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1. EINLEITUNG UND FRAGESTELLUNG

Im Vergleich zur Kuhmilch stellt Stutenmilch in Deutschland unter Skonomischen
Gesichtspunkten eine fast vernachldssigbare Grofe dar. Dennoch ist die
lebensmittelhygienische Beschéftigung mit diesem Lebensmittel in mehrfacher Hinsicht von

Interesse.

Beispielsweise unterscheidet sich die Gewinnung und Vermarktung von Stutenmilch deutlich
von der Milch von Wiederkéuern. So wird Stutenmilch fast ausschlieBlich als Rohmilch und
damit als Vorzugsmilch vermarktet, was mit besonderen rechtlichen Rahmenbedingungen
verbunden ist. Aus lebensmittelhygienischer Sicht war Stutenmilch de facto nicht spezifisch
geregelt. Erst in jiingster Zeit sind im Zuge der Neuregelung des europdischen
Lebensmittelrechts spezifische mikrobiologische Kriterien fiir die Vermarktung von

Stutenmilch als Vorzugsmilch (Rohmilch) festgelegt worden.

Noch unbefriedigender ist die Situation bei der Kontrolle von Riickstainden und
Kontaminanten in Stutenmilch zu sehen. Obwohl Untersuchungen auf derartige unerwiinschte
Substanzen eigentlich vorgeschrieben wiren, fehlen bisher sogar die erforderlichen
validierten Untersuchungsmethoden. Monitoring-Untersuchungen zur Schadstoffbelastung
(Riickstinde, Kontaminanten) von Stutenmilch wurden bisher nicht publiziert, auch was das
moglich carry-over von Kontaminanten aus Futtermitteln in die Milch betrifft sind so gut wie
keine spezifischen Daten verfiigbar. Dies liegt auch daran, dass Stutenmilch analytisch einige
Besonderheiten aufweist. Einfache Screeningtests, wie sie fiir zahlreiche Analyten bei
Kuhmilch etabliert wurden, koénnen aufgrund der abweichenden Zusammensetzung der
Stutenmilch oft nicht direkt angewendet werden. Zudem sind fiir das Pferd als Monogastrier
andere Resorptions- und Metabolisierungsschritte bei Kontaminanten moglich, auch bei der
Ausscheidungsdauer von Tierarzneimitteln in die Milch sind Unterschiede zum Wiederkduer

moglich.

Ziel der Arbeit war es daher, in einer ersten Monitoringstudie Daten zur Belastung von
Stutenmilch in Deutschland mit Mykotoxinen sowie zu Riickstinden antimikrobiell
wirksamer Substanzen (Hemmstoffe) zu ermitteln. Dazu wurde Stutenmilch aus
verschiedenen Regionen Deutschlands auf die Mykotoxine Aflatoxin M; (AFM,)),
Deoxynivalenol (DON), Ochratoxin A (OTA), T-2/HT-2 Toxin und Zearalenon (ZEA)
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untersucht, wobei Enzymimmuntests und HPLC-Verfahren eingesetzt wurden. Zur
Untersuchung auf Hemmstoffe wurde ein neuartiger mikrobiologischer Hemmstofftest sowie
ein Enzymimmuntest fiir Penicilline eingesetzt. Alle Verfahren wurden zunéchst beziiglich
ihrer Anwendbarkeit gepriift, modifiziert und validiert, insbesondere war die Erarbeitung

geeigneter Probenvorbereitungsverfahren erforderlich.
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2. SCHRIFTTUM
2.1 Stutenmilch als Lebensmittel

2.1.1 Allgemeines

Stutenmilch  dient bereits seit Jahrhunderten den Menschen Zentralasiens als
Grundnahrungsmittel. Traditionell wird dort durch Fermentation von Stutenmilch der
sogenannte Kumys produziert und dient nicht nur den nomadisierenden Reitvolkern als

Nahrungsmittel (MALACARNE et al., 2002).

In historischen Berichten findet Stutenmilch bzw. Kumys immer wieder Erwdhnung, wobei es
sich groftenteils um mystische Betrachtungsweisen oder vorwissenschaftliche

Naturbetrachtungen handelt.

Als Heilmittel haben Stutenmilch und Kumys vor circa 150 Jahren Eingang in die Medizin
Zentralasiens gefunden. Wissenschaftlich gesicherte Belege hierzu existieren jedoch nicht. So
gab es in der Sowjetunion 1962 bis zu 50 sogenannte Kumyssanatorien mit bis zu 11.000
Patientenpldtzen, fiir deren Versorgung 3500 Stuten sorgten (STORCH, 1985). In den 80er
Jahren gab es allein in Kasachstan zehn Kumys-Heilstatten. Man therapierte dort Magen- und
Darmerkrankungen, Blutarmut, Erschopfungszustinde, Lungentuberkulose sowie chronische
Leber- und Hautentziindungen (STORCH, 1985; ZOEGE VON MANTEUFFEL, 1990). Im
Jahre 1976 wurden in staatlich-genossenschaftlichen Farmen bis zu 100.000 Tonnen Kumys

produziert, mit steigender Tendenz (STORCH, 1985).

Noch heute ist der Verzehr von Kumys in weiten Teilen Osteuropas und im asiatischen Raum
stark verbreitet, allerdings wird Kumys heute meist industriell hergestellt (MALACARNE et
al., 2002).

In Deutschland ist die Verwendung von Stutenmilch als Lebensmittel wenig verbreitet, sie
gewinnt in letzter Zeit jedoch an Bedeutung. Seit den 60er Jahren wird Stutenmilch auch in
Deutschland bei Neurodermitis und Magen-Darm-Erkrankungen sowie bei Menschen mit
Kuhmilchallergie eingesetzt (MALACARNE et al., 2002). So berichten BUSINCO et al.
(2000), dass Kinder mit Kuhmilchallergie im Hauttest (skin prick test) weniger starke

Reaktionen nach Provokation mit Stutenmilch zeigten.



2. SCHRIFTTUM 4

2.1.2 Gewinnung von Stutenmilch in Deutschland

Nach Angaben des Bundesverbands deutscher Stutenmilcherzeuger (BVDS) gibt es circa 25
aktive Stutenmilchproduzenten in Deutschland. Die meisten Betriebe erzeugen jedoch
lediglich im Nebenerwerb mit fiinf bis 15 Stuten Milch, da die Erzeugung von Stutenmilch

sehr aufwéndig und der Absatz begrenzt ist.

Die Stuten werden meist ab der dritten bis sechsten Woche nach dem Fohlen zwei bis dreimal
taglich gemolken. Die Fohlen werden in dieser Zeit separiert. Danach steht die Milch wieder
dem Fohlen zur Verfligung. Eine vollstindige Trennung von Stute und Fohlen, wie es beim
Rind tblich ist, ist nicht moglich, da die Stute sonst permanent alle zwei Stunden gemolken
werden miisste, ansonsten wiirde der Milchfluss innerhalb weniger Tage versiegen. In
Deutschland werden zur Stutenmilchgewinnung hauptsdchlich Haflinger, Kaltbliiter oder

Russische Lastenpferde eingesetzt, teilweise aber auch andere Warmblutpferde.

Der Melkvorgang bei der Stute ist deutlich komplizierter als bei der Kuh. Stuten besitzen nur
zwei sehr kurze Zitzen und ein relativ kleines Euter, das circa zwei bis drei Liter Milch
enthdlt. Gemolken werden die Stuten daher meist mit speziellen Eimermelkanlagen
(STORCH, 1969), nur wenige Erzeuger melken mit der Hand. Viele Erzeuger besitzen einen
erhohten Melkstand, in den eine Stute nach der anderen gefiihrt wird und dort auch wéhrend

des Melkens ihre Kraftfutterportion erhalt.

Die Milchleistung der Stute variiert je nach Rasse und wird in der Literatur mit 2000-3500 kg
pro Laktation angegeben (LEGEL, 1993). Diese Werte wurden von den in die eigenen

Untersuchungen einbezogenen Erzeugern bestétigt.

Nach dem Melken wird die Milch in der Regel lediglich filtriert, abgepackt und bei -18 °C bis
-30 °C schockgefroren. Daher ist eine einwandfreie Hygiene wédhrend der Gewinnung und
Verarbeitung essentiell. Da Stutenmilch nicht wiarmebehandelt wird und auch kein anderes
Verfahren zur Keimabtdtung eingesetzt wird, unterliegt sie den Vorschriften beziiglich
Vorzugsmilch (Tierische Lebensmittelhygiene-Verordnung Anlage 9). Explizite Erwéhnung
im Kontext der Vorzugsmilch findet die Stutenmilch jedoch erst seit 2007 mit der
Durchfiihrungsverordnung zum Lebensmittelhygienerecht. Aufgrund dieser Vorschriften

muss die Stutenmilch in Hinsicht auf Gewinnung, Behandlung und Beschaffenheit zusétzliche
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Anforderungen gegeniiber herkdmmlicher Rohmilch (die einer Warmebehandlung unterzogen

wird) erfiillen.

So sind die Tiere z.B. monatlich von einem Tierarzt klinisch zu untersuchen. Monatlich
miissen zytologische Untersuchungen von Einzelgemelken durchgefiihrt werden, bei
Stutenmilch muss ab einem Gehalt an somatischen Zellen von 10.000 pro ml (Rind :
250.000/ml) eine bakteriologische Untersuchung von Hélftengemelksproben erfolgen. Fiir die
Verarbeitung gelten ebenfalls strengere Richtlinien. In Tabelle 1 ist eine Ubersicht zu den

weiteren Anforderungen an Vorzugsmilch aufgefiihrt.

Tabelle 1: Anforderungen monatlicher Stichprobenkontrollen an Vorzugsmilch von Stuten
gemil der Anlage 9 der Tierischen Lebensmittel-Hygieneverordnung

Grenzwerte Probennahmeplan
Parameter

m M n c
Keimzahl/ml bei +30°C 20.000  50.000 5 2
Enterobacteriacae/ml bei +30°C 10 100 5 2
Koagulase-positive Staphylokokken/ml 10 100 5 2
Salmonellen in 25 ml 0 0 5 0

Pathogene Mikroorganismen oder deren Toxine diirfen in der Milch nicht in Mengen
vorhanden sein, die die Gesundheit des Verbrauchers beeintrichtigen kdnnen.
Hémolysierende Streptokokken diirfen bei einer monatlich durchzufiihrenden Kontrolle in
1 ml Milch nicht nachweisbar sein.

Bei der sensorischen Kontrolle der Milch diirfen keine Abweichungen erkennbar sein.

m=Schwellenwert; M=Hochstwert; n=Anzahl der Probe; c=Anzahl der Proben zwischen m

und M

An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass Eselsmilch von dieser Verordnung nicht
miterfasst wird. Insbesondere in Italien wird derzeit die Vermarktung von Eselsmilch als

Lebensmittel gepriift (POLIDORI et al, 2009).

Wie bei der Erzeugung von Rohmilch anderer Tierarten muss auch der Eutergesundheit bei
zur Milchgewinnung verwendeten Stuten besondere Beachtung geschenkt werden
(SCHUPPEL & KNY, 2001), auch wenn bei der Stute im Vergleich zum Rind Mastitis keine
so groBBe Rolle spielt (BOSTEDT, 1994). Die Erhchung der Zellzahl ist auch hier ein
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deutliches Anzeichen fiir das Vorliegen einer Euterinfektion, wobei fiir die Stutenmilch
(Bestandsmilch) keine Grenzwerte existieren. KNY (1998) stellte bei den von ihm
untersuchten Stutenmilchproben in 80% der Proben Zellgehalte < 50.000 pro Milliliter fest.
Die Keimgehalte lagen bei 90% der Proben bei < 30.000 Keime pro Milliliter.

2.1.3 Inhaltstoffe der Stutenmilch

Im Vergleich zu Muttermilch oder Kuhmilch enthédlt Stutenmilch einen geringen Energie- und
Fettgehalt. Der Laktosegehalt, der Gesamtprotein-, Nicht-Protein-Stickstoff- (NPN-) sowie
der Mineralstoffgehalt sind dem der Muttermilch dhnlich. Tabelle 2 fasst die durchschnittliche

Zusammensetzung der Stutenmilch zusammen.

Im Vergleich zwischen Kuhmilch und Stutenmilch zeigt sich ein Casein-
Molkeproteinverhéltnis der Stutenmilch von nahezu 1:1 (Muttermilch 1:2) im Gegensatz zur
Kuhmilch mit 4:1. Dies fiihrt dazu, dass sowohl Stuten- als auch humane Milch bei
Anséduerung weich und feinflockig ausfillt. Nach Ansicht von SCHUBERT (1999) belastet
dies den Magen weniger und trdgt zu einer besseren Vertraglichkeit bei, da so ein schnellerer

Transport in den Diinndarm erfolgt.

Tabelle 2: Ubersicht iiber die Zusammensetzung der Milch verschiedener Spezies (nach
MALACARNE et al., 2002)

Stutenmilch Muttermilch Kuhmilch
Fett (g/kg™) 12,1 36,4 36,1
Protein (g/kg™) 21,4 14,2 32,5
Molkeproteine (g/kg'l) 8,3 7,6 5,7
Casein (g/kg™) 10,7 3,7 25,1
NPN x 6,38 (g/kg™) 2,4 2,9 1,7
Lactose (g/kg'l) 63,7 67,0 48,8
Gesamtenergie (kcal/kg™) 480 677 674

Stutenmilch enthilt einen groBen Anteil an Molkeproteinen und neben a-lactalbumin auch

relativ viel B-lactoglobulin (Tabelle 3).
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Sowohl Stuten- als auch humane Milch enthalten ein antimikrobielles Abwehrsystem
bestehend aus Lysozym und Lactoferrin. In Kuhmilch basiert die antimikrobielle Aktivitat
fast ausschlieBlich auf den Immunglobulinen, die allerdings in hohen Konzentrationen nur im

Kolostrum enthalten sind.

Tabelle 3: Zusammensetzung der Molkeproteine bei den verschiedenen Spezies (nach
MALACARNE et al., 2002)

Stutenmilch Muttermilch Kuhmilch
B-lactoglobulin (%) 30,8 nicht vorhanden 20,1
a-lactalbumin (%) 28,6 42.4 53,6
Immunglobuline (%) 19,8 18,2 11,7
Serumalbumin (%) 4,5 7,6 6,2
Lactoferrin (%) 9.9 30,3 8,4
Lysozym (%) 6,6 1,7 Spuren

Hinsichtlich des Fettsduremusters zeichnet sich die Stutenmilch durch einen hohen Anteil
(55%) an mehrfach ungesittigten, essentiellen Fettsduren (PUFA) wie z.B. Linol-, Linolen-

und Arachidonsidure (STORCH, 1985) aus.

Stutenmilch weist verschiedenen Untersuchungen zufolge meist einen niedrigen Gehalt an
Mikroorganismen auf, in der Regel betragt die Gesamtkeimzahl weniger als 10.000 Keime je
ml (ZOEGE VON MANTEUFFEL, 1989). Stutenmilch enthdlt in hohen Konzentrationen
antimikrobiell wirksame Proteine, insbesondere das Lysozym. Der Lysozymgehalt liegt bei
80 mg/100ml (Humanmilch 50mg/100ml; Kuhmilch 13 mg/100ml) (DOREAU & BOULOT,
1989). Lysozym ist ein wichtiger humoraler Faktor des unspezifischen Abwehrsystems und
besitzt die Fahigkeit, Bakterienzellwdnde aufzulosen (HATZIPANAGIOTOU, 1998). Somit
wirkt es bakterizid, vornehmlich gegen gramnegative Keime wie E.coli. SCHUBERT (1999)
leitet daran ab, dass dadurch die Vermehrung von Bifidusbakterien im Darm gefordert wird.
Der Gehalt an Vitamin A (0,08 mg/100ml) und Vitamin C (13 mg/100ml) der Stutenmilch ist
relativ hoch, der Vitamin C-Gehalt ist sogar dem von frischen Obst und Gemiise vergleichbar.
Des Weiteren enthélt Stutenmilch hohe Gehalte an Immunproteinen wie z.B. IgA, das nur zu
einem geringen Anteil resorbiert wird. Seine moglichen Wirkungen auf die

Schutzmechanismen der Darmmukosa sind noch nicht geklért.
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Lactoferrin ist ein Eisen-Transportprotein und ebenfalls in hohen Konzentrationen enthalten.
Durch seine Eisenbindungskapazitit hindert es pathogene Mikroorganismen an deren
Eisenversorgung und wirkt somit auch antimikrobiell. Es wird von proteolytischen Enzymen

nur wenig angegriffen und entfaltet seine Wirkung somit im gesamten Darm.

2.1.4 Vermarktung

Stutenmilch wird in Deutschland fast ausschlieBlich als Rohmilch und daher unter den
Regelungen der Vorzugsmilch vermarktet. Der grofite Teil der produzierten Stutenmilch wird
nach der Gewinnung filtriert, in 250 ml Verpackungen schockgefroren und direkt an den
Verbraucher abgegeben. Dabei werden Preise von circa zehn Euro pro Liter erzielt. Teilweise
wird durch Gefriertrocknung Milchtrockenpulver hergestellt. Kumys oder andere fermentierte
Stutenmilcherzeugnisse werden in Europa nur selten produziert. Eine weitere Verwendung
findet Stutenmilch in der Kosmetikindustrie, eine Reihe unterschiedlicher Pflegeprodukte, wie
z.B. Stutenmilchseife, -haarshampoo, -kurbad, -tagescreme und -nachtcreme werden aus

Stutenmilch hergestellt.
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2.2 Mykotoxine

2.2.1 Allgemeines

Unter dem Begriff Mykotoxine werden die von Schimmelpilzen gebildeten sekundiren
Stoffwechselprodukte zusammengefasst, die fiir Mensch und Tier toxische Wirkungen haben
(FINK-GREMMELS, 1994). Mykotoxine sind in der Natur weit verbreitet und vor allem in
pflanzlichen Lebensmitteln, teilweise aber auch in Lebensmitteln tierischen Ursprungs wie

z.B. in Milch zu finden.

Im Gegensatz zu Metaboliten des Primérstoffwechsels sind Mykotoxine nicht bei allen
Schimmelpilzen zu finden, sie werden meist nur in Abhéingigkeit von bestimmten
Temperatur- und Feuchtigkeitsbedingungen oder reichlichem Nihrstoffangebot, bzw. nur in
bestimmten Phasen des Lebenszyklus gebildet. Oft entsteht dabei nicht nur eine Substanz,

sondern eine Vielzahl von verwandten Verbindungen.

Je nach Art des Mykotoxins stehen beziiglich seiner Schadwirkungen genotoxische,
kanzerogene, nephrotoxische, pseudo-Ostrogene, immunsuppressive und allgemein

zytotoxische Wirkungen im Vordergrund.

Mykotoxine sind hiufig weitgehend hitzestabil und werden daher bei der Nahrungsmittel- und

Futterherstellung in der Regel nicht zerstort.

Bekannt sind heute ungefdahr 300 Mykotoxine, von denen circa 20 in gesundheitsrelevanten

Mengen und Haufigkeiten in Lebensmitteln gefunden werden (STEYN, 1995).

Mit der Entdeckung der Aflatoxine in den 60er Jahren, nachdem 1961 Tausende von
Truthdhnen in England verstorben waren (Turkey X-Diseases), begann die Entwicklung der

modernen Mykotoxinforschung (RICHARD, 2007).

Sehr spekulativ werden heute hinter vielen historischen Katastrophen der Menschheit
Mykotoxine als Ausldser vermutet. Beispielsweise soll die letzte der Agyptischen Plagen
(Tod der Erstgeborenen) durch Mykotoxine ausgelost worden sein. Das aus dem Mittelalter
bekannte Antonius-Feuer ist auf eine Vergiftung mit Ergotalkaloiden zuriickzufiihren
(RICHARD, 2007). Die nach dem Zweiten Weltkrieg in Asien aufgetretene Alimentére
Leukdmie wird mit einer T-2 Toxin Vergiftung in Verbindung gebracht (STEYN, 1995).



