERZEICHNIS /8

KROKER, R. (1999):

Pharmaka zur Behandlung und Verhitung bakterieller Infektionen

In: LOSCHER, W., F. R. UNGEMACH und R. KROKER
Pharmakotherapie bei Haus- u. Nutztieren, 4. Auflage, Kap. N, 211-225

Paul Parey Verlag, Hamburg, Berlin

KRrRoLL, S.(2000):

Zur Eignung von Schnelltestverfahren zum Rickstandsnachweis von Beta-Lactam-
Antibiotika in Milch.

Diss. Vet. Med., Miunchen

KRoOLL, S.,E. USLEBER K.-J.ZAADHOF, E. SCHNEIDER und E.MARTLBAUER (1999):
Vergleichsuntersuchung kommerzieller Schnelltests fur Betalaktam-Antibiotika in Milch

In: 40. Tagung des Arbeitsgebietes Lebensmittelhygiene der Deutschen Veterindrmedizini-
schen Gesellschaft e.V. (DVG), Garmisch-Partenkirchen, Tagungsbericht, 330-336

LEHNINGERA.L. (1983):
Biochemie
Verlag Chemie, 147-172

LESSEL J.(1996):

Penicillin-bindende Proteine: das Target derggtam-Antibiotika
Wirkungsmechanismus vonlfiactamasen und deren Inhibitoren
Pharm. uns. Zeit 25, 17-27

LiTz,S.(1995):
Entwicklung und Charakterisierung enzymimmunologischer Verfahren zum Nachweis von
Penicillinen

Diss. med. vet. Minchen

MARTLBAUER, E. (1993):
Enzymimmuntests fur antimikrobiell wirksame Stoffe

Enke Verlag, Stuttgart



8 LITERATURVERZEICHNIS 79

MARRE, R., I. SCHERINGER A. ERB, H.-P.ZEITLER, T. STURMER und H.BRENNER (2002):
Pravalenz der E.-coli-Antibiotikaresistenz in der Allgemeinbevdlkerung
Bundesgesundheitsblatt-Gesundheitsforschung-Gesundheitsschutz, 45, Nummer 2, 130-137

MASON, I. S. und MKIETZMANN (1999):
Cephalosporins-pharmacological basis of clinical use in veterinary dermatology
Vet. Dermatology 10, 187-192

MEALEY, K.L. (2001)
Penicillins and R-lactamase inhibitor combinations
JAVMA 218, number 12: 1893-1896

MEDEIROS AA. (1997):

Evolution and dissemination of beta-lactamases accelerated by generations of beta-lactam
antibiotics

Clin. Infect. Dis., 24 (Suppl 1): 19-45

MEIER, B. (2008):
Entwicklung und Anwendung enzymimmunologischer Verfahren zum Nachweis von Cefale-
xin, Ceftiofur und Desfuroylceftiofur in Milch

Diss med. vet., Giessen

MEYER-BURGMAYER, M. (1980):
Zur Frage unspezifischer Reaktionen bei der Untersuchung der Milch auf Hemmstoffe

Diss. med. vet., Minchen

MILCHPRUFRINGBAYERN E.V. (1992):
Tatigkeitsbericht

MILCHPRUFRINGBAYERN E.V. (2002):

Tatigkeitsbericht

MILCHPRUFRINGBAYERN E.V. (2006):
Tatigkeitsbericht



8 LITERATURVERZEICHNIS 80

MILCHPRUFRINGBAYERN E.V. (2007):

Tatigkeitsbericht

MINKIN, W. und P.JLYNCH (1969):
Allergic reaction to penicillin in milk
Jama 209, 1089-1090

MITCHELL, J.M., M. W. GRIFFITHS, S.A. MCEWEN, W. B. MCNAB und A.J.YEE (1998).
Antimicrobial drug residues in milk and meat: causes, concerns, prevalence, regulations,
tests and test performance

J. Food Prot. 61, 742-756

MoOATS, W.A. (1999):

Confirmatory test results on milk from commercial sources that tested positive by 3-lactam
antibiotics screening tests

J. AOAC Int. 82, 1071-1077

MORETAIN, J.P. und CFROGER(1995):
Penzym 100 und Penzym 50 durch AFNOR validiert
Deutsche Milchwirtschaft 24, 1341-1344

NAVRATILOVA , P. (2008):

Screening methods used for the detection of veterinary drug residues in raw cow milk —a
review

Czech J. Food Sci. 26, 393-401

NEAVES, P. (1999):
Monitoring antibiotics in milk - the changing world of test methods
British Mastitis Conference, Internetausdruck 2004

www.iah.bbsrc.ac.uk/bmc/1999

NEFTEL, K.A. und W.JPICHLER (2006):
Unvertraglichkeit von Betalaktam-Antibiotika: praktische Probleme und ihre Ursache
Schweiz Med Forum 6, 319-326



8 LITERATURVERZEICHNIS 81

PLums, D.C. (2002):
Veterinary Drug Handbook.
PharmaVet Publishing, White Bear Lake, Minnesota, 4. Edition