2. SCHRIFTTUM 10

2.2.2 Charakterisierung der in dieser Arbeit untersuchten Mykotoxine

Im Kontext dieser Arbeit sollen nur einige ausgewdhlte Aspekte der jeweiligen Mykotoxine
besprochen werden. Fiir vertiefende Betrachtungen sei auf Ubersichtsarbeiten, wie die der
EFSA und der JECFA verwiesen (CANADY et al., 2001; EFSA, 2004a; EFSA, 2004b;
EFSA, 2004c; EFSA, 2004d; EFSA, 2006; WHO, 2000).
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2.2.2.1 Aspergillen Toxine — Aflatoxine

2.2.2.1.1 Physikalisch-chemische Eigenschaften

Aflatoxine sind Difuranocumarine mit einem heterocyklischen Grundgeriist aus fiinf Ringen.
Die am hiufigsten vorkommenden Aflatoxine sind die Dihydrofuranofurane (DHFF) B, G,
sowie (als Bi-Metabolit) M; (MUCKE & LEMMEN, 2004).

Die DHFF-Verbindungen (B, G;, M| sowie die reduzierte Form Aflatoxicol(AFR)) weisen
eine 8,9-Vinylether-Doppelbindung auf, die in der Sdugerzelle durch mikrosomale Enzyme
auch zu einem kanzerogenen Epoxid metabolisiert werden kann. Dieser Vorgang findet

bevorzugt in der Leber statt (STEIMER, 1989).

Aflatoxin M; wurde als Hauptmetabolit von Aflatoxin B; in der Milch laktierender Kiihe und

Schafe nachgewiesen (HOLZAPFEL et al., 1966).
In Tabelle 4 sind einige chemisch-physikalische Charakteristiken von Aflatoxin M,
aufgefiihrt (Angaben nach TARC, 2002). Die Strukturformeln einiger Aflatoxine sind in

Abbildung 1 dargestellt.

Tabelle 4: Chemisch-physikalische Charakteristiken von Aflatoxin M,

Summenformel: Ci7H 1207
Chemisch- (6aR,9aR)-2,3,6a,9a-Tetrahydro-9a-hydroxy-4-
wissenschaftlicher Name: methoxycyclopenta[c]furo[3’,2":4,5]furo[2,3-

h][/]benzopyran-1,11-dione (9CI)

Synonyme: 4-Hydroxyaflatoxin B1; (6aR-cis)-2,3,6a,9a-tetrahydro-9a-
hydroxy-4-methoxycyclopenta[c]furo[3’,2":4,5] furo[2,3-
h][/]benzopyran-1,11-dione

Molekulargewicht: 328.3

Max. Absorption in Ethanol: 226 (265/357) nm

Schmelzpunkt: 299 °C
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Aflatoxin G, Aflatoxin G,

Aflatoxin M,

Abbildung 1: Strukturformeln einiger Aflatoxine

2.2.2.1.2 Bildung und Vorkommen

Aflatoxine sind sekundire Stoffwechselprodukte von Aspergillus flavus, A. parasiticus und in
seltenen Fillen auch 4. nomius. A. parasiticus ist an ein Wachstum im Erdreich adaptiert,
wiahrend 4. flavus eher auf den oberirdischen Pflanzenteilen (Stengel, Bliiten) wichst. Sie
werden sowohl auf dem Feld als auch bei unsachgeméBer Lagerung (Temperatur, hohe
Feuchtigkeit) produziert (PRANDINI et al., 2009). Die Toxinproduktion erfolgt im

Temperaturoptimum von 20 bis 30 °C.

Bekannt sind iiber 20 verschiedene Toxine des Aflatoxin-Typs, doch treten als
Kontaminanten von pflanzlichen Lebensmitteln vor allem Aflatoxin By, By, Gy, und G; auf. In
Bezug auf Vorkommen und Toxizitit spielt das Aflatoxin B; die wichtigste Rolle (WOGAN,
1966; TARC, 1993). Als Folgeprodukt einer Entgiftungsreaktion bzw. Hydroxylierungs-
reaktion entsteht Aflatoxin M, das bei laktierenden Sdugern einschlieSlich dem Menschen in

die Milch gelangt, wenn diese mit Aflatoxin B; kontaminierte Nahrungs- bzw. Futtermittel zu
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sich genommen haben (RICHARD, 2007). Studien bei laktierenden Stuten liegen jedoch, mit
Ausnahme der Untersuchungen von BLUTHGEN, 2007, nicht vor.

Aflatoxine (B, G) werden meist nur in Erzeugnissen aus tropischen oder subtropischen
Regionen nachgewiesen, wie z.B. in FErdniissen, Kokosnusskernen, Palmkernen,
Baumwollsaat, Babassusamen, und deren Erzeugnissen, sowie in Mais (Ubersicht siche
EFSA, 2004d). Dariiber hinaus gibt es jedoch auch Berichte iiber hohe Aflatoxin-Belastungen
von Mais aus der Po-Ebene in Italien. Hohe Temperaturen, Trockenheit und starker Befall mit
Schadlingen fiihren hier zu einem verstirkten Auftreten von 4. flavus mit damit verbundener
Toxinbelastung im Mais (EFSA, 2004d). Dies zeigt das prinzipiell mdégliche Vorkommen von
Aflatoxinen in europdischen Erzeugnissen, auch wenn die Belastung hauptsichlich in
importiertem Material nachgewiesen wurde. Neuere Studien aus der Tiirkei zeigten in 95 %
von 40 Futterproben Gehalte von 0,15 bis 32 (Median 6,81 +0,81) ng/kg Aflatoxin B
(AKSOY et al., 2009). Nur zwei Proben enthielten ausschlieBlich Aflatoxin B, 23 Proben
enthielten daneben noch Gehalte an T-2 und ZEA. 14 Proben enthielten 2 verschiedene

Mykotoxine. Eine hdufige Kombination war Aflatoxin B; und ZEA.

Bei den Futtermitteln weisen Kokosnusspresskuchen, Erdnusspresskuchen, Sonnenblumen-
presskuchen und Maiskleber die stirkste Belastung mit Aflatoxinen auf (BLUTHGEN &
UBBEN, 2000).

2.2.2.1.3 Toxizitit und Risikobewertung

Aflatoxine, vor allem B;, G; und M, sowie die reduzierte Form Aflatoxicol (AFRy), sind akut
toxisch, immunsupressiv, mutagen, terratogen und kanzerogen (PERAICA, 1999).
Hauptzielorgan fiir die Toxizitdt und die Kanzerogenitit ist die Leber (PRANDINI et al.,
2009). Daher wurde Aflatoxin B; von der International Agency for Research on Cancer
(IARC) in Gruppe 1, als potenziell krebserregend beim Menschen eingestuft. Aflatoxin M,
wurde aufgrund seiner, bei gleicher Toxizitdt, geringeren Kanzerogenitit in Gruppe 2B als

moglicherweise krebserregend eingestuft (IARC, 1993).

Aflatoxine binden iiber eine Epoxid-Intermedidrform an die RNA und DNA und verhindern
so die Transcription. Dariiber hinaus reduzieren sie die IgG- und IgA-, nicht aber die IgM-

Plasmaspiegel und vermindern die Komplementaktivitét (Pier, 1992).
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Beziiglich der klinischen Symptome einer Aflatoxinvergiftung sind eine Vielzahl von
Symptomen bei unterschiedlichen Tierarten beschrieben (HINTZ, 1990). Eine akute
Aflatoxikose duBlert sich in akutem Leberversagen mit Koagulopathie, Haemorrhagie und
verlangerten Gerinnungszeiten. Die Leber zeigt pathologische Verdnderungen mit
zentrallobuldren Nekrosen und Einblutungen. Der Tod tritt meist innerhalb von Stunden oder

wenigen Tagen ein (PIER, 1992).

Daneben werden Anorexie, Ikterus, Depression, Gewichtsverlust, Gastrointestinale

Affektionen, Haemorrhagien, Ascites und Lungenodem beobachtet (EFSA, 2004d).

Es existieren tierartspezifische Unterschiede in der Empfindlichkeit fiir Aflatoxine, was durch
unterschiedlich hohe Raten der Epoxidierung und der Aktivitit von Phase II Metabolismus

erkliart wird (MIROCHA & CHRISTENSEN, 1974).

Aufgrund der Spaltung des Toxins durch die Pansenflora, weist der Wiederkéduer eine grof3e
Toleranz gegeniiber Aflatoxinen auf (FINK-GREMMELS, 2008; EFSA, 2004d). Klinische
Erscheinungen treten erst ab einer Dosis von 1,5 - 2,23 mg/kg Futter auf. Kleine Wiederkduer
bendtigen sogar Konzentrationen >50 mg/kg Futter um Erscheinungen zu zeigen (EFSA,

2004d).

Aflatoxine fiihren beim Pferd zu Verfettung, Nekrose und Fibrose der Leber,
Nierenschiadigungen, hémorrhagische  Enteritis und myocardialer — Degeneration
(ANGSUBHAKORN et al., 1981; Keller et al., 2007). Mdglicherweise ist bei den von
ANGSUBHAKORN et al. (1981) beschriebenen Fillen auch eine Mitbeteiligung von
Fumonisinen zu beriicksichtigen (GELDERBLOM et al., 1988), da Mais regelmifig hohe
Fumonisinwerte aufweist. Bei experimentell ausgelosten Aflatoxinvergiftungen des Pferdes
wurden erhohte Korpertemperatur, gesteigerte Puls- und Atemfrequenz, blutiger Kot und
fokale Leberschddigungen als Symptome beschrieben (BORTELL et al., 1983). VESONDER
et al., 1991 beschreibt ebenfalls mehrere lokale Leberldsion bei der pathologischen
Untersuchung von Pferden, die an natiirlich mit Aflatoxinen kontaminierten Futter verstorben

sind.
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Chronische Aufnahme nicht akut toxischer Mengen fiihrt zu geringeren Tageszunahmen,
geringerer Milchmenge, kleinerer Legeleistung sowie zu erhohter Infektanfilligkeit (EFSA,

2004d).

Das Auftreten von Aflatoxin M; stellt ein abgeschwichtes Echo auf eine Kontamination des
Futtermittels mit Aflatoxin B, dar. Dabei ist eine direkte Abhingigkeit der Aflatoxinbelastung
der Milch mit der Fiitterungspraxis zu beobachten (STEIMER, 1989).

Neuere Untersuchungen aus der Tiirkei berichten iiber eine hohe Belastung von Butter mit M,
von zehn ng/kg bis zu 7000ng/kg, sowie eine Belastung von Kise bis 4100 ng/kg
(TEKINSEN & UCAR, 2006). Aktuelle Testmethoden sind in der Lage Aflatoxin M; mit
einer Nachweisgrenze von einigen wenigen pg/ml nachzuweisen (WANG et al., 2009). Eine
von der Europdischen Lebensmittelsicherheitsbehorde veroffentliche Zusammenstellung von
Untersuchungsergebnissen zeigte, dass lediglich 0,06 % von insgesamt 11831 untersuchten
Milchproben aus verschiedenen Léndern der Européischen Union Aflatoxin M; oberhalb des

Grenzwertes von 0,05 pg/kg enthielten (EFSA, 2004d).

2.2.2.1.4 Metabolismus nach oraler Aufnahme

Nach oraler Aufnahme kann Aflatoxin B; in der Leber unterschiedlichen
Metabolisierungsvorgingen unterzogen werden. So entstehen Metaboliten wie die Aflatoxine

M, My, My, P; oder Qy, sowie glucuronidierte Metaboliten der Verbindungen.

Aflatoxin M, entsteht aus einer Hydroxilierung von B; durch mikrosomale Leberenzyme,
wobei nur 1-2 % der aufgenommenen B; Menge als M, in der Milch in Erscheinung treten
(EFSA, 2004d). Ein groBer Teil wird iiber die Nieren ausgeschieden. Die Metabolisierung ist
ein Weg der Entgiftung von B; und spielt bei der Aktivierung zum eigentlichen Karzinogen
keine Rolle. M; entsteht analog durch Hydroxilierung von B,, My ist ebenfalls ein Hydroxy-
Metabolit des B;. Neben M; unterliegen auch M, und My einem carry-over in Milch, jedoch
in weitaus geringerem Male, so dass sie fiir die 6ffentliche Gesundheit nicht signifikant sind
(EFSA, 2004d). Die -carry-over Rate unterliegt sehr stark einzeltierspezifischen
Schwankungen und kann von 0,3 % bis zu 6,2 % betragen (EFSA, 2004d).
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Nach PRANDINI et al., 2009 ist das carry-over am Beginn der Laktation 3,3 - 3,5 fach héher
als im Verlauf der Laktation. Euterinfektionen sind ebenfalls urséchlich fiir ein gesteigertes
carry-over. Zum carry-over beim Pferd konnte BLUTHGEN, 2007 in orientierenden
Untersuchungen an zwei Pferden zeigen, dass der Ubergang von Aflatoxin M; wahrscheinlich
bei weniger als 0,05 % der oral aufgenommenen Aflatoxin B;-Menge liegt und damit deutlich
niedriger als bei der Kuh sein diirfte. Systematische Untersuchungen von Stutenmilch wurden

jedoch bisher nicht publiziert.

2.2.2.1.5 Rechtliche Regelungen zu Aflatoxinen

Die EU legte mit der Richtlinie 2003/100 EG Hochstwerte fiir den Gehalt an Aflatoxin B, in
Futtermittel fest, die durch die Futtermittelverordnung in Deutschland umgesetzt wurden
(siehe Tabelle 5). Dadurch wurden fiir manche Futtermittelausgangsstoffe, wie z.B. Erdniisse,
Kokosnusskerne, Palmkerne, Baumwollsaat und Maiskorner Grenzwerte von 20 ng/kg
festgelegt und die bis dato mdgliche Nutzung von hdher kontaminierten (bis 200 pg/kg)
Futtermitteln durch Verschneiden mit geringer kontaminierten Ausgangsstoffen endgiiltig
ausgeschlossen. Futtermittel, die an laktierende Tiere verfiittert werden, unterliegen

niedrigeren Grenzwerten von 5 pg/kg.

Eine Uberpriifung durch das Scientific Commitee on Animal Nutrition (SCAN) im Jahre 2003
befand die Grenzwerte fiir ausreichend um die Gesundheit von Mensch und Tier zu schiitzen
(EUROPAISCHE KOMMISSION, 2003). In Tabelle 5 sind die Aflatoxin B;-Grenzwerte fiir
Futtermittel aufgefiihrt.
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Tabelle 5: Aflatoxin B;-Grenzwerte in Futtermitteln nach der Futtermittelverordnung
(FuttMV) (Stand 22.07.10)

Hochstgehalt Aflatoxin

Futtermittel B; in mgkg gemil
FuttMV

Einzelfuttermittel 0,02
Alleinfuttermittel fiir Rinder, Schafe und Ziegen, ausgenommen : 0,02
-Milchvieh 0,005

-Kélber und Lammer 0,01
Alleinfuttermittel fiir Schweine und Gefliigel (ausgenommen 0,02
Jungtiere)

Andere Alleinfuttermittel 0,01
Ergénzungsfuttermittel fiir Rinder, Schafe und Ziegen 0,02

(ausgenommen Ergénzungsfuttermittel fiir Milchvieh, Kélber und

Lammer)
Erganzungsfuttermittel fiir Schweine und Gefliigel (ausgenommen 0,02
Jungtiere)
Andere Erginzungsfuttermittel 0,005

Beziiglich Aflatoxin M; in Milch gilt in der EU der weltweit niedrigste Grenzwert von 0,05
ug/kg Milch (VO EG 1881/2006), dies ist gleichzeitig einer der niedrigsten Grenzwerte im
Bereich der Riickstandsanalytik liberhaupt. Dieser Wert wurde auch von einigen anderen
nicht-EU Staaten ibernommen. Im Gegensatz dazu gilt in den USA sowie in einigen Landern
Asiens und Lateinamerikas ein zehnfach hoherer Grenzwert fiir Aflatoxin M; von 0,5 pg/kg
Milch, der auch in dem Codex Alimentarius (Codex Alimentarius, 2001) verankert ist. Diese

Werte beziehen sich grundséitzlich auf Milch und Milcherzeugnisse.

Fiir Sduglingsnahrungsmittel wurde in der EU ein noch niedrigerer Grenzwert festgelegt.
Sduglingsnahrung darf gemd VO EG 1881/2006 lediglich 0,025 pg/kg Aflatoxin M,

enthalten.

VAN EIJKEREN et al. (2006) konnte zeigen, dass die Einhaltung der Hochstgehalte von
Aflatoxin B; im Futtermittel von 5 pg/kg™ fiir die Einhaltung der Hochstgehalt an Aflatoxin
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M in der Milch von 0,05 pg/kg™ ausreichend ist. Andere Studien konnten zeigen, dass eine
Aufnahme von <40 pg/Tier und Tag Aflatoxin B; zu Konzentrationen unter 0,5 pg/kg
Aflatoxin M; in der Milch fiihrt (PRANDINI et al., 2009). Eine tolerierbare Tagesaufnahme
fiir Aflatoxin M; wurde aufgrund der genotoxischen und kanzerogenen Wirkung nicht

festgelegt.
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2.2.2.2 Penicillien Toxine — Ochratoxin A (OTA)

2.2.2.2.1 Physikalisch-chemische Eigenschaften

OTA ist ein Dihydroisocumarin-Derivat, das iiber seine 7-Carboxylgruppe mittels einer
a-Amidbindung an die Aminosdure L-Phenylalanin gebunden ist (RINGOT et al., 2006).
Aufgrund einer phenolischen Hydroxylgruppe im Dihydroisokumarinring sowie der
Carboxylgruppe des Phenylalanins, ist es eine schwache Séure (PETZINGER & ZIEGLER,
2000).

Reines OTA ist eine farblose kristalline Substanz und ist in polaren organischen
Losungsmitteln (Chloroform, Ethanol, Methanol, Dimethylsulfoxid) oder in wéssriger

Bicarbonatlosung leicht, in Wasser dagegen schlecht 16slich (RINGOT et al., 2006).

In neutralen Losungen ist das Toxin hitzestabil, in alkalischen Losungen wird es unter

Hitzeeinfluss hydrolysiert (STOCK, 2004).

Saure sowie enzymatische Hydrolyse (durch Carboxypeptidase A) fiihren zur Spaltung des
OTA in Ochratoxin alpha, dem Isokumarin-Anteil des Toxins, und Phenylalanin (PFOHL-
LESZKOWICZ & MANDERVILLE, 2007). OTA weist am C5 ein Chloratom als
Substituenten auf, was fiir eine ,,natiirliche Verbindung* relativ ungewdhnlich ist (MIROCHA
& CHRISTENSEN, 1974). Weitere Arbeiten flihrten zu der Entdeckung der weniger
toxischen und selteneren Analoga Ochratoxin B und Ochratoxin C, dem dechlorierten Derivat
bzw. Ethylester-Derivat von OTA (BAYMANN & BAKER, 2006). In Tabelle 6 sind einige
chemisch-physikalische Eigenschaften von OTA aufgefiihrt (nach RINGOT et al., 2006).
Abbildung 2 zeigt die chemische Struktur von Ochratoxin A.

Tabelle 6: Chemisch-physikalische Charakteristika von OTA

Summenformel: Cy0H1306NCl1

Chemisch- L-phenylalanine-N-[(5-chloro-3,4-dihydro-8-hydroxy-3-

wissenschaftlicher Name: methyl-1-oxo-1H-2-benzopyran-7-yl)carbonyl]-(R)-
isocoumarin

Molekulargewicht: 403,82

Max. Absorption in Ethanol: 333 nm

Schmelzpunkt: 168-173 °C
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HO

Ochratoxin A

L-Phenylalanin Isokumarin

Abbildung 2: Chemische Struktur von Ochratoxin A

2.2.2.2.2 Bildung und Vorkommen

Ochratoxine sind eine Gruppe strukturverwandter Mykotoxine, die von Spezies der
Pilzgattungen Penicillium und Aspergillus produziert werden. Die zuerst entdeckte
Verbindung dieser Gruppe wurde aus einer Kultur von Aspergillus ochraceus isoliert, daher

wurde sie Ochratoxin A genannt (MIROCHA & CHRISTENSEN, 1974).

Ochratoxine werden typischerweise, jedoch nicht ausschlieBlich, von Lagerpilzen der Gattung
Penicillium gebildet und sind weltweit in Ernteprodukten wie Mais, Hafer, Gerste, Weizen,
Roggen, Reis und Sojabohnen zu finden. Sie werden jedoch am hiufigsten in den geméBigten
Klimaten der Mais-, Gerste- und Weizenanbaugebiete der nordlichen Hemisphére
nachgewiesen (Kuiper-Goodman und Scott, 1989; IARC, 1993). Auch beim Verderb von
Lebensmitteln im Haushalt kénnen diese Toxine entstehen. Das hiufigste Ochratoxin ist dabei
das Ochratoxin A. Es entsteht in wirmeren Regionen, hauptsidchlich durch Aspergillus
ochraceus auf Erdniissen und Sojabohnen. In unseren geméBigten Breiten mit Temperaturen
unter 30 °C ist Penicillium verrucosum der wichtigste Produzent von Ochratoxin A. Aber
auch A. niger, A. sulphureus, A. carbonarius, Neopetromyces muricatus und Petromyces

alliaceus konnen Ochratoxine produzieren (EFSA, 2004c).
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Eine Auswertung von Untersuchungsdaten in der Europdischen Union zeigte, dass lediglich
4% von 1500 untersuchten Proben (Weizen, Gerste, Hafer und Mais; teilweise auch fiir
Lebensmittel) eine Kontamination mit OTA von mehr als 1 pg/kg aufwiesen
(EUROPAISCHE KOMMISSION, 2002a). Das heiBt, dass die Kontamination von Getreide
mit OTA zwar weit verbreitet ist, aber normalerweise auf einem sehr niedrigen

Konzentrationsniveau.

Einige iltere Untersuchungen, z.B. aus Osterreich, Bulgarien, Polen und der Tschechischen
Republik fanden dagegen deutlich hohere Belastungen von Getreideproben mit OTA, mit
Gehalten bis zu 1000 pg/kg (EFSA, 2004c). Neben Getreide wurde OTA in zahlreichen
anderen pflanzlichen Lebens- und Futtermitteln nachgewiesen, beispielweise in Palmkernen,

Reiskleie, getrockneten Erbsen, Bohnen und Sonnenblumenkernen (EFSA, 2004c).

In Litauen wurde OTA (>10 pg/kg) in 92 % bzw. 93 % von Alleinfuttermitteln fiir Schweine
(n=25) bzw. Gefliigel (n=27) mit Hochstkonzentrationen von 68 pg/kg nachgewiesen
(GARALEVICIENE et al., 2002 ). Eine Studie an in Ruminien geschlachteten Schweinen
konnte in 98 % der Blutproben OTA zwischen 0,05 und 13,4 ng/ml (85 % < 5 ng/kg)
nachweisen, was fiir eine deutliche Belastung des Futters mit OTA spricht (CURTUI et al.,
2001).

Dariiber hinaus wird in der Literatur hdufiger von OTA-Belastung in Milch stillender Miitter
bis zu 0,182 ng/ml berichtet (GAREIS et al., 1988; SKAUG et al., 2001; Ubersicht siche
EFSA, 2004c). Hier konnten der Genuss von Getreide, Fleisch (Leberpastete) sowie Niissen
als Eintragsquelle identifiziert werden (SCOTT, 2005). Auch wird Ochratoxin A immer
wieder im Serum gesunder und an Nierenleiden erkrankter Menschen nachgewiesen, was fiir
eine permanente Belastung des Menschen mit Ochratoxin A spricht (BREITHOLTZ-
EMANUELSSON et al., 1994; MARTLBAUER et al., 2010).
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2.2.2.2.3 Toxizitiat und Risikobewertung

Ochratoxin A ist der wichtigste Vertreter der Ochratoxine. Es wirkt nephrotoxisch,

immunsuppressiv, kanzerogen und teratogen bei allen bisher getesteten Spezies (FAO/WHO,

2001; IARC, 1993).

Seine Nephrotoxizitdt ist gut dokumentiert und vor allem beim Schwein nachgewiesen, bei
dem es die sogenannte ,,Mycotoxic Porcine Nephropathy* (MPN) auslost, die mit einer
Degeneration der proximalen Nieren-Tubuli sowie einer Atrophie des tubuldren Epithels,
interstitieller Fibrose in der Nierenrinde und hyalinisierten Glomeruli einhergeht (PFOHL-

LESZKOWICZ & MANDERVILLE, 2007).

Beim Menschen wird es aufgrund der hierzu sehr &hnlichen morphologischen und
funktionalen Schiadigungen mit der ,,Balkan Endemic Nephropathy* (BEN) in Verbindung
gebracht (IARC, 1993).

Die Aufnahme von OTA fiihrt bei Versuchstieren zur Entwicklung von Nieren- und
Lebertumoren (FAO/WHO, 2001) und Menschen mit BEN zeigen eine erhohte Haufigkeit
von Tumoren der harnableitenden Wege, woraufhin die International Agency of Research on
Cancer (IARC) das Mykotoxin OTA im Jahre 1993 in die Gruppe 2B, als eine fiir den
Menschen moglicherweise krebserzeugende Substanz eingestuft hat (IARC, 1993). Aber auch
das Immunsystem und die Leber sind anfillig fiir OTA-induzierte Apoptose, was zu einer
Verkleinerung der aktiven Immunorgane, wie Thymus, Milz und Lymphknoten, sowie einer
verminderten Immunantwort, fiihrt (AL-ANATI & PETZINGER, 2006). Stérungen des
Blutbildes sind ebenfalls zu beobachten. So kann eine Erhéhung der Leukozyten- und
Neutrophilenzahl sowie apoptotische Phagozyten und verminderte Lymphozyten beobachtet

werden (LEA et al., 1989; BOORMANN et al., 1984).

Dariiber hinaus blockiert es die Phenylalanin-tRNA und blockiert so die Translation. Dies
fithrt zu reduzierten IgG- und IgM-Plasmaspiegeln und verminderten Antikdrpertitern (Pier,
1992). AuBlerdem fithrt OTA zu einem Anstieg der apoptosefordernden Cytokinen TNF-a und
IL-6, was wiederum Organverkleinerung und Zellabbau begiinstigt (AL-ANATI &
PETZINGER, 20006).
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Die orale LDs liegt beim Schwein bei 1 mg/kg KGW und bei Gefliigel bei 3,3 mg/kg KGW
(EFSA, 2004c).

2.2.2.2.4 Metabolismus nach oraler Aufnahme

Die Resorption von OTA beginnt bei den meisten monogastrischen Spezies bereits im Magen
(PFOHL-LESZKOWICZ & MANDERVILLE, 2007). Beim Wiederkduer wird OTA dagegen
bereits durch die Pansenmikroflora mittels Hydrolyse in Phenylalanin und Ochratoxin alpha
gespalten, das nicht mehr toxisch ist (SHREEVE et al., 1979; BASCARAN et al., 2007).
Dadurch ist das gesunde Rind in der Lage, bis zu zwdlf mg OTA pro kg Futter zu
inaktivieren, wobei die Protozoen bei dieser Reaktion die Hauptrolle einnehmen. Diese
reagieren jedoch sehr empfindlich auf abrupte Verdnderung der Futterzusammensetzung,
wodurch evtl. erkldrt werden konnte, warum gelegentlich geringe Konzentrationen von OTA

in der Milch nachgewiesen werden (FINK-GREMMELS, 2008).

Diese Detoxifikationsreaktion findet bei monogastrischen Spezies mittels Carboxypeptidase

oder Chymotrypsin erst im Darm statt (PITOUT, 1969).

OTA bindet nach der Resorption an Serumalbumin (SCOTT, 2005) und zirkuliert je nach
Spezies unterschiedlich lange im Kreislauf, da die Proteinbindungsaffinitit unterschiedlich
stark ausgeprigt ist. Es reichert sich im Blut, in der Leber und der Niere an und unterliegt
einem enterohepatischen Kreislauf. Beim Menschen besitzt es eine Serumhalbwertzeit von
35,5 Tagen (STUDER-ROHER et al., 2000), beim Schwein 72-120 h (GALTIER et al.,
1981). Beziiglich ausfiihrlicher Details zur Serumhalbwertzeit sieche PETZINGER &
ZIEGLER, 2000.

Die Hauptmetabolisierung findet in Niere und Leber statt. Hier wird OTA zu 4R-OH OTA
bzw. 4S-OH OTA und 10-OH OTA metabolisiert (STURMER et al., 1983). Die Vorginge
der Biotransformation sind nicht genau bekannt und werden kontrovers diskutiert (RINGOT
et al., 2006). Hauptwege der Ausscheidung stellen die bilidre Exkretion und die tubulére
Sekretion dar. Eine glomerulédre Filtration ist aufgrund der hohen Serumbindungsaffinitét
stark begrenzt (PFOHL-LESZKOWICZ & MANDERVILLE, 2007). Nicht zu vergessen ist
ebenfalls die Ausscheidung iiber die Milch bei monogastrischen Spezies inklusive des

Menschen (SKAUG et al., 2001). In deutscher Kuhmilch konnte kein OTA nachgewiesen
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werden (VALENTA & GOLL, 1996), was mit der direkten Spaltung des OTA im Pansen
erklarbar ist. In Norwegen und Schweden wurden Konzentrationen zwischen zehn und 58 ng/l
OTA in Kuhmilch nachgewiesen (BREITHOLTZ-EMANUELSSON et al., 1993; SKAUG,
1999). Lediglich experimentell konnte auch ein carry-over in das Ei nachgewiesen werden,
jedoch nur nach Verabreichung sehr hoher Toxinmengen (Ubersicht siche EFSA, 2004c).
Abbildung 3 zeigt eine Ubersicht iiber die bekannten Metabolisierungswege des OTA.
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HO o
HO o)
o
o
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Abbildung 3: Metabolisierung des Mykotoxins Ochratoxin A in vivo (nach STOCK, 2004 )
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2.2.2.2.5 Rechtliche Regelungen zu Ochratoxin A

In der EU existieren keine einheitlichen Grenzwerte flir Ochratoxin A in Futtermitteln.
Weltweit haben nur acht Staaten (Canada, Estland, Israel, Litauen, Slowenien, Schweden,
Serbien und Montenegro) nationale Regelungen fiir Ochratoxin A in Futtermitteln, so hat z.B.
Schweden Hochstmengen von 200 pg/kg OTA fiir Gefligel- und 100 pg/kg OTA fiir
Schweinealleinfuttermittel erlassen (EFSA, 2004).

Die EU-Kommission hat lediglich eine ,,Empfehlung® fiir die Gehalte von Mykotoxinen in
Futtermitteln ausgesprochen (EG 576/2006). Tabelle 7 zeigt eine Ubersicht iiber die

Richtwerte zu Mykotoxinbelastungen in Futtermitteln.

Tabelle 7: Richtwerte zu Mykotoxinbelastungen in Futtermitteln (aus EG 576/2006)

Mykotoxin  Zur Fiitterung bestimmte Erzeugnisse Richtwert
mg/kg
OTA Futtermittelausgangserzeugnisse
- Getreide und Getreideerzeugnisse 0,25
- Ergdnzungs- und Alleinfuttermittel fiir Schweine 0,05
- Ergdnzungs- und Alleinfuttermittel fiir Gefliigel 0,1

Der TWI (tolerable weekly intake) fiir Ochratoxin A beim Menschen wurde von der EFSA
auf 120 ng/kg Korpergewicht pro Woche festgelegt (EFSA, 2006).
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2.2.2.3 Fusarien-Toxine — T-2 / Deoxynivalenol / Zearalenon

2.2.2.3.1 Physikalisch-chemische Eigenschaften

Fusarien konnen eine hohe Zahl von toxischen Metaboliten bilden. In dieser Arbeit werden

lediglich die Trichothecenen sowie das Zearalenon thematisiert.

Die von Fusarien gebildeten Trichothecenen-Mykotoxine sind durch ihr trizyklisches
Grundgeriist mit einer fiir die Toxizitdt verantwortlichen Epoxygruppe an C-12 und C-13 und
einer Doppelbindung zwischen C-9 und C-10 charakterisiert (MIROCHA & CHRISTENSEN,
1974). Inzwischen sind mehr als 60 unterschiedliche, natiirlich vorkommende Trichothecene
bekannt. Sie unterscheiden sich sowohl in der Position und der Anzahl der Hydroxylgruppen
als auch in der Position und Anzahl der iiber Esterbindungen verkniipften Seitenketten. Alle
von Fusarien gebildeten Trichothecene stellen relativ einfache Alkohole mit kurzkettigen
Estern dar (ISHII, 1983). Eingeteilt werden die nicht makrozyklischen Trichothecene in Typ
A- und Typ B-Trichothecene, je nach ihrer Substitution an C-8. Die Typ A-Trichothecene
(z.B. T-2 Toxin) besitzen unterschiedliche Substituenten an C-8, wihrend die Typ B-
Trichothecene (z.B. DON) an C-8 immer eine Ketogruppe besitzen. Beispiele fiir B-
Trichothecene sind in Tabelle 10 gezeigt. Allgemein bleibt festzuhalten, dass Typ A-
Trichothecene toxischer sind als Typ B-Trichothecene (PLACINTA et al., 1999).

Zearalenon wird aufgrund seiner sehr geringen akuten Toxizitdt von einigen Forschern nicht
als Mykotoxin bezeichnet. Die ausgeprigte Ostrogenartige Wirkung von ZEA und einigen
strukturverwandten Verbindungen kann jedoch durchaus zu Erkrankungen fithren, womit der

Begriff Toxin gerechtfertigt werden kann.

2.2.2.3.1.1 Charakterisierung von T-2 Toxin

T-2-Toxin und das strukturverwandte HT-2 Toxin gehoren zu den Typ-A-Trichothecenen.
Beide sind im Vergleich zu DON relativ unpolar und daher gut in Aceton, Acetonitril,

Chloroform, Diethylether, Ethanol und Methanol 16slich, jedoch schlecht wasserloslich.

In Tabelle 8 sind einige chemisch-physikalische Eigenschaften von T-2 Toxin aufgefiihrt
(Angaben nach IARC, 1993).
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Tabelle 8: Chemisch-physikalische Charakteristika von T-2 Toxin

Summenformel: Cr4H3409

Chemisch-

wissenschaftlicher Name: Trichothec-9-ene-3,4,8,15-tetrol,12,13-epoxy,4,15-
diacetate 8-(3-methylbutanoate)

Synonyme: Fusariotoxin T2
Insariotoxin

Molekulargewicht: 466,5

Schmelzpunkt: 151-152 °C

In Abbildung 4 ist die Strukturformel von T-2 und HT-2 Toxin gezeigt.

T-2 Toxin

HT-2 Toxin

Abbildung 4: Strukturformel von T-2 Toxin und HT-2 Toxin
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2.2.2.3.1.2 Charakterisierung von Deoxynivalenol

Aufgrund dreier OH-Gruppen besitzt Deoxynivalenol (DON) eine gute Loslichkeit in polaren
Losungsmitteln wie Wasser, Methanol und Ethanol (CANADY et al.,, 2001). Es ist
weitgehend stabil in Wasser, Séuren und organischen Ldsungsmitteln (SHEPHERD und
GILBERT, 1988), hitzestabil bis 120 °C und sehr stabil gegen nucleophile Angriffe
(CANADY et al., 2001). Auskristallisiert bildet es feine Nadeln. In Tabelle 9 sind einige
chemisch-physikalische Eigenschaften von DON aufgefiihrt (Angaben nach SYDENHAM et
al., 1996).

Tabelle 9: Chemisch-Physikalische Charakteristika von DON

Summenformel: C15H2006
Chemisch-
wissenschaftlicher Name: 30,70,15-Trihydroxy-12,13-epoxytrichothec-9-en-8-on
Synonyme: Vomitoxin
Rd-Toxin
Molekulargewicht: 296,32

Max. Absorption in Ethanol: 219 nm
Schmelzpunkt: 150 °C - 153 °C

In Abbildung 5 ist die Strukturformel des Typ B-Trichothecengrundgeriistes gezeigt
(Seitenketten siche Tabelle 10).

H HoH
o Aol g
o i \S T H

R4 HZC\ CH, R2

R3

Abbildung 5: Strukturformel des Typ B-Trichothecengeriists
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Tabelle 10: Auflistung der Seitenketten von DON und einiger anderer Vertreter der Typ B-
Trichothecene (vergleiche Abbildung 5)

Seitenkette
Toxin
R R» R3 R4

Deoxynivalenol OH H OH OH
3-Acetyldeoxynivalenol OCOCH; H OH OH
15-Acetyldeoxynivalenol OH H OCOCH; OH
3,15-Diacetyldeoxynivalenol OCOCH; H OCOCH; OH
Nivalenol OH OH OH OH
Fusarenon X OH OCOCH3 OH OH

2.2.2.3.1.3 Charakterisierung von Zearalenon

ZEA  (6-(10-Hydroxy-6-oxo-transundecenyl)-B-Resorcylsdurelakton)  zahlt zu  den
nichtsteroidalen Mykotoxinen der Stoffgruppe der phenolischen Makrolide (Abbildung 6,
Tabelle 12). In Wasser weist es eine geringe Loslichkeit auf, in Aceton, Acetonitril,
Alkoholen, Chloroform und wissrigen Alkalien 16st es sich gut (KUIPER-GOODMAN et al.,
1987).