RUTER, A., O. TRENTZ und M.WAGNER (2008):
Unfallchirurgie
Elsevier GmbH Deutschland, 2. Auflage, S. 285

SCHALLIBAUM , M. (1989):
Antibiotikatherapie und Ruckstande in der Ablieferungsmilch
Swiss Food 12, 7-9

SCHNEIDER, C. (2004):
Neue Strukturen und Targets fir 3-Laktamase-Inhibitoren

Diss. rer. nat., Bonn

SHAIKH, B. und W.A. MOATS (1993):

Liquid chromatographic analysis of antibacterial drug residues in food products of animal
origin

J. Chromatogr. 643, 369-378

STAHLMANN, R. und H.LoDE (2001):

Antibiotika und Chemotherapeutika

In: FORTH, W. , D. HENSCHLER, W. RUMMEL, U. FORSTERMANN und K. STARKE
(Herausgeber): Allgemeine und spezielle Pharmakologie und Toxikologie, 8. Auflage,
791-828

Urban & Fischer Verlag, Minchen

STRASSER A. (2003):
Entwicklung eines Biosensors zum Nachweis von Antibiotika und Sulfonamiden in Milch —
Herstellung der immunchemischen Komponenten

Diss. med. vet., Minchen



8 LITERATURVERZEICHNIS 82

SUHREN, G. und W HEESCHEN(1996):
Detection of inhibitors in milk by microbial tests. A review
Nahrung 40, 1-7

SUHREN, G. und JREICHMUTH (1998a):

Nachweis von 3-Laktamantibiotikartickstanden in Milch - Erfahrungen mit dem SNAP-Beta-
Laktamtest

Deutsche Molkereizeitung 14, 674-681

SUHREN, G. und JREICHMUTH (1998Db):

Screening-Verfahren zum Nachweis von 3-Laktamantibiotikartickstanden in Milch
In: 39. Tagung des Arbeitsgebietes Lebensmittelhygiene der Deutschen
Veterinarmedizinischen Gesellschaft e.V. (DVG), Garmisch-Partenkirchen,
Tagungsbericht, 584-589

SUHREN, G. (2002):

Hemmstoffe und Tierarzneimittelriickstédnde in Milch - rechtliche Grundlagen, Nachweisver-
fahren, Untersuchungssysteme

Kieler Milchwirtsch. Forschungsber. 54, 35-73

TEUFEL, P. (1998):
Jahresbericht
BAFM, Institut fir Hygiene und Produktsicherheit, Kiel

TERPLAN, G. und K.-JZAADHOF (1967):
Zum Vorkommen und Nachweis von Hemmestoffen in der Milch - eine kurze Ubersicht
Milchwiss. 22, 761-771

TERPLAN, G. und K.-JZAADHOF (1975):

Antibiotika, Hormone und Thyreostatika in Lebensmitteln tierischer Herkunft sowie ihre
Auswirkungen auf die menschliche Gesundheit

Dtsch. Arztebl. 72, 344-350



8 LITERATURVERZEICHNIS 83

THEURETZBACHERU. (2004)
Beta-Lactamasen und Beta-Lactamase-Inhibitoren, neue Erkenntnisse
Chemother J 13, 206-217

WICHER, K., R.E.REISMAN und C. E. &RBESMAN (1969):
Allergic reaction to penicillin present in milk
J. Am. Med. Assoc. 208, 143-145

WIEGAND (2003):

Molekulare und biochemische Grundlagen der beta-Laktamresistenz durch beta-
Laktamasen.

Chemother J 6: 151-167

ZAADHOF, K.-J.,E. MARTLBAUER, A. VORREITERUNd L.SCHWEITZER (1997):

Zur Eignung kommerzieller mikrobiologischer Hemmestofftests als Suchverfahren auf das
Vorhandensein von Antiinfektiva in Milch und Erzeugnissen auf Milchbasis

Arch. Lebensmittelhyg. 48, 127-132

ZOMER, E. und T.LIEU (1996):

Performance of a broad spectrum anti-microbial drug inhibition assay (AIM 96) in an interla-
boratory collaborative study in bulk raw milk

Milchwiss. 51, 696-698



8 LITERATURVERZEICHNIS 84

Zitierte Gesetze, Verordnungen, Richtlinien, amtliche Untersuchungsverfahren

Arzneimittelgesetz (AMG) vom 24. August 1976 in Gelj ab 6. Juni 1986. Neugefasst
durch die Bekanntmachung vom 12. Dezember 2005 (I 3394).
BGBI | 1976, 2445, 2448

Lebensmittel-, Bedarfsgegenstande- und Futtermittelgesetzbuch (LFGB) vom 1. September
2005. Neugefasst durch die Bekanntmachung vom 26. April 2006 (I 945), zuletzt geandert
durch Artikel 12 G. v. 26.02.2008.