In Tabelle 11 sind einige chemisch-physikalische Eigenschaften von ZEA aufgefiihrt
(Angaben nach URRY et al., 1966; SYDENHAM et al., 1996):

Tabelle 11: Chemisch-physikalische Charakteristika von ZEA

Summenformel: C18H2205

Chemisch- 6-[(10 S)-10-hydroxy-6-oxo-trans-1-undecenyl)-B-
wissenschaftlicher Name: Resorcylsdurelakton

Synonym: F-2 Toxin

Molekulargewicht : 318,37

Max.Absorption Methanol: 236 nm, 274 nm, 316 nm

Schmelzpunkt : 164 °C — 165 °C
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Abbildung 6 zeigt das Grundgeriist von ZEA (Seitenketten von ZEA und einigen Analoga in
Tabelle 12)

Abbildung 6: Grundgeriist von ZEA (Numerierung des Ringsystems nach IUPAC-
Nomenklatur wie von METZLER, 2010 beschrieben)

Tabelle 12: Seitenketten von ZEA und einiger Analoga (vergleiche Abbildung 6)

Toxin Seitenkette R -Gz
Bindung
Zearalenon =0 CH=CH
a-Zearalenol OH CH=CH
H
3-Zearalenol H CH=CH
OH
Zearalanon =0 CH,-CH,
o-Zearalanol OH CH,-CH,
H
B-Zearalanol H CH,-CH,
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2.2.2.3.2 Bildung und Vorkommen

Fusarientoxine treten hdufig als Mischkontamination auf. So treten DON und ZEA
regelmifig zusammen (ZINEDINE et al, 2007) und in weiteren Kombinationen mit Nivalenol
und Fumonisinen auf (PLACINTA et al., 1999; RICHARD, 2007). Hauptproduzenten fiir
DON und ZEA sind vor allem F. graminearum und F. culmorum, die weltweit insbesondere
bei Getreide vorkommen (Richard, 2007). Begiinstigt wird der Befall durch feuchtes Wetter
in der Wachstumsphase, aber auch durch enge Mais-Getreidefruchtfolgen, pfluglose
Bodenbearbeitung und tibermdBige Stickstoffversorgung sowie eine unsachgemale zu feuchte
Einlagerung (iiber 14% Restfeuchte) (DANICKE & VALENTA, 1999). Bei sachgerechter
Lagerung schreitet die Fusarientoxinproduktion im Lager nicht weiter voran (RICHARD,
2007). Aufgrund des weltweiten ubiquitdren Vorkommens von Fusarium graminearum und
F. culmorum ist eine Belastung von Getreide durch DON und ZEA in vielen Léindern
festgestellt worden (TANAKA et al, 1988; CANADY et al., 2001). Unter den
Fusarientoxinen tritt DON am héufigsten auf. In Ubersichtsarbeiten (siche EFSA, 2004a) wird
von Belastungen in Getreide und Mais von wenigen pg/kg bis hin zu 30 mg/kg DON
berichtet, wobei die hochsten Werte in Maiscobs aus Polen gefunden wurden (PLACINTA et
al., 1999). In anderen Studien wurde Corn cob mix- und Maissilage als mit DON und ZEA
hochbelastete Futtermittel gefunden. Fast 60 % der 195 Proben beinhalteten mehr als 300
pg/kg DON, 9,2 % bzw. 2,6 % mehr als 2000 pg/kg bzw. 5000 ng/kg (OLDENBURG &
HOPPNER, 2003). Obwohl bisher nur geringe Belastungen von Stroh mit DON
nachgewiesen werden konnten (EFSA, 2004a), wurden in schwedischen und niederldndischen
Strohproben Belastungen bis zu 6600 pg/kg DON und 92 — 2840 pg/kg ZEA nachgewiesen
(EFSA, 2004a; EFSA, 2004b). Da sowohl Schweine als auch Pferde beachtliche Mengen
Stroh zu sich nehmen, stellt es eine bisher unbeachtete, aber nicht zu vernachldssigende

Eintragsquelle dar, die weiter untersucht werden sollte (CALONI et al., 2009).

ZEA scheint ebenfalls in nicht unbedeutendem Male in Gras, Heu und Stroh vorzukommen,
die hochsten ZEA-Gehalte werden aber regelméfig in Mais gefunden. Meist ist Mais mit
DON und ZEA kontaminiert, wihrend in Weizen hdufig hohe DON und keine bzw. geringe
ZEA Belastung nachweisbar ist (EFSA, 2004b). AKSOY et al., 2009 konnte T-2 in 65 %
(33,9 +£5,8 pg/kg) und ZEA in 87,5 % (175,3 + 43,0 pg/kg) von 40 Futterproben aus der

Tiirkei nachweisen. Dabei zeigten T-2 und ZEA héaufig eine Coexistenz.
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2.2.2.3.3 Toxizitit und Risikobewertung

2.2.2.3.3.1 T-2 Toxin

T-2 Toxin wird unter anderem fiir das Auftreten der Alimentdren Toxischen Aleukie (ATA)
wihrend und nach dem Zweiten Weltkrieg verantwortlich gemacht, eine Erkrankung. Die
durch schwere gastrointestinale Symptome sowie durch Leukopenie gekennzeichnet ist

(RICHARD, 2007).

Ein Haupteffekt des T-2 Toxins ist die Hemmung der Proteinbiosynthese, gefolgt von einer
Storung der DNA- und RNA-Synthese. Es beeinflusst damit sich teilende Zellen von
Darmepithelien, Haut, Lymph- und Blutzellen (RICHARD, 2007).

Beim Menschen zeigt sich eine Trichtothecenentoxicose immer mit Verdnderungen im
Blutbild und fiihrt vor allem zu Thrombozytopenie und Leukopenie und damit verbunden zu
Koagulationsstorungen und verminderter Abwehrlage bis hin zur Sepsis (PARENT-MASSIN,
2004). Bei Tieren 16st es einen Abfall der zirkulierenden Blutzellen hdufig verbunden mit
Knochenmarkstérungen aus (PARENT-MASSIN, 2004). Auch vermindert es den IgM- und
IgA-Plasmaspiegel und héufig auch die Antikdrpertiter (Pier, 1992).

Hématopoetische Vorlduferzellen sind der Hauptangriffspunkt der Trichothecenen. DON ist
am wenigsten myelotoxisch, T-2 am stirksten (PARENT-MASSIN, 2004). Die toxischen
Effekte sind tierartspezifisch, so werden beim Pferd zentralnervose Ausfille und
pathologische Verdnderungen des Gehirns sowie Hepatitis und Nephritis nach Aufnahme von

T-2 beobachtet (GABAL et al., 1986).

Beim Pferd, Schwein, Hase, Hund, Ratte und Maus werden durch unterschiedlich hohe Dosen
T-2-Toxin alle Erythrozyten lysiert, Erythrozyten von Wiederkduern dagegen scheinen keine
Reaktion auf T-2 Toxin zu zeigen. Als Grund wird der geringe Gehalt an Phosphatidylcholin
in der Membran der Erythrozyten vermutet (DELOACH et al., 1989).

Bei Sauen 16st T-2 Toxin Infertilitdt aus und kann, wenn im letzten Trimester der Graviditét
verfiittert, innerhalb von 48 Stunden zum Abort filhren (PLACINTA et al., 1999). In einer
Fiitterungsstudie konnte gezeigt werden, dass die Gabe von 7 mg T-2 Toxin/Tag iliber 40 Tage
hinweg zu keiner Stérung der Ovarfunktion und der Fertilitit beim Pferd fiihrt (JUHASZ et
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al., 1997). Jedoch wurden bei drei von sechs Pferden Lisionen der Maulschleimhaut

beobachtet.

Im Tierversuch konnte gezeigt werden, dass die Inhalation von Trichothecenentoxinen 40-mal

toxischer war als die orale Gabe (SMORAGIEWICZ et al., 1993).

2.2.2.3.3.2 DON

Die toxische Wirkung von DON ist auf zelluldrer Ebene durch die Hemmung der
Proteinbiosynthese begriindet. DON bindet an die Ribosomen wéhrend der Elongations- und
Terminationsphase (UENO et al.,, 1983). Angriffspunkt ist die 60 S-Untereinheit der
eukariotischen Ribosomen, an die DON bindet und mit der Peptidyltransferase interferiert,
was zu Storungen der Proteinbiosynthese fiihrt (EFSA, 2004a). Diese Wirkung entfaltet DON
jedoch nur mit einer intakten Doppelbindung zwischen C-9 und C-10 sowie bei
Vorhandensein einer Epoxidgruppe an C-12, C-13 (EHRLICH & DAIGLE, 1987). Eine
Offnung des 12,13-Epoxidringes (=Deepoxydeoxynivalenol, DOM;, Abbildung 7) stellt eine
fast vollstdndige Entgiftung von DON dar (ROTTER & PRELUSKY, 1996).

HC16 1OI;IO H H.C I;I H

CH,
V CH,
14

OH OH
Deoxynivalenol Deepoxydeoxynivalenol

HO

Abbildung 7: De-epoxidation von DON zu DOM,, dem Hauptmetaboliten in Milch
laktierender Kiihe

Bei allen Trichothecenen zeichnet sich der toxische Effekt vor allem durch chronische
immuntoxische Wirkungen aus. Reduzierte Futteraufnahme, hauptsichlich bei Jungtieren

beobachtet, ist eines der Leitsymptome einer chronischen Aufnahme.
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Exposition mit DON fiihrt weiterhin zu Reflux, Erbrechen und verminderten Tageszunahmen.
Bei Aufnahme hoher Dosen wird das Erbrechen scheinbar durch Interaktion von DON mit
Serotonin- und Dopaminrezeptoren ausgelost (EFSA, 2004a). Daneben treten Stérungen des
hédmatologischen Systems, mit Depression der Lymphozytensynthese und Aktivitit (BEREK
et al., 2001), auf.

Am empfindlichsten reagiert dabei das Schwein auf Kontamination mit DON (PRELUSKY et
al., 1994), gefolgt von Mausen (FORSELL et al., 1986; IVERSON et al., 1995) und Pferden
(RAYMOND et al., 2003; JOHNSON et al., 1997). Relativ unempfindlich scheinen Gefliigel
(VALENTA et al., 2005) und Rinder (COTE, 1986, CHARMLEY et al., 1993) zu sein.
JOHNSON et al. (1997) konnte nach Verfiitterung von mit 36 - 44 mg/kg DON (entspricht

11 mg pro Tier/Tag) belastetem Hafer pro Tag iiber 40 Tage hinweg an Pferde keinen Effekt
auf die Futteraufnahme und diverse Blutparameter nachweisen. Dies fiihrte zu der Annahme,
dass das Pferd &dhnlich wie der Wiederkduer sehr unempfindlich gegeniiber DON ist.
Beachtlich ist, dass das Pferd im Gegensatz zu anderen monogastrischen Tierarten auf hohe
DON-Konzentrationen nicht mit Futterverweigerung reagiert (OSWEILER, 2001).
RAYMOND et al. (2005) konnte beim Pferd trotz Aufnahme von 11 mg/kg DON und 0,8
mg/kg ZEA keine Veridnderung der Kondition (beurteilt anhand der Rekonvaleszenzzeit nach
Belastung, der Herzfrequenz, einiger Blutparameter, sowie der Serumlactatkonzentration)

beobachten.

Die betroffenen Organsysteme sind je nach Tierart unterschiedlich. Die Schidigungen zeigen
sich eher in unspezifischen Verdnderungen der Organe ohne einheitliches Bild des
gewebeschiddigenden Potentials von DON. So konnten bei Mdusen erst bei hoher DON-
Exposition iiber 100 mg/kg KGW histopathologische Verdanderungen nachgewiesen werden
(FORSELL et al., 1986; FORSELL et al., 1987). Die genauen Mechanismen der toxischen
Wirkung von DON sind bisher noch nicht gekldrt. Es wird aber vermutet, dass DON unter
anderem auf den Tumornekrosefaktor o und Interleukin 6 wirkt und dadurch weitere Effekte,
wie z.B. einen Anstieg von COX-2 hervorruft (PESTKA & ZHOU, 2002). Wobei niedrige
Expositionen zu einem Anstieg entziindungsfordernder Cytokinien fithren und hohe

Belastungen zu Apoptose der Leukozyten fiihren (PESTKA et al., 1994).
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2.2.23.3.3 ZEA

Zearalenon sowie seine Metaboliten (sieche Abbildung 8) wirken im Organismus dhnlich wie
die korpereigenen Ostrogene, es handelt sich um nichtsteroidale &strogenihnliche
Verbindungen (BAUER et al., 1987). Die Bindungsaffinitit zum Ostrogenrezeptor weist
tierartspezifische Unterschiede auf. Auch zwischen der Aktivitit von ZEA und seinen
Strukturanaloga bestehen Unterschiede. Dies konnte daran liegen, dass beispielsweise a-
Zearalenol eine groBere Affinitit zum Ostrogenrezeptor aufweist als B-Zearalenol und diese
zwel Metaboliten in tierartlich unterschiedlichen Verhéltnissen metabolisiert werden

(ZINEDINE et al., 2007).

ZEA weist aufgrund der Rezeptorbindung anabole Effekte auf, da der ZEA-Ostrogenrezeptor-
Komplex die DNA zur Bildung vom m-RNA und r-RNA anregt und so die
Proteinbiosynthese aktiviert wird (KUIPER-GOODMANN et al., 1987). So kann erklart
werden, warum in Studien mit ZEA kontaminiertem Futter gefiitterte Schweine eine deutlich
groBere Gewichtszunahme im Vergleich zu den Kontrolltieren aufweisen (ZOLLNER et al.,
2002). Daher wird es in einigen Lindern gezielt als Leistungsforderer eingesetzt (KUIPER-
GOODMANN et al.,, 1987). Beim Schwein zeigt sich jedoch auch der sogenannte

Hyperostrogenismus.

Am empfindlichsten reagieren Ferkel und Sauen auf ZEA (KUIPER-GOODMANN et al.,
1987). Es kommt zu verringerter Fruchtbarkeit und erhohter Héufigkeit von Totgeburten.
Ferkel =zeigen deutliche Schwellungen der Vulva und des Gesduges sowie

Bewegungsstorungen (BAUER et al., 1987; RICHARD, 2007).

Bei Pferden resultierte aus einer zehntigige Verfiitterung von sieben mg ZEA / Tag keine
feststellbaren Effekte auf die Ovarien oder den Zyklus, jedoch wurden auch hier Reizungen
der Mundschleimhaut beobachtet (JUHASZ et al, 2001). In vitro Versuche an
Granulosazellen des Pferdes lassen vermuten, dass ZEA Follikelatresie auslosen kann

(MINERVINI et al., 2006).

GIMENO et al., (1983) berichtet von einer wahrscheinlich durch ZEA hervorgerufenen
Vergiftung von Pferden nach Aufnahme natiirlich kontaminiertem Futters (2,6 mg/kg ZEA).
Als wesentliche Symptome wurden verminderte Futteraufnahme, 6dematds vergroBerte

Vulva, Vaginalprolaps, libergroer Uterus und innere Blutungen beschrieben. Inwieweit hier
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jedoch eine Co-Kontamination mit anderen Mykotoxinen fiir einen Teil der Symptomatik
verantwortlich war, beispielsweise DON fiir die Reduktion der Futterausnahme, wurde nicht

geklart.

Rinder bendtigen deutlich hohere ZEA-Konzentrationen (12 - 14 mg/kg KGW), um klinische
Erscheinungen zu zeigen (KUIPER-GOODMAN et al. 1987). Es wurden reduzierte Fertilitit,
sinkende Milchmenge und Hyperdstrogenismus beobachtet (MINERVINI et al., 2008).

Weitgehend unempfindlich gegeniiber ZEA scheint Gefliigel zu sein. Selbst bei hohen Dosen
von 50 mg/kg KGW konnten keine hormonellen oder andere negative Wirkungen beobachtet

werden (KUIPER-GODMAN et al., 1987).

OH O

beta-Zearalenol beta-Zearalanol

Abbildung 8: Chemische Strukturen von Zearalenon und seinen Derivaten
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2.2.2.3.4 Metabolismus nach oraler Aufnahme

2.2.2.3.4.1 T-2 Toxin

Der Hauptweg der Metabolisierung von T-2 fiihrt iiber die Leber und die Ausscheidung iiber
die Galle (DOHNAL et al., 2008). Es existieren quantitative und qualitative tierartspezifische
Unterschiede in der mikrosomalen Metabolisierung von T-2 in der Leber (IARC, 1993). Vor
allem ist ein deutlicher Unterschied zwischen Wiederkduern und Monogastriern zu sehen, da
die Pansenmikroflora bereits deutliche Metabolisierungsvorgénge durchfiihrt (DOHNAL et
al., 2008). Beim Menschen wird T-2 hauptsdchlich zu HT-2 deacetyliert (IARC, 1993).
Daneben gibt es noch Hydroxylisierung, Glucuronidierung, Acetylisierung und
Deepoxylisierung (DOHNAL et al., 2008). Hauptmetaboliten im Pansen sind HT-2, T-2 triol,
deepoxy HT-2 und deepoxy T-2 triol (SWANSON et al., 1987). Abbildung 9 zeigt mogliche

Stoffwechselwege des T-2 Toxins.

4-Acetyl-T-2-Tetraol

H

I""OH  Dpeepoxydation
-

“pinH
H(j Cha OH

Deepoxy-T-2-Tetraol T-2-Tetraol

Abbildung 9: Mogliche Stoffwechselwege des T-2 Toxins (nach DOHNAL et al., 2008)
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Das carry-over von T-2 Toxin in die Kuhmilch liegt bei 0,05 - 2 % (MARTLBAUER et al.,
1991; YIANNIKOURIS & JOUANY, 2002). Auch in der Milch von Sauen wurde T-2 Toxin
nachgewiesen, nachdem ihnen im letzten Viertel der Trichtigkeit Futter mit 24 mg T-2 Toxin

pro Tag verfiittert wurde (VANYT et al., 1991).

2.2.2.34.2 DON

DON wird bei einigen Spezies sehr schnell deepoxydiert. Dies konnte bisher vor allem bei der
Kuh und der Ratte gezeigt werden. Eine Ubersicht hierzu findet sich in einer EFSA-Studie zur
Wirkung von DON beim Haustier (EFSA, 2004a). Der Hauptmetabolit des DON ist das
deepoxidierte DOM;, welches im Vergleich zu DON eine deutlich niedrigere Toxizitdt
aufweist. Die Deepoxidierung, die damit gleichzeitig eine Entgiftung darstellt, erfolgt
hauptsédchlich durch die Mikroorganismen im Darm und Pansen (FINK-GREMMELS, 2008).
Die Tatsache, dass beim Menschen DOM; als Deepoxydierungsprodukt nicht nachweisbar ist,
wirft die Frage auf, ob toxikologische Tiermodelle immer auf den Menschen iibertragbar sind

(WU et al., 2009).

DON und auch DOM; werden im Organismus durch die Leber weiter in die glucuronidierten
Formen umgewandelt (COTE et al., 1986). Der Hauptausscheidungsweg fiir DON ist der Urin
(FAO/WHO, 2001), sowohl als glucuronidiertes und nicht glucuronidiertes DOM; als auch

als unveriandertes DON.

Lediglich Spuren von DON und DOM; werden in die Kuhmilch und in Eier tibertragen (zur
Ubersicht siehe EFSA, 2004a). So konnte COTE et al. (1986) nach Verfiitterung von 66
mg/kg DON iiber fiinf Tage an laktierende Kithe DOM; in Konzentrationen zwischen zwei
und 26 pg/kg nachweisen. DON konnte nicht nachgewiesen werden. In Studien mit
Belastungen von sechs bzw. zwolf mg/kg/Tag DON iiber 70 Tage hinweg konnten kein carry-
over in die Milch nachgewiesen werden (CHARMLEY et al, 1993).



2. SCHRIFTTUM 39

2.2.2.3.43 ZEA

ZEA wird nach oraler Aufnahme schnell absorbiert und ist bereits 30 min nach Aufnahme im
Blut (an Globuline gebunden) nachweisbar. Die Absorbtionsrate liegt bei 80 - 85 %
(MINERVINI et al., 2008).

Es werden zwei Hauptmetabolisierungswege fiir ZEA vermutet. Zum einen die
Hydroxylierung zu a-Zearalenol und B- Zearalenol durch 3a- bzw. 3p-hydroxysteroid
dehydrogenase (HSD) und zum anderen eine Glucuronidierung von ZEA und seinen
Metaboliten durch Uridin-diphosphat-glucuronyl-transferase (UDPGT) (ZINEDINE et al.,
2007).

Die Leber ist das Hauptorgan der Steroidmetabolisierung, aber auch andere Gewebe wie die
Niere, Hoden, Prostata, Hypothalamus, Ovarien und Darm haben eine HSD-Aktivitdt. ZEA
wird iiber die Galle ausgeschieden und unterliegt einem tierartspezifischen enterohepatischen
Kreislauf (D'MELLO et al., 1999). MALEKINEJAD et al., 2006 konnten beim Schwein
zeigen, dass a- Zearalenol sowohl der hepatische als auch der extrahepatische (Granulosa
Zellen) Hauptmetabolit von ZEA ist. Der Darm des Schweins weist dariiber hinaus eine 30-
fach stirkere Aktivitidt der Glucuronidierung gegeniiber der Reduktion auf. Es scheint das
ZEA zundchst glucuronidiert wird, bevor es zu Zearalenol reduziert wird. Aufgrund des
ausgeprigten enterohepatischen Kreislaufes weisen ZEA und seine Metaboliten beim

Schwein eine relativ lange Halbwertzeit auf.

Beim Rind hat sich gezeigt, dass die bovinen Hepatozyten und Granulosazellen hauptsidchlich
B- Zearalenol produzieren (MALEKINEJAD et al, 2006). Beim Wiederkduer wird
Zearalenon bereits im Pansen in a-Zearalenol und in geringerem Malle in B-Zearalenol

gespalten (KIESSLING et al., 1984).

USLEBER et al. (1992) konnten zeigen, dass ZEA proportional zur verabreichten Menge im
Kot auftrat. Glucuronidierte Metaboliten konnten nur im Urin nachgewiesen werden
(USLEBER et al., 1992). Das Pferd scheidet ZEA als ZEA, a- Zearalenol und - Zearalenol
iiber Urin und Kot aus (MINERVINI et al., 2008).

Fiir ZEA wird aufgrund eines Fiitterungsversuches, bei dem 25 mg/kg iiber sieben Tage (200

mg/Tag) verfiittert wurden und 1,4 mg/l Zearalenon und Derivate in der Milch gefunden
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wurden, eine carry-over Rate von 0,7 % angenommen (MIROCHA et al., 1981). In einer
anderen Studie wurden 545 mg/Tag iiber 21 Tage verfiittert und lediglich weniger als sechs

pg/kg in der Milch nachgewiesen (PRELUSKY et al., 1990).

Spétere Fiitterungsversuche konnten keine Belastung der Milch mit ZEA nachweisen, wobei
bei einer unterstellten carry-over Rate von 0,7 % die enthaltenen ZEA Mengen immer
unterhalb der Nachweisgrenze der verwendeten Tests lagen (USLEBER et al, 1992;
SEELING et al., 2005).

Festzuhalten bleibt, dass bei einer tidglichen Verfiitterung von 75 - 1125 pg ZEA und einer
Milchmenge von zehn bis 42 kg/Tag es bei der Kuh zu keiner nennenswerten Ubertragung

von ZEA und seinen Derivaten in die Milch kommt (SHREEVE et al., 1979).

2.2.2.3.5 Rechtliche Regelungen zu Fusarientoxinen

Fir Trichothecenen gibt es in der EU keine Grenzwerte, lediglich Empfehlungen fiir
Futtermittel (EG 576/2006). Einige Staaten haben nationale Regelungen erlassen, z.B.
Deutschland, Osterreich, Belgien, Schweden und die Niederlande (orientierende Werte
zwischen 400 pg/kg fir Schweinefuttermittel und 5000 pg/kg fiir Rinder- und Gefliigel-
mastfuttermittel). Tabelle 13 zeigt die Richtwerte zu Mykotoxinbelastungen in Futtermitteln

(aus Empfehlung EG 576/2006).
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Tabelle 13: Richtwerte zu Mykotoxinbelastung in Futtermitteln (gemi3 Empfehlung EG
576/2006(Stand 23.08.20006))

Myko Zur Fiitterung bestimmte Erzeugnisse Richtwert

toxin mg/kg

DON  Futtermittelausgangserzeugnisse

- Getreide und Getreideerzeugnisse auller Maisnebenprodukte 8
- Maisnebenprodukte 12
-Erginzungs- und Alleinfuttermittel auBer : 5
- Ergdnzungs- und Alleinfuttermittel fiir Schweine 0,9
- Ergénzungs- und Alleinfuttermittel fiir Kélber (<4Monate), 2

Lammer und Ziegenldmmer

ZEA  Futtermittelausgangserzeugnisse

- Getreide und Getreideerzeugnisse au3er Maisnebenprodukte 2
- Maisnebenprodukte 3
- Ergdnzungs- und Mischfuttermittel fiir Ferkel und Jungsauen 0,1
- Ergdnzungs- und Mischfuttermittel fiir Sauen und Mastschweine 0,25

- Ergdnzungs- und Mischfuttermittel fiir Kilber, Milchkiihe,
Schafe (einschlieBlich Lammer) und Ziegen (einschlieBlich 0,5

Ziegenldmmer)

Fiir den Menschen liegt der TDI (tolerable daily intake) fiir DON bei ein pg/kg Kopergewicht
pro Tag (EFSA, 2004a).

Fiir T-2/HT-2 gilt ein durch das SCF festgelegter kombinierter TDI von 0,06 pg/kg KGW
(EUROPAISCHE KOMMISSION, 2002b).

Fiir ZEA liegt der TDI gemall JECFA bei 0,5 pg/kg Korpergewicht pro Tag. Die SCF wihlte
einen hoheren Sicherheitsfaktor und empfiehlt daher einen TDI von 0,2 pg/kg Korpergewicht
pro Tag (WHO, 2000; EUROPAISCHE KOMMISSION, 2000).
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2.3 Nachweis von Antiinfektiva in der Stutenmilch

Die Untersuchung von Kuhmilch auf Riickstinde von Antiinfektiva ist eine routinemifBig

durchgefiihrte Methode und wird taglich tausendfach angewandt (KRESS et al., 2007).

Beziiglich der Riickstandsuntersuchung von Hemmstoffen in Stutenmilch sind in der Literatur
dagegen keinerlei Untersuchungen zu finden. Jedoch ist durch die Erwdhnung der
Stutenmilch in der Durchfiihrungsverordnung zum Lebensmittelrecht Stutenmilch als
Vorzugsmilch zu behandeln, somit miisste diese Milch auch auf Riickstinde von
Antiinfektiva untersucht werden. Uber eine routinemiBige Untersuchung der Stutenmilch ist
bisher nichts bekannt. Diese Nichterfiillung des Lebensmittelrechts wird dadurch noch
gesteigert, dass bisher keine Angaben zu Methoden =zur Untersuchung der
Riickstandsbelastung der Stutenmilch existieren. Ein wesentlicher Grund konnte in der
interferierenden Wirkung von Lysozym oder anderen ordindren Proteinen in der Stutenmilch

liegen.

Die Eignung von kommerziellen Schnelltestsystemen wurde bereits von SCHULZE, 2002
untersucht. Dabei zeigten sich sowohl der Beta Star als auch der SNAP-Test prinzipiell
(Spezifitat, Sensivitit) geeignet, B-Laktam-Antibiotika in Stutenmilch nachzuweisen. Fiir den
Nachweis von Hemmstoffen bzw. Antiinfektika waren alle zu dieser Zeit erhiltlichen
kommerziellen mikrobiologischen Hemmstofftestsysteme, auch nach Verldngerung der
Inkubationszeit, nicht geeignet. Dies wurde auf den hohen Lysozymgehalt und die dadurch
bedingte Hemmung des Testkeimes zuriickgefiihrt. In dieser Arbeit wurde die Milch vor dem
Einsetzen in das Testsystem lediglich 10 Minuten bei 80°C erhitzt, was jedoch nicht zu einer

Deaktivierung des Lysozyms fiihrte.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein neu entwickelter Hemmstofftest getestet, der laut

Hersteller fiir die Testung von Stutenmilch geeignet ist.
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2.4 Analytische Besonderheiten bei der Untersuchung von Stutenmilch

Lysozym ist in der Lage Bakterienzellwidnde aufzulésen und wirkt somit bakterizid.
Vornehmlich wirkt es gegen E.coli und fordert die Bifidusbakterien im Darm. Der Gehalt an
Lysozym wird zwischen 0,51 bis 0,79 mg/ml angegeben (JAUREGUI-ADELL, 1975;
MIELKE, 1994).

Bereits fiinf pg/ml Lysozym sind nach SUHREN und HEESCHEN, 1990 in der Lage

falschpositive Ergebnisse im Hemmstofftest zu liefern.

Problematisch ist, dass Lysozym relativ hitzestabil ist (JAUREGUI-ADELL, 1975). Bei der
Untersuchung von Stutenmilch mittels EIA erwies sich Lysozym als Ausldser falscher
Ergebnisse. Aufgrund dessen musste die Stutenmilch vor dem Einsetzen in den EIA fiir 30
min bei 78 °C erhitzt werden. Dadurch wurde das Lysozym deaktiviert JAUREGUI-ADELL,
1975).
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Materialien und Geriite

3.1.1 Chemikalien und Biochemika

Acetonitril (Merck KGaA, 1.14291)
Ampicillin (Sigma Chemie GmbH, A-9518)
Casein-Natriumsalz (Sigma Chemie GmbH, C-8654)
Dichlormethan (Merck KGaA, 1.06050)
di-Natriumhydrogenphosphat (Merck KGaA, 1.06586)
Gentamycin (Sigma Chemie GmbH, G-3632)
3-Glucuronidase mit Sulfatase (Sigma Chemie GmbH, G-7017)
Magermilchpulver (Merck KGaA, 1.15363)
Methanol (Merck KGaA, 1.06009)
Natriumcarbonat (Merck KGaA, 1.06392)
Natriumchlorid (Merck KGaA, 1.06404)
Natriumhydrogencarbonat (Merck KGaA, 1.06329)
Natriumhydroxidpldtzchen (Merck KGaA, 1.06498)

Penase Konzentrat (Difco, Sparks, USA, P.Nr. 234620)
Penicillin-G-Na (Sigma Chemie GmbH, P-3032)
Salzsdure (Riedel-de-Haen GmbH, 30721)
Schwefelsdure (Merck KGaA, 1.00731)
Stickstoff (Messer GmbH, 0335)
Trichloressigsdure (TCA) (Merck KGaA, 1.00810)

Tween 20 (Sigma Chemie GmbH, P-1379)
Wasserstoffperoxid (Merck KGaA, 1.07209)

Alle verwendeten Reagenzien entsprachen mindestens p.a.-Qualitit.
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3.1.2 Mykotoxine

Deoxynivalenol
Deepoxydeoxynivalenol
Ochratoxin A

HT-2 Toxin

T-2 Toxin

Zearalenon
a-Zearalenol
3-Zearalenol
Zearalanon
a-Zearalanol

B-Zearalanol

3.1.3 Immunreagenzien

Aflatoxin M;-EIA:

(Sigma Aldrich GmbH, D-0156)
(Biopure Corporation, 002033)
Sigma Aldrich GmbH, O-1877)
(Biopure Corporation, BRM 002036)
(Biopure Corporation, BRM 002035)
(Sigma Aldrich GmbH, Z-2125)
(Sigma Aldrich GmbH, Z-0166)
(Sigma Aldrich GmbH, Z-2000)
(Sigma Aldrich GmbH, Z-0167)
(Sigma Aldrich GmbH, Z-0292)
(Sigma Aldrich GmbH, Z-0417)

Testkit Ridascreen Aflatoxin M; 30/15 der Firma R-Biopharm (R-1111)

Ochratoxin-EIA:

Antikorper:  polyklonal: Antiserum gegen OTA' (SCHNEIDER et al. 2001)

(IgG-Rohfraktion, mit 70 % geséttigter Ammoniumsulfatldosung

gefillt)
Konjugat:

T-2-EIA:

Ochratoxin A-Meerettichperoxidase (OA-HRP)

Immunitétsaffinitdtssdule : EASI-EXTRACT T-2 & HT-2 (R-BIOPHARM,

Product-Code: P43)

Antikorper:  polyklonal: Antiserum gegen HT-2' (ESGIN et al., 1989)

(IgG-Rohfraktion, mit 70 % geséttigter Ammoniumsulfatldsung

gefillt)

' Die hier aufgefithrten Antikorper zur Durchfiihrung direkter kompetitiver EIA wurden am Lehrstuhl
fiir Hygiene und Technologie der Milch, Ludwig-Maximilians-Universitidt Miinchen entwickelt und
fiir diese Arbeit freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. E. Mértlbauer und Herrn Dr. R. Dietrich zur

Verfligung gestellt.

45



3. MATERIAL UND METHODEN 46

Antikorper :  monoklonal : Antiserum HT2 I 3E2' (HACK et al. 1989,
DIETRICH et al. 1995) (IgG-Rohfraktion, mit 70 % geséttigter
Ammoniumsulfatlosung gefallt)

Konjugat: polyklonal: ~ T2-HS-HRP

monoklonal: HT2-HS-HRP

Zearalenon-EIA:

Antikorper:  polyklonal: Antiserum gegen Zearalenon' (USLEBER et al. 1992,
SEIDLER, 2007) (IgG-Rohfraktion, mit gesittigter
Ammoniumsulfatlosung gefillt)

Konjugat: Zearalenon-Oxim-Aktivester-Meerettichperoxidase-Konjugat
(ZEA-Oxim-AE-HRP)

Ampicillin-ETA:
Antikorper:  Antiserum gegen Ampicillin (Pool 170 (15.-37. Woche) ungefillt)
Konjugat: Ampi-C-HRP vom 31.01.02

Beta Star-Rezeptortest (Chr. Hansen, Nienburg)

Brillantschwarz-Reduktionstest P ESL (AIM GmbH, Miinchen)

3.1.4 Puffer und Losungen

0,05 mol/l Bicarbonatpuffer (pH 9,6)
Enzymsubstrat/Chromogenldsung:
Substratlosung fiir Meerettichperoxidase: 0,2 mol/I Citratpuffer (pH 3,95) mit
Zusatz von 3,15 mmol/l H202
Chromogenldsung (Tetramethylbenzidinlosung: 1 mmol/l 3,3°,5,5°-
Tetramethylbenzidinldsung in neun Teilen Methanol und einem Teil Aceton)
Gebrauchsfertig: 20 Teile Citratpuffer mit H,O,-Zusatz und ein Teil
Tetramethylbenzidinlosung

1 mol/l Schwefelsdure (H2SO4)
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0,01 mol/l phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS, pH 7,2: 0,01 mol/l Phosphatpuffer

mit 0,12 mol/l Natriumchlorid)

1 % bzw. 2 % Casein/PBS (1 g bzw. 2 g Natrium-Caseinat in 100 ml PBS)
Waschldsung (0,15 mol/l Natriumchlorid-Loésung mit Zusatz von 0,025 % Tween 20)

3 mol/l Natronlauge

3.1.5 Gerite und Hilfsmittel

Erlenmeyerkolben in verschiedenen Gro3en
Eppendorfgefall 2ml

Heiz- und Ultraschallbad Sonorex Super 10 P
Mikrotiterplattentaumelgerat Polymax 1040
Papierfaltenfilter

Pasteurpipette

pH-Meter inoLab Level 1 mit Sen Tix HW Elektrode
Sartorius Waage Master Pro LA

Sartorius Waage Basic plus
Vakuum-Rotationsverdampfer

Variable Pipetten 0,5-10 ul, 10-100 pl, 100-1000 pl
Variable 12-Kanal-Pipette 10-100 pul, 30-300 ul
Vortex Genie 2

Wasserbad

Whatman-Filter Nr. 4

Zentrifuge Sepatech Varifuge RF

Zentrifuge Multifuge 3 S-R

3.1.6 Enzymimmuntests

EIA-Auto-Reader Tecan Sunrise
ImmunoPlate MaxiSorp
Photometer UV 1601

Software: RIDAWIN Version 1.38

(Eppendorf)

(Bandelin electronic GmbH)
(Heidolph GmbH)

(Schleicher & Schuell, 5155506)
(VWR 612-1702)

(WTW GmbH)

(Sartorius AG)

(Sartorius AG)

(Heidolph Laborota 4003)
(Eppendorf Gerdtebau GmbH)
(Eppendorf Gerdtebau GmbH)
(Scientific Industries Inc.)
(Kottermann)

(Whatman, Cat No. 1004 110)
(Heraeus-Christ GmbH)
(Heraeus-Christ GmbH)

(Tecan GmbH, Crailsheim)
(Nunc GmbH, 439454)
(Shimadzu Deutschland GmbH)
(R-Biopharm AG, Darmstadt)
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Die Auswertung der Analysenergebnisse erfolgte unter Verwendung einer Standard-

Tabellenkalkulationssoftware (Microsoft Excel).

3.1.7 Hochdruckfliissigkeitschromatographie

Immunaffinitdtssiule: DON PREP (R-Biopharm AG, P 50B)
Easy-Extract Zearalenone (R-Biopharm AG, RP 90)

Vorséule: Licrospher RP 18 (5 pum) 4x4 mm (Merck KGaA, 1.50957)

Sdule: Licrospher RP 18 (5um) 125x4 mm (Merck KGaA, 1.50943)

Pumpenserie P 580 (DIONEX GmbH)

Probengeber Modell ASI 100/ AST 100 T (DIONEX GmbH)

Photodiode PDA 100 Array detector (DIONEX GmbH)

Fluoreszenzdetektor RF 2000 (DIONEX GmbH)

Saulenthermostat STH 583 (DIONEX GmbH)

Fraktionkollektor 202 (Gilson SAS)

Fraktioncontroller 201-202 (Gilson SAS)

3.1.8 Probenmaterial

Untersucht wurden 53 Sammeltankmilchproben aus zwolf verschiedenen Betrieben, die in

dem Zeitraum von November 2007 bis Juli 2008 ermolken wurden. Die Betriebe stammen aus

acht Bundesldndern und lassen somit einen Riickschluss iiber die deutschlandweite Belastung

mit Mykotoxinen zu.

Jeder Betrieb stellte dabei mindestens drei Proben von verschiedenen Produktionstagen. Die

Proben wurden {iiberwiegend wihrend der Winterfiitterung mit eingelagerten Futtermitteln

(meist selbst erzeugtes Getreide und Heu bzw. Heulage) ermolken. Ein Teil der Proben

stammt auch aus dem Sommer, wo die Stuten in Weidehaltung gehalten werden. Die Proben

wurden nach dem Melken innerhalb weniger Stunden verpackt und tiefgefroren. Im Institut

wurden sie bis zur Analyse bei -80 °C gelagert.
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Abbildung 10 zeigt die Verteilung der in die Untersuchung einbezogenen produzierenden

Betriebe.
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Abbildung 10: Ubersicht der Standorte der in die Untersuchung einbezogenen Betriebe
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3.2 Methoden zum Nachweis von Mykotoxinen und Hemmstoffen

Die eigenen Untersuchungen wurden grundsitzlich mittels Enzymimmuntest-Verfahren
(Enzyme Immunoassay, EIA) fir DON gesamt sowie teilweise fiir ZEA mittels HPLC
durchgefiihrt.

Die Riickstandsuntersuchung auf Hemmstoffe erfolgte mittels Brillant-Reduktions-Test,

Rezeptortest und Enzymimmuntest.

3.2.1 Enzymimmuntest fiir Aflatoxin M,

Zur Analyse von Aflatoxin M; wurde ein kommerzieller Testkit entsprechend
Herstellerangaben benutzt. Auf ein Entfetten der Milch vor dem Einsetzen in das Testsystem
konnte aufgrund des geringen Fettgehaltes von Stutenmilch verzichtet werden. Alle
Milchproben wurden 30 Minuten bei 78 °C (Wasserbad) erhitzt und anschlieend direkt

untersucht.