BGBI | 2005, 2618, (3007)

Verordnung UuUber die Gitepriafung und Bezahlung der Anlieferungsmilch (Milch-
Guteverordnung) vom 09. Juli 1980 in der Fassung der sechsten Verordnung vom 30.10.03, in
Kraft ab dem 01. Januar 2004

BGBL I, 2170

Verordnung (EG) Nr. 470/2009 des Europaischen Parlaments und des Rates vom 06.05.2009
Uber die Schaffung eines Gemeinschaftsverfahrens fir die Festsetzung von Hochstmengen fur
Ruckstande pharmakologisch wirksamer Stoffe in Lebensmitteln tierischen Ursprungs, zur
Aufhebung der Verordnung (EWG) Nr. 2377/90 des Rates und zur Anderung der Richtlinie
2001/82/EG des Europaischen Parlaments und des Rates und der Verordnung (EG) Nr.
726/2004 des Europdaischen Parlaments und des Rates

Amtsblatt der Europaischen Union L 152 vom 16.06.2009, 11-22

Richtlinie 96/23/EG des Rates vom 29. April 1996 Uber Kontrollma3nahmen hinsichtlich
bestimmter Stoffe und ihrer Rickstande in lebenden Tieren und tierischen Erzeugnissen und
zur Aufhebung der Richtlinien 85/358/EWG und 86/469/EWG und der Entscheidungen
89/187/EWG und 91/664/EWG.

Amtsblatt der Europaischen Gemeinschaften L 125 vom 23.05.1996, 10-32



8 LITERATURVERZEICHNIS 85

Richtlinie 96/23/EG des Rates Uber die Ruckstandstiberwachungsplane. Zuletzt geéndert
durch die Entscheidung 2006/208/EG der Kommission vom 7. Marz 2006 zur Anderung der
Entscheidung 2004/432/EG.

Amtsblatt der Europaischen Gemeinschaften L 75 vom 14.3.2006, 20-25

Entscheidung 97/747/EG der Kommission vom 27. Oktober 1997 tGber Umfang und Héaufig-
keit der in der Richtlinie 96/23/EG des Rates vorgesehenen Probenahmen zum Zweck der
Untersuchung in Bezug auf bestimmte Stoffe und ihre Rickstdnde in bestimmten tierischen
Erzeugnissen

Amtsblatt der Europaischen Gemeinschaften L 303 vom 6.11.1997

Verordnung zur Anderung der Verordnung tber Nachweispflichten fur Arzneimittel, die zur
Anwendung bei Tieren bestimmt sind und zur Anderung der Verordnung uber tierarztliche
Hausapotheken vom 21.August 2001

BGBI 1 2001, 2131



9 ABKURZUNGSVERZEICHNIS 86

9 Abklrzungsverzeichnis

7-ACS = 7-Aminocephalosporansaure

agua. dest. = Aqua destillata, destilliertes Wasser

AMG = Arzneimittelgesetz

6-APS = 6-Aminopenicillansdure

B. = Bacillus

BGBI = Bundesgesetzblatt

BRT = Brillantschwarz-Reduktionstest

BVL = Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit
EIA = Enzymimmunoassay

ELISA = Enzyme-linked-immuno-sorbent assay, Enzymimmunoassay 216
Enk = Extinktionswert Negativkontrolle

et al. = et alii, und andere

Epk = Extinktionswert Positivkontrolle

Epr = Extinktionswert Probe

EU = Européische Union

E(W)G = Européaische (Wirtschafts-)Gemeinschaft

FIA = Fluoreszenzimmunoassay

HVL = Hessischer Verband flur Leistungs- und Qualitatsprifungen in der Tierzucht e.V.
IgE-Antikorper = Antikdrper der Immunglobulinklasse E

i.m. = intramuskular

IU = international units (Internationale Einheiten)

I.v. = intravends

kg = Kilogramm

K. = Klebsiella
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L.= Lactobacillus

| = Liter

LFGB = Lebensmittel-, Bedarfsgegenstande- und Futtermittelgesetzbuch, Lebensmittel
und Futtermittelgesetzbuch

LU = Levi Units (Enzymaktivitat)

mg = Milligramm

ug = Mikrogramm

ml = Milliliter

ul = Mikroliter

min = Minuten

MRL(s) = Maximum Residue Limit(s), Ruckstandshéchstmenge(n)
n = Anzahl

Na = Natriumsalz

NaOH = Natronlauge

ng = Nanogramm

PBP =Penicillin-bindende-Proteine

PBS = phosphate buffered saline, Phosphat gepufferte-Kochsalzlésung, Phosphatpuffer
RIA = Radioimmunoassay

P. = Proteus

S = Saphylococcus

S.C. = subcutan

UV = Ultraviolett

var.= Varietas, Varietat

VO = Verordnung

WHO = World Health Organisation, Weltgesundheitsorganisation
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guter wissenschatftlicher Praxis, wie sie in der ,Satzung der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis® niedergelegt sind, eingehalten.

T. Fingerhuth
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