Zunichst wurden die benétigten Kavititen in den Halterahmen eingesetzt und jeweils 100 pl
der Standardldosung und der unverdiinnten, erhitzten Stutenmilchproben als Doppel-
bestimmung in die entsprechenden Kavitéten pipettiert, vorsichtig manuell gemischt und 30
Minuten bei Raumtemperatur (20-25°C) inkubiert. Die Kavitidten wurden durch Ausschlagen
der Flissigkeit geleert und die Restfliissigkeit durch mehrmaliges kriftiges Ausklopfen auf
saugfihige Labortiicher entfernt. AnschlieBend erfolgte ein zweimaliger Waschschritt mit
jeweils 250 ul Waschpuffer. Danach wurde jeweils 100 ul / Kavitdt Enzymkonjugat-Losung
in die Kavititen pipettiert, vorsichtig manuell gemischt und 15 Minuten bei Raumtemperatur
unter leichter Bewegung inkubiert. Die Platte wurde erneut gewaschen und anschliefend in
jede Kavitdt je 100 pl Enzym-Chromogenlosung pipettiert. Nach 15 Minuten wurde die
Farbentwicklung durch Zugabe von 100 ul / Kavitit Stoppreagenz beendet. Die Extinktion
wurde bei einer Wellenldnge von 450 nm gemessen, die quantitative Auswertung des Tests
erfolgte unter Verwendung einer Software fiir kompetitive Enzymimmuntests (RIDAWIN).
Hierbei wurde jeweils eine Standardkurve (Kubische Splinefunktion) erstellt und die
Toxingehalte der Proben anhand dieser Kurve errechnet. Gleichzeitig ermittelte das
Programm fiir jeden Test die Konzentration halbmaximaler Extinktion (50 % B/B, x 100), die

als MaB fiir die Validitit der Standardkurve verwendet wurde. Zusitzlich wurden fiir jeden



3. MATERIAL UND METHODEN 51

MefBwert die mittlere prozentuale Extinktion (B/By x 100) sowie der Variationskoeffizient fiir

Replikate ermittelt.

3.2.2 Enzymimmuntest fiir Ochratoxin A

3.2.2.1 Probenvorbereitung

Zur Extraktion von OTA wurde die von CURTUI und GAREIS (2001) beschriebene
Extraktionsmethode verwendet. Dazu wurden zundchst 0,8 ml unerhitzte Stutenmilch, 0,2 ml
15 %ige Trichoressigsdure (TCA) und 1 ml Dichlormethan in ein 2 ml Eppendorf
Reaktionsgefal pipettiert. Das Gemisch wurde fiir 30 Sekunden stark gemischt (Vortex) und
anschlieend fiinf Minuten bei ~ 3.000 x g zentrifugiert. Die Dichlormethanphase wurde
mithilfe einer Pasteurpipette in ein weiteres 2 ml Eppendorf Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt. Die
wissrige Phase wurde erneut mit 0,5 ml Dichlormethan versetzt, zehn Sekunden gevortext
und fiir eine Minute bei 3.000 x g zentrifugiert. Die Dichlormethanphase wurde abpipettiert
und dem ersten Extrakt zugegeben. Anschliefend wurde das Dichlormethan im Wasserbad
bei 40 °C unter Stickstoff abgeblasen. Der Riickstand wurde mit 0,8 ml 0,13 mol/l NaHCO;-
Losung aufgenommen, auf dem Vortex gemischt und anschlieend zum vollstindigen Ldsen
fiir zwei Minuten in ein Ultraschallwasserbad gegeben. Die so vorbereiteten Probenextrakte

wurden in den EIA eingesetzt.

3.2.2.2 EIA

Mikrotiterplatten wurden mit gefdlltem Antiserum gegen OTA (100 pl/Kavitit in
Bicarbonatpuftfer, pH = 9,6) beschichtet und {iber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert (eine
Aufbewahrung nicht verbrauchter Platten erfolgte bis zu vier Wochen bei 4 °C). Nach einem
dreimaligen Waschschritt wurden je Kavitdt 50 ul Standardlosung (sechs Toxinstandards von
1000 pg/ml bis 1 pg/ml, sowie Negativkontrolle in 0,13 mol/l NaHCO;-16sung) und
vorbereitete Probenextrakte im Vierfachansatz und 50 pl Toxin-HRP-Konjugatlosung (in 1%
Tween20/0,13 mol/l NaHCO;) pipettiert. Die Probenextrakte wurden standardmiBig
unverdiinnt und 1:3 mit NaHCO; verdiinnt in den Test eingesetzt. Die Platten wurden fiir zwei
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend erneut gewaschen. AnschlieBend

wurden pro Kavitdt jeweils 100 pl Enzymsubstrat-Chromogenlosung pipettiert und die
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Farbreaktion nach zehn bis 20 Minuten mit je 100 pl/Kavitit 1 mol/l Schwefelsdure gestoppt.

Messung und Auswertung erfolgten wie fiir Aflatoxin M; beschrieben.

Die verwendeten Verdiinnungen der Immunreagenzien sowie Toxinstandardkonzentrationen

sind in Tabelle 14 illustriert.

Tabelle 14: Verwendete Antiseren, Toxin-HRP-Konjugate und Toxin-Standards zum
enzymimmunologischen Nachweis von OTA

Toxin-HRP-Konjugat

Antiserum (Verdiinnungen) Toxinstandardlésungen
(Verdiinnung)
OTA-Antiserum 164 Pool OTA-HRP 1:150000 in 1000/250/62,5/15,6/3,9/ 0,98
(1:6000 in Bicarbonat-puffer) 1%Tween20/0,13 mol/l pg/ml in NaHCO;
NaHCO:s

3.2.3 Enzymimmuntest fiir T-2 Toxin

3.2.3.1 Probenvorbereitung

Jeweils 25 ml Stutenmilch wurden in einen Erlenmeyerkolben mit 183 pl B-Glucuronidase
Typ HP-2 (Sigma G-7017) versetzt und zwei Stunden in einem Schiittelwasserbad bei 37 °C
inkubiert. Anschlieend wurden die Proben in Metallzentrifugenréhrchen iiberfiihrt und bei
20 °C 15 Minuten mit 3000 x g zentrifugiert. AnschlieBend wurde die Probe durch einen
Papierfilter (Whatman-Filter Nr. 4) gefiltert und der pH mittels 3 mol/l NaOH-Losung auf
Werte zwischen 6,8 und 7,2 eingestellt.

Die Immunaffinititssdulen (Easy Extract-T-2-Sdulen) wurden auf eine Vakuumkammer
(Supelco) aufgesetzt, der in den Siulen enthaltene Puffer ablaufen gelassen und dann langsam
20 ml entfettete Stutenmilch auf die Saule aufgebracht. Die Sdule wurde zweimal mit 10 ml
Aqua dest. gewaschen und anschlieend trocken gesaugt. Die Extraktion des T-2 aus der
Sdule erfolgte mit 2 ml Methanol. Das Methanol wurde im Wasserbad (60 °C) unter
Stickstoff abgeblasen, der Riickstand in 100 pul Methanol und 900 pl PBS resuspendiert und
der gereinigte Extrakt in den EIA eingesetzt.



3. MATERIAL UND METHODEN 53

3.23.2 EIA

3.23.2.1 EIA°  zum Nachweis von  T-2/HT-2-Toxin unter Verwendung
polyklonaler Antikorper

Mikrotiterplatten wurden mit Anti Kaninchen IgG (100 ul/Kavitit in Bicarbonatpuffer, pH =
9,6) beschichtet und iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert (eine Aufbewahrung nicht
verbrauchter Platten erfolgte bis zu vier Wochen bei 4 °C). Freie Proteinbindungsstellen
wurden mit 3 % Casein/PBS (200 pl/Kavitdt) 30 Minuten bei Raumtemperatur abgeséttigt.
Nach einem dreimaligen Waschschritt wurden in jede Kavitét jeweils 100 pl HT-2 Antiserum
pipettiert und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem weiteren
Waschschritt wurden je Kavitdt 50 pl Standardldsung (sechs Toxinstandards von 5000 pg/ml
bis 4,9 pg/ml, sowie Negativkontrolle in 10 % MeOH/PBS) bzw. Probenextrakt (jeweils im
Vierfachansatz) und 50 pl/Kavitdt Toxin-HRP-Konjugatlosung (in 1% Casein-PBS) pipettiert.
Routinemdfig wurden die extrahierten Stutenmilchproben unverdiinnt sowie 1:3 und 1:9
verdiinnt (in 10 % MeOH/PBS) in das Testsystem eingesetzt. Die Platten wurden fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend erneut gewaschen. AnschlieBend
wurden pro Kavitdt jeweils 100 pl Enzymsubstrat-Chromogenlosung pipettiert und die
Farbreaktion nach zehn bis 15 Minuten mit je 100 pl 1 mol/l Schwefelsdure gestoppt. Die

Messung und Auswertung erfolgte wie fiir Aflatoxin M; beschrieben.

Die verwendeten Verdiinnungen der Immunreagenzien sowie Toxinstandardkonzentrationen

sind in Tabelle 15 aufgefiihrt.

Tabelle 15: Verwendete Antiseren, Toxin-HRP-Konjugate und Toxin-Standards des
polyklonalen EIA zum Nachweis von T-2/HT-2

Toxin-HRP-Konjugat

Antiserum (Verdiinnungen) Toxinstandardlésungen
(Verdiinnung)
HT-2 Kan.-Antiserum 1 T2-HS-HRP 1:150000 in 5000/1250/312,5/78,1/19,5/4,9
Pool 10/4/06 (1:10000 in 1% Casein-PBS pg/ml in NaHCO;

PBS) auf in mit Anti-Kan-
IgG (10 pg/ml in
Bicarbonatpuffer)

beschichteten Platten
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3.2.3.2.2 EIA Zum Nachweis von T-2-Toxin unter Verwendung

monoklonaler Antikorper

Mikrotiterplatten wurden mit Anti Maus IgG (100 pl/Kavitdt in Bicarbonatpuffer, pH = 9,6)
beschichtet und iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert (eine Aufbewahrung nicht
verbrauchter Platten erfolgte bis zu vier Wochen bei 4 °C). Freie Proteinbindungsstellen
wurden mit 3 % Casein/PBS (200 pl/Kavitit) 30 min bei Raumtemperatur abgeséttigt. Nach
einem dreimaligen Waschschritt wurden in jede Kavitit mit jeweils 100 ul HT-2 Antiserum
pipettiert und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem weiteren
Waschschritt wurden je Kavitit 50 pl Standardldsung (sechs Toxinstandards von 5000 pg/ml
bis 4,9 pg/ml, sowie Negativkontrolle in 10 % MeOH/PBS) bzw. Probenextrakt (jeweils im
Vierfachansatz) und 50 ul/Kavitit Toxin-HRP-Konjugatlosung (in 1% Casein-PBS) pipettiert.
Routinemdfig wurden die extrahierten Stutenmilchproben unverdiinnt sowie 1:3 und 1:9
verdiinnt (in 10 % MeOH/PBS) in das Testsystem eingesetzt. Die Platten wurden fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend erneut gewaschen. AnschlieBend
wurden pro Kavitdt jeweils 100 pl Enzymsubstrat-Chromogenlosung pipettiert und die
Farbreaktion nach zehn bis 15 Minuten mit je 100 pl 1 mol/l Schwefelsdure gestoppt. Die

Messung und Auswertung erfolgte wie fiir Aflatoxin M; beschrieben.

Die verwendeten Verdiinnungen der Immunreagenzien sowie Toxinstandardkonzentrationen

sind in Tabelle 16 gezeigt.

Tabelle 16: Verwendete Antiseren, Toxin-HRP-Konjugate und Toxin-Standards des
monoklonalen EIA

Toxin-HRP-Konjugat

Antiserum (Verdiinnungen) Toxinstandardldsungen
(Verdiinnung)
HT-2 I 3E2 Maus-Anti- HT2-HS-HRP 1:300000 in ~ 2000/666,7/222,2/74,1/24,7/8,2
serum (15 ng/ml) auf in mit 1% Casein-PBS pg/ml in NaHCO;

Anti-Maus-IgG (10 pg/ml
in Bicarbonat-puffer)

beschichteten Platten
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3.2.4 Enzymimmuntest fiir ZEA

3.2.4.1 Probenvorbereitung

Die Stutenmilchproben wurden zunéchst fiir 30 Minuten bei 78 °C erhitzt und wieder
abgekiihlt. Ein Aliquot von 2 ml wurde mit 24 pl B-Glucuronidase-Sulfatase versetzt und fiir
zwei Stunden bei 37 °C inkubiert, abgekiihlt und in den EIA eingesetzt.

3.2.4.2 Enzymimmuntest

Mikrotiterplatten wurden mit gefidlltem Antiserum gegen ZEA (100 pl/Kavitdt in
Bicarbonatpufferlosung, pH = 9,6) beschichtet und iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert
(eine Aufbewahrung nicht verbrauchter Platten erfolgte bis zu vier Wochen bei 4 °C). Freie
Proteinbindungsstellen wurden mit 2 % Casein-PBS (200 upl/Kavitdt) 30 Minuten bei
Raumtemperatur abgesittigt. Nach einem dreimaligen Waschschritt wurden in jede Kavitdt 50
ul Standardlosung (sechs Toxinstandards von 10000 pg/ml bis 10 pg/ml, sowie
Negativkontrolle in PBS) sowie die vorbereiteten Stutenmilchproben (im Vierfachansatz) und
50 pl/Kavitdt Toxin-HRP-Konjugatldsung (in 1 % Casein-PBS) pipettiert. StandardmaBig
wurden die Stutenmilchproben unverdiinnt und 1:2 verdiinnt (in 1 % Casein-PBS) in das
Testsystem eingesetzt. Die Platten wurden fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert
und anschlieBend erneut gewaschen. AnschlieBend wurden pro Kavitit jeweils 100 pl
Enzymsubstrat/Chromogenldsung pipettiert und die Farbreaktion nach sieben bis neun
Minuten mit je 100 pl 1 mol/l Schwefelsdure gestoppt. Die Messung und Auswertung erfolgte

wie fur Aflatoxin M; beschrieben.

Die verwendeten Verdiinnungen der Immunreagenzien sowie Toxinstandardkonzentrationen

sind in Tabelle 17 aufgefiihrt.

Tabelle 17: Verwendete Antiseren, Toxin-HRP-Konjugate und Toxin-Standards zum
enzymimmunologischen Nachweis von ZEA

‘ Toxin-HRP-Konjugat ‘
Antiserum (Verdiinnungen) Toxinstandardldsungen
(Verdiinnung)

ZEA-Antiserum Kan.14 Pool ZEA-Oxim-HRP 1:150000 in 10/2,5/0,625/0,156/0,039/
(1:4000 in Bicarbonat-puffer) PBS/1% Casein-PBS 0,0098 ng/ml in NaHCO;
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3.2.5 HPLC-Analyse fiir DON und DOM;

Die Durchfiihrung der Probenvorbereitung und der HPLC-Analyse fiir DON entsprach der
von CURTUI et al., 2005 beschriebenen Methode. Hierbei werden in der Probe enthaltenes
DON bzw. DOM; mittels spezifischer Inmunaffinititssdulen extrahiert, die Detektion erfolgt

mittels UV-Detektion bei einer Wellenldnge von 218 nm.

3.2.5.1 Probenvorbereitung

Zur Probenextraktion wurden zundchst 25 ml Stutenmilch mit 25.000 U -
Glucuronidase/Sulfatase versetzt und flir zwei Stunden bei 37 °C im Schiittelwasserbad
inkubiert. AnschlieBend wurde die Probe in Metallzentrifugenréhrchen {iberfiihrt,
zentrifugiert (2000 x g, 15 min, 20 °C) und das Milchfett mit einer Pasteurpipette entfernt. Ein
Teil (20 ml) der so behandelten Probe wurde iiber ein Papierfilter filtriert, das Filtrat in ein 50
ml Becherglas iiberfiihrt und der pH-Wert mit NaOH (3 mol/l) auf 7 + 0,2 eingestellt. Die so
vorbereitete Probenlosung wurde vollstindig mittels Immunaffinitdtssdule entsprechend
Herstellerangaben aufgereinigt. Dazu wurde die Milchprobe langsam (Flussrate maximal ein
Tropfen/Sekunde) auf eine vorbereitete IAC-Sdule gegeben. AnschlieBend wurde die Sdule
zweimal mit jeweils 10 ml Aqua dest. gewaschen (ein bis zwei Tropfen/Sekunde). Die Toxine
wurden mit 2 ml Methanol eluiert, das Losungsmittel bei 60 °C unter Stickstoff abgedampft,
und der Riickstand mit 200 ul Acetonitril/Wasser (10:90, v/v) aufgenommen. Fiir die HPLC-
Analyse wurden 50 pl des Extrakts (entsprechend 5 ml Milchprobe) in das System injiziert.
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3.2.5.2 HPLC-Analysebedingungen

Stationdre Phase : Trennsdule RP 18 125 mm x 4 mm (5 um)

mit Vorsdule RP 18 4 mm x 4 mm (5 pm)

Mobile Phase : Acetonitril/Wasser (10:90; v/v)
Saulentemperatur : 25°C

Flussgeschwindigkeit : 1,0 ml/Minute
Injektionsvolumen : 50 ul

Retentionszeit fiir DON : 3,6 — 4,5 Minuten
Retentionszeit fiir DOM, : 6,5 — 7,5 Minuten
Detektion : UV/DAD, Quantifizierung bei 218 nm

Eine Uberpriifung der HPLC-Methode wurde unter Verwendung kiinstlich mit DON bzw.
DOM-1 kontaminierten Probenmaterials durchgefiihrt.

3.2.6 HPLC fiir ZEA

Die HPLC-Methodik fiir ZEA wurde zur Untersuchung eines Teils der Proben eingesetzt,
insbesondere zur Uberpriifung der Befunde des EIA.

3.2.6.1 Probenvorbereitung

Zur Probenextraktion wurden zunidchst ebenfalls 25 ml Stutenmilch mit 25.000 U B-
Glucuronidase/Sulfatase versetzt und flir zwei Stunden bei 37 °C im Schiittelwasserbad
inkubiert. AnschlieBend wurde die Probe in Metallzentrifugenrohrchen {iberfithrt und mit
Acetonitril versetzt (Endkonzentration Acetonitril 20 %). Der pH-Wert wurde mit NaOH-
Losung (3 mol/l) auf pH 10-11 eingestellt und der Ansatz zentrifugiert (2000 x g, 15 Minuten,
20 °C). AnschlieBend wurde das Milchfett mit einer Pasteurpipette entfernt. Ein Teil (20 ml)
der so behandelten Probe wurde iiber ein Papierfilter filtriert, das Filtrat in ein 50 ml
Becherglas tiberfiihrt und der pH-Wert mit HCI (1 mol/l) auf 7 + 0,2 eingestellt. Die weitere
Aufbereitung mittels IAC-Sdule erfolgte gemdfl Herstellerangaben. Die Toxine wurden
mittels Methanol eluiert, dieser bei 60°C unter Stickstoff abgedampft und der Riickstand mit
200 pl Methanol aufgenommen. Fiir die HPLC-Analyse wurden 50 pl des Extrakts
(entsprechend 5 ml Milchprobe) in das System injiziert.
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3.2.6.2 HPLC-Analysebedingungen

Bei Zearalenon erfolgt zusétzlich auch die Detektion der ZEA-Analoga (o-Zearalenon, -

Zearalenon, Zearalanol, a-Zearalanol, f-Zearalanol).

Stationére Phase : Trennsdule RP 18 125 mm x 4 mm (5 pm)
mit Vorsdule RP 18 4 mm x 4 mm (5 pm)

Mobile Phase : Methanol/Acetonitril/Wasser (40:20:40; v/v/v)
(FlieBmittel A, ZEA, Zearalanon, a-Zearalenol und o-
Zearalanol)
Acetonitril/Wasser (40:60; v/v) (FlieBmittel B, B-Zearalenol
und B-Zearalanol)

beide FlieBmittel pH 3 (85 % o-Phosphorséure)

Sdulentemperatur : 25°C
Flussgeschwindigkeit : 1,0 ml/Minute
Detektion : Fluoreszenz, Aex 274 nm, Aem 446nm

Die Quantifizierung der Toxine erfolgte mittels externer Standards (Standardkurven mit sechs

Konzentrationen, zwei Injektionen/Konzentration).

Eine Uberpriifung der HPLC-Methode wurde durch Verwendung kiinstlich mit ZEA

kontaminierten Probenmaterials durchgefiihrt.

3.2.7 Mikrobiologischer Nachweis von Antiinfektiva (Hemmstoffe)

Die Durchfithrung der Hemmstofftests erfolgte analog dem Vorgehen bei Kuhmilch. Im
Institut stand ein integriertes Nachweissystem zur Identifizierung und Quantifizierung von
Antiinfektiva in Kuhmilch zu Verfiigung. Daher wurden die in dieser Arbeit gewonnen
Stutenmilchproben auch auf das Vorhandensein von Antiinfektiva gepriift. Beziiglich der

Details dieser Untersuchungsmethode sei auf KRESS et al. (2007) verwiesen.

Abweichend davon wurde die Stutenmilch vor dem Einsetzen in den Test bei 78 °C fiir 30

Minuten (Wasserbad) erhitzt, um stérende Wirkungen des Lysozyms zu vermeiden.
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3.2.7.1 Brillantschwarz-Reduktionstest

Die Untersuchung erfolgte mittels eines modifizierten kommerziellen Brillantschwarz-
Reduktionstest (BRT-P, AIM GmbH, Miinchen). Die Verwendung der Testplatten erfolgte
innerhalb der vom Hersteller angegeben Haltbarkeitsfristen. Als Negativkontrolle wurde

sowohl pasteurisierte Kuh- wie auch Stutenmilch in das Testsystem eingesetzt.

Zur Kontrolle des Testsystems wurden standardmifBig Positivkontrollen in Kuh- und
Stutenmilch mitgefiihrt. Dazu wurde durch Mischen von Aqua dest. und PenG-Natrium eine
Standardldsung mit einer Endkonzentration von Img/ml Penicillin G (PenG) hergestellt.
Unter Verwendung von hemmstofffreier Kuh- bzw. Stutenmilch wurden mit dieser
Stammldsung Positivkontrollen mit Penicillin  G-Gehalten von 4ng/ml und 2 ng/ml
hergestellt. Zur Uberpriifung der Wirksamkeit der Penicillinase als Bestitigungsreaktion
(KRESS et al., 2007) wurde jeweils 1 ml einer kiinstlich mit Penicillin G kontaminierten
Probe (4 ng/ml) mit 20 pl Penicillinase (,,Penase™) versetzt, unter leichter Bewegung

(Taumler) 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und ebenfalls im BRT untersucht.

SchlieBlich wurde eine Uberpriifung der Nachweisgrenze des BRT fiir die bei Stuten hiufig
eingesetzten Wirkstoffe Amoxicillin (4 ng/ml, 2 ng/ml, 1 ng/ml bzw. 0,5 ng/ml) bzw.
Gentamycin (400 ng/ml, 200 ng/ml, 100 ng/ml, 50 ng/ml, 20 ng/ml bzw. 10 ng/ml)
durchgefiihrt. Hierzu wurden Stutenmilchproben kiinstlich mit Amoxicillin bzw. Gentamycin

kontaminiert, wie oben beschrieben erhitzt und im BRT untersucht.

Zur Testdurchfiihrung wurde jeweils ein 100 ul Aliquot der vorher gut durchmischten Proben
im Doppelansatz in den BRT pipettiert. StandardmaBig wurden die Proben unverdiinnt und
1:3 eingebracht. Die Testplatte wurde unverziiglich mittels einer auf der Platte aufgebrachten
Klebefolie verschlossen und fiir zweieinhalb Stunden + 30 Minuten in einem vorgewéarmten
Wasserbad bei 64 £1°C inkubiert. Die Inkubationszeit richtete sich nach der Farbung der
Negativkontrolle. AnschlieBend wurde die Klebefolie entfernt, das Probenmaterial entfernt
und die Kavititen vorsichtig mit Aqua dest. ausgespiilt. Die Auswertung erfolgte visuell und
nach Messung der Extinktion mittels Auswertung einer Software. Zur Absicherung mdglicher
positiver Befunde standen ein Rezeptortest (Beta-Star, erfasst beta-Laktamantibiotika) und ein

Enzymimmuntest (Ampicillin-EIA, gruppenspezifisch fiir Penicilline) zur Verfiigung.
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3.2.7.2 Beta-Star

Eine Stutenmilchprobe, die im BRT ein positives Ergebnis erbracht hatte, wurde geméafl den

Herstellerangaben mittels eines Rezeptortests (Beta-Star Teststreifen) untersucht.

Dazu wurden 0,1 ml der Probe zur Reagenzlosung in ein Eppendorf-Gefdll pipettiert,
gemischt und fiir drei Minuten in einem Wasserbad bei 47,5 £ 0,5°C inkubiert. Der
Teststreifen wurde in die Losung eingetaucht, zwei Minuten in der Probenldsung belassen und

anschlielend das Ergebnis abgelesen.

3.2.7.3 Ampicillin-EIA

Im BRT positive Stutenmilchproben wurden zur weiteren Untersuchung im Ampicillin-EIA
getestet (STRASSER et al., 2003). Mikrotiterplatten wurden mit gefélltem Antiserum gegen
Ampicillin (100 pl/Kavitdt in Bicarbonatpuffer, pH = 9,6) beschichtet und iiber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Freie Proteinbindungsstellen wurden mit 2 % Casein/PBS (200
ul/Kavitidt) 30 min bei Raumtemperatur abgesittigt. Nach einem dreimaligen Waschschritt
wurden Standardlosung (sechs Penicillinstandards von 100 ng/ml bis 0,032 ng/ml, sowie
Negativkontrolle in 10 % Magermilch-Aqua dest.) und die vorbereiteten Stutenmilchproben,
im Vierfachansatz und Ampi-C-HRP-Konjugat (in 1% Casein-PBS) (jeweils 50 pl/Kavitét)
pipettiert. Standardméfig wurden die Stutenmilchprobe unverdiinnt und 1:3 in das Testsystem
eingesetzt. Analog dem BRT-Test wurde ein weiteres Aliquot von 1 ml Probe mit 20 pl
Penase versetzt und 30 Minuten unter leichter Bewegung (Taumler) inkubiert und ebenfalls
im EIA eingesetzt. Die Platten wurden fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert und
anschliefend erneut gewaschen. AnschlieBend wurden pro Kavitit jeweils 100 pl
Enzymsubstrat-Chromogenldsung pipettiert und die Farbreaktion nach 14 Minuten mit je 100
ul 1 mol/l Schwefelsdure gestoppt. Die Messung und Auswertung erfolgte wie fiir Aflatoxin
M, Dbeschrieben. Die verwendeten Verdiinnungen der Immunreagenzien sowie

Penicillinstandard-Konzentrationen sind in Tabelle 18 aufgefiihrt.
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Tabelle 18: Verwendete Antiseren, HRP-Konjugate und Antibiotika-Standards zum
enzymimmunologischen Nachweis von Ampicillin

HRP-Konjugat

Antiserum (Verdiinnungen) Penicillinstandardlosungen
(Verdiinnung)

Ampicillin-Antiserum  170- Ampi-C-HRP 1:1000 in 1% 100/20/4/0,8/0,16/0,032

Pool (15.-37. Woche) Casein-PBS ng/ml in 10% Magermilch-

(1:1000 in Bicarbonat-puffer) Aqua dest.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Aflatoxin M;

Die Untersuchung umfasste 53 Proben bei einer Nachweisgrenze des Testkits von fiinf ng/kg.
Die Proben ergaben alle Extinktionswerte von > 80 % B/B, und wurden daher als negativ fiir
Aflatoxin M; gewertet. Somit enthielten alle untersuchten Proben Aflatoxin M;-
Konzentrationen kleiner fiinf ng/kg. Abbildung 11 zeigt eine typische Aflatoxin M;-

Standardkurve.
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Abbildung 11: Charakteristische Standardkurve des kompetitiven EIA zum Nachweis von
Aflatoxin M;. Nach Auswertung von drei Standardkurven lag die mittlere 50%-
Inhibitionsdosis bei 22,2 + 3,4 pg/ml. Die Nachweisgrenze des Testsystems wurde als ein
Drittel der 50%-Dosis festgelegt. Dieser Wert entsprach in der Regel der 70%-
Inhibitionsdosis. Die Variationskoeffizienten (n=2) lagen in der Regel unter 10 %.

Zur Uberpriifung des Testsystems wurde kiinstlich mit Aflatoxin M,; kontaminierte
Stutenmilch untersucht. Dabei ergaben sich Wiederfindungsraten zwischen 90 und 173 %.

Eine Ubersicht ist in Tabelle 19 ersichtlich.
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Tabelle 19:  Ubersicht iiber die Ergebnisse des Aflatoxin M;-EIAs fiir kiinstlich mit
Aflatoxin M, kontaminierten Stutenmilchproben; VK = Variationskoeffizient

Wiederfindung (%)
Probenanzahl (n) Aflatoxinzusatz (pg/ml) _
Mittelwert (%) VK (%)
1 15 90,5 -
2 10 133 6,7
2 6 132,6 30,4

4.2 Ochratoxin A

Fir Ochratoxin A ergaben die Untersuchungen von 52 Stutenmilchproben alle
Extinktionswerte grofler 80 % B/By. Die Nachweisgrenze des Testsystems fiir OTA in Milch
lag bei 15 ng/kg. Somit enthielten alle Proben weniger als 15 ng/kg Ochratoxin A. Abbildung
12 zeigt eine typische Standardkurve fiir OTA.
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Abbildung 12: Charakteristische Standardkurve des kompetitiven EIA zum Nachweis von
Ochratoxin A. Nach Auswertung von neun Standardkurven lag die mittlere 50%-
Inhibitionsdosis bei 57,6 = 8,6 pg/ml. Die Nachweisgrenze des Testsystems wurde als ein
Drittel der 50%-Dosis festgelegt. Dieser Wert entsprach in der Regel der 70%-
Inhibitionsdosis. Die Variationskoeffizienten (n=9) lagen in der Regel unter 10 %.
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Bei der Uberpriifung des eingesetzten Tests mittels kiinstlich kontaminierten Proben zeigten
sich Wiederfindungsraten zwischen 54 und 89 %. Der Variationskoeffizient betrug 13 %. In

Tabelle 20 ist eine Ubersicht iiber die kiinstlich kontaminierten Proben ersichtlich.

Tabelle 20: Wiederfindung von kiinstlich mit Ochratoxin A kontaminierten Proben;
VK=Variationskoeffizient

Wiederfindung (%)
Probenanzahl (n) Ochratoxinzusatz (ng/ml)
Mittelwert (%) VK (%)
1 0,25 54,4 -
6 0,5 75,8 13

4.3 T-2 Toxin

Beziiglich einer Belastung mit T-2-Toxin wurden 24 Stutenmilchproben nach vorheriger
Aufreinigung mittels JAC mit einem institutseigenen EIA untersucht. Die Nachweisgrenze
des Testsystems lag bei circa 50 pg/ml. Da jedoch die Probenextrakte mittels IAC-Sidulen um
einen Faktor von 20 aufkonzentriert wurden, wurde eine rechnerische Nachweisgrenze fiir

T-2 Toxin in Stutenmilch von 2,5 pg/ml erreicht. Abbildung 13 zeigt eine typische
Standardkurve des enzymimmunologischen Verfahrens fiir T-2/HT-2 unter Verwendung

polyklonaler Antikorper.
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Abbildung 13: Charakteristische Standardkurve des kompetitiven EIA zum Nachweis von T-
2/HT-2-Toxin unter Verwendung polyklonaler Antikdrper gegen T-2. Nach Auswertung von
sieben Standardkurven lag die mittlere 50%-Inhibitionsdosis bei 159,6 + 10,1 pg/ml. Die
Nachweisgrenze des Testsystems wurde als ein Drittel der 50%-Dosis festgelegt. Dieser Wert
entsprach in der Regel der 70%-Inhibitionsdosis. Die Variationskoeffizienten (n=7) lagen in
der Regel unter zehn %.

Die untersuchten Proben wiesen Belastungen mit T-2/HT-2 von durchschnittlich 7,4 pg/ml
auf. Einige Proben, die im Testsystem unter Verwendung kreuzreagierender polyklonaler
Antikorper fiir T-2 (relative Kreuzreaktion mit HT-2 circa 50 %) deutlich positive Messwerte
im Bereich von 20 pg/ml aufwiesen, wurden in einem weiteren EIA unter Verwendung
spezifischer monoklonaler Antikdrper fiir T-2-Toxin (relative Kreuzreaktion mit HT-2

<10 %) untersucht.

In Tabelle 21 sind die Ergebnisse des Enzymimmuntests fiir T-2/HT-2 (polyklonale
Antikorper) bzw. T-2 Toxin (monoklonale Antikdrper) dargestellt. Hieraus wird deutlich, dass
der ,,polyklonale® Antikdrper-EIA stets deutlich hohere Messwerte als das Testsystem unter
Verwendung monoklonaler Antikorper lieferte. Dies ist unter der Annahme, dass T-2 Toxin
wie bei anderen Spezies (SCF, 2001) zu HT-2 Toxin deacetyliert wird, als plausibel
anzusehen. Die in den Testsystemen erhaltenen Messwerte sind somit vermutlich

tiberwiegend auf HT-2 Toxin zuriickzufiihren.
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Tabelle 21: Vergleichende Darstellung der Ergebnisse des Enzymimmuntests fiir T-2/HT-2
(polyklonale Antikdrper) bzw. T-2 Toxin (monoklonale Antikdrper)

Messwert (pg/ml) EIA-Testsystem unter Verwendung

Probennummer

Polyklonaler Antikérper* Monoklonaler Antikérper**

1 9,7 n.b.
2 <2,5 n.b.
8 5,1 n.b.
9 23,3 2.4
11 10,0 n.b.
12 2,3 n.b.
13 6,8 n.b.
16 5,5 n.b.
18 5,4 n.b.
21 53 n.b.
26 7,0 n.b.
29 23,0 5,0
31 1,6 n.b.
33 6,3 n.b.
35 2,8 n.b.
37 1,8 1,3
39 4,3 n.b.
42 3,5 n.b.
44 5,0 n.b.
47 0,6 n.b.
48 6,2 n.b.
51 20,5 5,7

" Relative Kreuzreaktion mit HT-2 Toxin circa 50 %; ™ Relative Kreuzreaktion mit HT-2

Toxin < 10 %; n.b. : nicht bestimmt

Zur Uberpriifung der Funktionsféhigkeit des verwendeten Analysensystems wurden kiinstlich
mit T-2 Toxin kontaminierte Stutenmilchproben untersucht. Die Wiederfindungsraten lagen
durchschnittlich nur bei 29,3 %, bei einem Variationskoeffizienten von 20 %. Bei der
festgestellten niedrigen Wiederfindung ist allerdings darauf hinzuweisen, dass der

Konzentrationsbereich im extremen Spurenbereich von zehn bis 100 pg/ml lag. Tabelle 22
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zeigt eine Ubersicht der Analysenergebnisse fiir kiinstlich mit T-2 Toxin kontaminierten

Proben.

Tabelle 22: Wiederfindung von T-2-Toxin in kiinstlich kontaminierten Stutenmilchproben

Wiederfindung (%)
Probenanzahl (n) T-2-Zusatz (pg/ml)
Mittelwert (%) VK (%)
3 100 27,6 25
4 10 30,7 15
44 DON

Mittels HPLC wurden 25 Stutenmilchproben auf DON und DOM; untersucht. Da die zur
Probenvorbereitung verwendeten IAC-Saulen neben DON auch den Hauptmetaboliten DOM;
binden, konnte eine gleichzeitige Bestimmung beider Analyten durchgefiihrt werden. In 21
Proben wurden weder DON noch DOM; nachgewiesen (<0,5 ng/ml). Vier Proben von vier
unterschiedlichen Produzenten wiesen schwach positive Befunde fiir DON (0,5-4 ng/ml) auf,
in einer Probe wurde zudem DOM; nachgewiesen. Die Untersuchungen der positiven Proben
wurden mehrfach wiederholt, teilweise nach erneuter Extraktion der Proben. Tabelle 23 zeigt

eine Ubersicht iiber die fiir DON und DOM; enthaltenen Ergebnisse in positiven Proben.

Tabelle 23: Ergebnisse der HPLC-Bestimmung von DON in vier Stutenmilchproben mit
positiven Befunden fiir DON und/oder DOM;

Probe : DON (ng/ml) DOM; (ng/ml)
5 2,13 <0,5

5 Wiederholung 2,66 0,80

5 Wiederholung* 4,05 1,25

16 1,96 <0,5

16 Wiederholung* 3,58

8 (3 Wiederholungen) Spuren'

45 Spuren'

* erneute Extraktion; ' ~ 0,5 ng/ml
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Die Nachweisgrenze der eingesetzten Methode lag bei circa 0,5 ng/ml, die
Bestimmungsgrenzen bei circa ein ng/ml (CURTUI et al., 2005). Die Abbildungen 14 bis 17

zeigen ausgewidhlte HPLC-Chromatogramme fiir Extrakte aus Stutenmilch.
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Abbildung 14: HPLC-UV-Chromatogramm einer DON/DOM;-Standardmischung
(2000 ng/ml).
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DOM,- 6,533
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Abbildung 15: HPLC-UV-Chromatogramm  einer  natiirlich  kontaminierten
Stutenmilchprobe. Die DON-Konzentration betrug vier ng/ml, die DOM;-Konzentration
1,25 ng/ml.
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Abbildung 16: HPLC-UV-Chromatogramm einer kiinstlich mit DON und DOM;
kontaminierten Stutenmilchprobe (2,5 ng/ml).
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Abbildung 17: HPLC-UV-Chromatogramm einer fir DON und DOM; negativen (<0,5
ng/ml) Stutenmilchprobe.

Die Kontrolle der Wiederfindung von DON und DOM; mit der verwendeten Testmethode
mittels kiinstlich kontaminierten Proben fiihrte zu Wiederfindungsraten von durchschnittlich

66 - 120 % DON bzw. 84 - 101 % DOM,; (siche Tabelle 24).
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Tabelle 24: Ubersicht iiber die kiinstlich mit DON kontaminierten Proben

Probe gespikt Gefunden Wiederfindung  Gefunden DOM; Wiederfindung

mit DON (ng/ml) (%) (ng/ml) (%)

46 + 10 ng/ml 10,14 101,4 8,45 84,5

47 + 10 ng/ml 9,66 96,6 8,71 87,1

1+ 2,5 ng/ml 2,19 88,0 2,23 89

8 +2,5 ng/ml 3,02 120,8 2,54 101,5

18 + 1 ng/ml 0,66 66 - -

45 ZEA

Die Untersuchung von 51 Stutenmilchproben mittels EIA ergab fiir alle Proben schwach
positive Ergebnisse, der Mittelwert lag bei 267 pg/ml Zearalenon. Die rechnerische
Nachweisgrenze lag bei dieser Methode bei 110 ng/kg. Abbildung 18 zeigt die Verteilung der
ZEA-Messwerte iiber den Untersuchungszeitraum. Maximalwerte lagen bei circa 350 pg/ml.

Eine typische Standardkurve des EIA fiir ZEA ist in Abbildung 19 dargestellt.
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Abbildung 18: Messwerte des Enzymimmuntests fiir ZEA in Stutenmilch, chronologische
Sortierung nach Probenummern (zur Orientierung ist der arithmetische Mittelwert der
Messwerte (267 pg/ml) aufgetragen)
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Abbildung 19: Charakteristische Standardkurve des kompetitiven EIA zum Nachweis von
Zearalenon. Nach Auswertung von zwolf Standardkurven lag die mittlere 50%-
Inhibitionsdosis bei 406,6 + 43,1 pg/ml. Die Nachweisgrenze des Testsystems wurde als ein
Drittel der 50%-Dosis festgelegt. Dieser Wert entsprach in der Regel der 70%-
Inhibitionsdosis. Die Variationskoeffizienten (n=12) lagen in der Regel unter 10 %.

Aufgrund ausgepriagter Kreuzreaktionen des EIA werden mittels des EIA nicht nur ZEA,
sondern auch alle Analoga (a-, B-Zearalenol, Zearalanon, a-, f-Zearalanol) erfasst (SEIDLER,

2007). Die entsprechenden Kreuzreaktionen sind in Tabelle 25 ersichtlich.

Tabelle 25: Relative Kreuzreaktionen verschiedener ZEA-Analoga im EIA unter
Verwendung von ZEA-Antiserum (Pool Kaninchen 14)

Toxin Relative Kreuzreaktion (%)
Zearalenon 100
alpha-Zearalenol 26,6
beta-Zearalenol 16,8
Zearalanon 40,9
alpha-Zearalanol 10,7
beta-Zearalanol 16,9

Durch die Vorbehandlung der Probe mit Glucuronidase/Sulfatase sollten auch konjugierte

ZEA-Metaboliten erfassbar gemacht werden.
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Die Uberpriifung der Wiederfindung von kiinstlich kontaminierten Stutenmilchproben ergab
zufrieden stellende Ergebnisse zwischen 64 und 117 % bei einem Variationskoeffizient von

14 % (siche Tabelle 26).

Tabelle 26: Wiederfindung von ZEA in kiinstlich kontaminierten Stutenmilchproben

ZEA Zusatz (ng/ml) n @ Wiederfindung (%) O Variationskoeftizient (%)

1 11 97,4 14

Zur Uberpriifung der Ergebnisse der verwendeten EIA-Methode wurden die Proben mit den
hochsten Ergebnissen auch mittels HPLC untersucht. Hierbei ergaben sich bei einer
Nachweisgrenze von 50 ng/kg keine Hinweise auf eine Kontamination der Stutenmilch mit

ZEA.

Somit ist zu vermuten, dass die im EIA ermittelten Belastungen von ~300 pg/ml lediglich
einen Matrixeffekt darstellen, d.h. falsch-positiv sind. Denkbar widre aber auch die
Anwesenheit von ZEA-Metaboliten, die mittels HPLC weniger empfindlich erfassbar sind. In
Tabelle 27 sind fiir drei ausgewihlte Proben vergleichend die Ergebnisse der Untersuchungen

mittels HPLC und EIA dargestellt.

Tabelle 27: Vergleich von Untersuchungen mittels HPLC und EIA

Probe HPLC EIA mit Glucuronidase EIA ohne Glucuronidase
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
9 <50 535,4 347
20 <100 384,5 438,6
26 <50 279 331,1

In den Abbildungen 20 bis 22 sind beispielhaft einige HPLC-Chromatogramme fiir
Standardlosungen von ZEA und ZEA-Analoga (Abbildung 20), einer kiinstlich mit ZEA
kontaminierten  Stutenmilchprobe  (Abbildung 21) sowie einer ZEA-negativen

Stutenmilchprobe (Abbildung 22) dargestellt.
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Abbildung 20: HPLC-UV-Chromatogramm einer ZEA-Standardlosung mit einer
Konzentration von ZEA von 60,6 ng/ml
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Abbildung 21: HPLC-UV-Chromatogramm einer kiinstlich mit ZEA und Analoga
kontaminierten Stutenmilch. Die Konzentration von ZEA lag bei 160 ng/ml.
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Abbildung 22: HPLC-UV-Chromatogramm einer ZEA-freien Stutenmilch. Aus fritheren
Untersuchungen (SEIDLER, 2007) ist bekannt, dass Milch Storsubstanzen enthilt, die in
HPLC-Systemen mit Fluoreszenzdetektion leicht als ZEA bzw. ZEA-Aquivalente interpretiert
werden konnen. Durch Verschiebung der Retention des Storpeaks konnte nachgewiesen
werden, dass es sich nicht um ZEA oder ein ZEA-Analoga handelt.
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4.6 Nachweis von Antiinfektiva

Eine 30-miniitige Erhitzung von Stutenmilch bei 78 °C erwies sich als ausreichend, um
falsch-positive Befunde fiir Stutenmilch weitgehend zu eliminieren, auch wenn die
Farbentwicklung (Farbumschlag von blau nach gelb-orange) der Stutenmilch-
Negativkontrolle nicht ganz diejenige von hemmstofffreier Kuhmilch erreichte. Die
Nachweisgrenzen des BRT wurden mittels kiinstlich kontaminierten Proben ermittelt und
lagen fiir Penicillin und Amoxicillin bei circa zwei ng/ml, die Nachweisgrenze fiir

Gentamycin lag bei zehn ng/ml.

Fiir 52 von 53 untersuchten Stutenmilchproben ergab sich nach Untersuchung im BRT-Test
ein Hemmstoff-negatives Ergebnis, die als Kontrollen mituntersuchten kiinstlich
kontaminierten Proben ergaben einen eindeutig positiven Farbumschlag. Lediglich eine
Stutenmilchprobe lieferte im BRT ein schwach positives Ergebnis (ein bis zwei ng/ml
Penicillin G-Aquivalente). Die beiden zur Kontrolle durchgefiihrten Testsysteme, ein
Rezeptortest fiir Betalactamantibiotika (Beta-Star Test) sowie ein hochempfindlicher
gruppenspezifischer EIA fiir Penicilline, lieferten jedoch negative Ergebnisse. Daher wurde

der schwach positive Befund als falsch-positives Ergebnis des BRT gewertet.
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5. DISKUSSION

Aus der Sicht des gesundheitlichen Verbraucherschutzes ist die Einhaltung von Regelungen
beziiglich Riickstinden und Kontaminanten fiir alle Lebensmittel gleichermallen zu fordern.
Allerdings stehen bei der Uberwachung dieser Regelungen diejenigen Lebensmittel deutlich
im Vordergrund, die aufgrund hoher tdglicher Verzehrsmengen und aufgrund einer breiten
Konsumentenschicht innerhalb der Bevolkerung als Grundnahrungsmittel fiir das 6ffentliche
Gesundheitswesen von besonderer Wichtigkeit sind. Damit einhergehend fokussiert sich auch
die wissenschaftliche Aktivitdit im Bereich von Milch und Milcherzeugnissen im
Wesentlichen auf die Kuhmilch. Wie bei vielen ,,minoren Lebensmitteln ist demzufolge auch
bei Stutenmilch der Stand der Bearbeitung lebensmittelhygienischer Fragestellungen bisher
noch in vielen Aspekten als sehr unbefriedigend anzusehen. Stutenmilch wird in Deutschland
zwar nur von relativ wenigen Verbrauchern konsumiert, bei diesen ist allerdings von einer

relativ hohen — und damit relevanten — téglichen Verzehrsmenge auszugehen.

Vor diesem Hintergrund sollte in dieser Arbeit ein Beitrag zu zwei riickstandsanalytischen
Gebieten geleistet werden, zum einen zur Frage einer moglichen Mykotoxinbelastung von
Stutenmilch, zum anderen zur Frage des Vorkommens von Riickstinden antimikrobiell
wirksamer Substanzen. Da fiir beide Fragestellungen keine erprobten Untersuchungsverfahren
zur Verfligung standen, musste hierzu jeweils eine Optimierung und Validierung der

eingesetzten Verfahren vorangestellt werden.

Mykotoxine stellen ein weltweites gesundheitliches und wirtschaftliches Problem im
Futtermittel- und Lebensmittelbereich dar. Um gesundheitlichen Beeintrachtigungen
vorzubeugen, wurden fiir einige Mykotoxine Hochstmengen in Futter- und Lebensmitteln
erlassen (VO EG 576/2006; VO EG 1881/2006; Richtlinie 2003/1000 EG). Daneben wurden
von der EFSA und der JECFA Empfehlungen beziiglich der maximalen téglichen Aufnahme
(Tolerable Daily Intake (TDI)) publiziert. Diese Bewertungen schlieen grundsitzlich auch
Milch und Milcherzeugnisse ein, jedoch beschrinken sie sich aufgrund der Situation bei

Kuhmilch ausschlieBlich auf Aflatoxin M;.

Wihrend jedoch das carry-over von Mykotoxinen in Kuhmilch gut untersucht ist, liegen zum
Vorkommen von Mykotoxinen in Stutenmilch praktisch keine Daten vor. Da das Pferd als

Monogastrier jedoch ein grundsétzlich anderes Verdauungssystem als der Wiederkduer Rind
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besitzt, ist eine direkte Ubertragung der Erkenntnisse beziiglich carry-over von Schadstoffen
nicht mdglich. Da Stutenmilch im neuen Lebensmittelrecht expliziert erwéhnt wird, ist es
erforderlich, analog die mdglichen Gesundheitsrisiken fiir den Verbraucher zu identifizieren
und gegebenenfalls zu bewerten. Nachdem carry-over-Studien relativ aufwendig
durchzufithren sind und derzeit aufgrund der Kosten fiir die erforderlichen Mengen an
Reintoxin auch kaum finanzierbar sind, wurde in dieser Arbeit eine Status quo-Untersuchung
der auf dem Markt befindlichen Erzeugnisse durchgefiihrt. Damit konnte zumindest gepriift
werden, inwieweit moglicherweise ein bisher unbekanntes Problem real existent ist und
weiterer Priifung bedarf. Nimmt man die bekannte Belastung von Futtermitteln fiir Pferde als
Grundlage, so kann davon ausgegangen werden, dass praktisch alle Tiere tdglich geringe
Mengen einer ganzen Reihe von Mykotoxinen aufnehmen (LIESENER et al., 2010). Im
Hinblick auf die Belastung von Futtermitteln und eines daraus resultierenden carry-over
wurden fiir die eigenen Untersuchungen Mykotoxine aus verschiedenen ,,Gruppen®
ausgewdhlt, wobei sowohl , Aspergillentoxine, ,,Penicillientoxine* und ,,Fusarientoxine*
miteinbezogen wurden: Aflatoxin M, Ochratoxin A, Deoxynivalenol, T-2/HT-2 Toxin sowie

Zearalenon.

Ganz dhnlich wie fiir Mykotoxine stellt sich die Situation bei den antimikrobiell wirksamen
Substanzen dar. Trotz intensiver Recherchen konnte keine einzige wissenschaftliche
Publikation zur Frage des Vorkommens von Antibiotikariickstdnden in Stutenmilch gefunden
werden. Lediglich in einer Dissertationsarbeit (SCHULZE, 2002) wurde die Frage des
Hemmstoffnachweises mittels mikrobiologischen Verfahren gepriift. Die Autorin stellt fest,
dass flir den Nachweis von Hemmstoffen bzw. Antiinfektiva in Stutenmilch alle
kommerziellen Testsysteme und der konventionelle Blittchentest, vermutlich aufgrund der
hohen Lysozymkonzentration und der dadurch bedingten Hemmung des Testkeims,
vollstindig ungeeignet waren. Lediglich zwei Rezeptortests, darunter der in der vorliegenden
Arbeit eingesetzte beta-Star (mit dem allerdings nur betalaktam-Antibiotika nachweisbar
sind), waren fiir den Einsatz bei Stutenmilch geeignet. Um jedoch den Anforderungen der
EU-Verordnung 37/2010 gerecht zu werden, ist analog zur Situation in Kuhmilch zunéchst
die Verfiigbarkeit praktikabler Screeningtests fiir Hemmstoffe Voraussetzung. Da das
Spektrum der bei Pferden eingesetzten Antibiotika sowohl betalactam-Antibiotika als auch

Aminoglycosid-Antibiotika umfasst, bietet sich hierbei der BRT besonders an.
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Ein wesentliches Problem bei der Untersuchung von Stutenmilch mittels mikrobiologischer
und enzymimmunologischer Verfahren liegt offensichtlich in dem hohen Gehalt an Lysozym,
sowie moglicherweise an weiteren ,inhibierenden® Storsubstanzen. In orientierend
durchgefiihrten Vorversuchen zeigte sich, dass Stutenmilch in Enzymimmuntest und im BRT
stets zu positiven Messergebnisse fiihrt, unabhingig von der Anwesenheit des jeweiligen
Analyten (Daten nicht dargestellt). Diese Storeinfliisse konnten jedoch durch eine Erhitzung
der Proben (78 °C, 30 min) weitestgehend eliminiert werden, ohne dass dies zu einem
messbaren Verlust des spezifischen Analyten gefiihrt hitte. Diese Beobachtung spricht fiir die
Protein-Identitidt der Storsubstanz(en) in Stutenmilch, wobei hier dem Lysozym sicher
besondere Bedeutung zukommt. Es wurde daher fiir alle Testsysteme grundsitzlich eine

Erhitzung der Proben vor den weiteren, testspezifischen Untersuchungsgang vorangestellt.

5.1 Vorkommen von Mykotoxinen in Stutenmilch

In der vorliegenden Untersuchung ergaben sich unter Verwendung eines kommerziellen
Enzymimmuntests keine Hinweise auf eine Belastung der Stutenmilch mit Aflatoxin M;. Dies
bestitigt den — hinsichtlich der methodischen Beschreibung jedoch als allenfalls orientierend
anzusehenden — Bericht von BLUTHGEN (2007). Dieser Autor fand in einem
Fiitterungsversuch bei zwei Stuten, die 50 ug Aflatoxin B; pro Tag erhielten, Aflatoxin M;-
Gehalte in der Milch von bis zu zehn ng/kg. Hieraus schloss der Autor auf eine carry-over
Rate von 0,05%. Auch wenn in der Arbeit von BLUTHGEN, 2007 wichtige Details (wie z.B.
Angaben zur Durchfiihrung der Versuche sowie zur Methodenvalidierung) fehlen, kann in
Verbindung mit den Ergebnissen der eigenen Untersuchungen die Schlussfolgerung gezogen
werden, dass die in den beprobten Betrieben eingesetzten Futtermittel keine oder nur eine
geringe Kontamination mit Aflatoxinen aufwiesen, oder dass Stuten Aflatoxin M; nicht in

nennenswerten Mengen in die Milch ausscheiden.

Der Enzymimmuntest fiir Aflatoxin M; erbrachte gute Wiederfindungsraten fiir kiinstlich
kontaminierte Stutenmilchproben und eignet sich somit fiir die Routineuntersuchung von
Stutenmilch. Andere Studien konnten zeigen, dass der Test ebenfalls mit Schafmilch
funktioniert und im Vergleich mit vier weiteren Testsystemen anderer Firmen gute Ergebnisse

lieferte (RUBIO et al., 2009). Nach Angaben dieser Autoren wird in Spanien erwogen,
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Schafmilch, die hauptsidchlich zur Késeproduktion verwendet wird, routineméBig auf
Aflatoxin M; zu untersuchen (RUBIO et al., 2009). Eine stichprobenartige Untersuchung von
Stutenmilch auf Aflatoxin M, beispielsweise mittels EIA, scheint bis zum Beweis einer ,,non-
transmission” vorsichtshalber angezeigt zu sein. Ergénzend konnten Futtermittel-
untersuchungen (insbesondere Importfuttermittel) auf Aflatoxine in diesem Zusammenhang

hilfreich sein.

Auch Ochratoxin A war in keiner der 53 untersuchten Stutenmilchproben nachweisbar. Dieser
Befund ist insofern bemerkenswert, als in der Milch anderer Monogastrier (Ratte, Schwein)
und auch beim Menschen immer wieder Gehalte an OTA festgestellt werden konnten
(GAREIS et al., 1988; FAO/WHO, 2001; EFSA, 2006), und da eine Kontamination von
Futtermitteln fiir Pferde durchaus nicht selten ist (LIESENER et al., 2010). Bei der Kuh und
beim kleinen Wiederkéduer dagegen konnte gezeigt werden, dass die Pansenflora einen grof3en
Teil des Toxins sofort metabolisiert und es daher kein carry-over in die Milch gibt. Studien
zum carry-over von OTA in die Milch laktierender Stuten wurden bisher jedoch nicht

publiziert.

Obwohl keine Fiitterungsversuche bei Stuten mit OTA publiziert wurden, die einen Ubergang
dieses Toxins in die Milch ausschlieBen oder bestitigen wiirden, ergaben die eigenen
Untersuchungen keine Hinweise auf eine relevante Belastung von Stutenmilch in Deutschland

mit OTA.

DON war in der vorliegenden Studie das einzige Mykotoxin, das in messbaren, wenn auch
geringen Gehalten in der Stutenmilch nachgewiesen werden konnte. Zwar wiesen nur zwei
Proben DON in Konzentrationen iiber ein ng/ml, jedoch ist bereits die Tatsache, dass eher
DON als der Metabolit DOM; nachgewiesen wurde, von Bedeutung. Betrachtet man
vergleichend Untersuchungen zum carry-over von DON in die Milch beim Rind und der
Stute, fallt auf, dass das Rind kein DON und nur DOM; und die Stute relativ viel DON und

nur wenig DOM; in die Milch sezerniert.

Diese Tatsache ldsst vermuten, dass beim Pferd DON anders (bzw. gar nicht) metabolisiert
wird als beim Rind. Weitergehende Untersuchungen, insbesondere Fiitterungsversuche wiren

fiir DON sehr sinnvoll, um die in dieser Arbeit ermittelten Befunde zu {iberpriifen.
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Orientierende Versuche zum Nachweis von T-2/HT-2 Toxin in lediglich erhitzter und
anschlieend in Pufferlosung verdiinnter Stutenmilch lieferten unbefriedigende Ergebnisse.
Daher wurden die Proben einer immunaffinitdtschromatographischen Extraktion unterzogen,
womit gleichzeitig eine zehnfache Aufkonzentrierung der Toxine erreicht werden konnte.
Damit war eine Bestimmung von T-2/HT-2 im extremen Spurenbereich (zwei bis zehn pg/ml)
moglich. Obwohl die Toxine in diesem Konzentrationsbereich mit ausreichender Sicherheit
nachweisbar waren, sollte in diesem Zusammenhang nicht vergessen werden, dass die

Toxingehalte in Speisehafer typischerweise um einen Faktor von 1000 hoher liegen.

Die in einigen Proben nachgewiesenen Gehalte um 20 pg/ml sind aus toxikologischer Sicht
wohl vernachldssigbar. Interessant ist hier der Vergleich der Ergebnisse der beiden zum
Nachweis von T-2 eingesetzten EIAs. Der primdr zum Nachweis eingesetzte EIA unter
Verwendung polyklonaler Antikorper erfasst mit recht guter Empfindlichkeit auch das
strukturverwandte deacetylierte Analogon HT-2, das in einigen Spezies wahrscheinlich den
Hauptmetabolit von T-2 darstellt. Die relativ niedrigeren Messwerte des EIA unter
Verwendung monoklonaler Antikérper, der nur minimale Kreuzreaktionen mit HT-2 aufweist,
deutet darauf hin, dass die positiven Befunde durch HT-2 bedingt sind. Eine weitere Kldrung
dieser Frage ist jedoch schwierig, da im relevanten Konzentrationsbereich keine anderen

Untersuchungsverfahren einsetzbar sind.

Bei der Untersuchung von Stutenmilch auf Zearalenon (einschlieBlich kreuzreagierender
ZEA-Derivate) ergaben sich filir alle Proben schwach positive Messwerte, die sich jedoch
qualitativ und quantitativ mittels HPLC (trotz niedrigerer Nachweisgrenze fiir ZEA) nicht
bestdtigen lieBen. Die wahrscheinlichste Erkldrung fiir diesen Befund ist wohl in
unspezifischen Storungen des EIA durch Probenmatrix zu suchen. Unter diesem Blickwinkel
wiren die mittels EIA bestimmte ZEA-Gehalte unter ein ng/ml wohl pauschal als falsch-
positiv zu werten. Andererseits konnte auch die Anwesenheit von im EIA kreuzreagierenden
ZEA-Metaboliten zu diesem Befund beitragen, insbesondere wenn diese Metaboliten
schwichere Fluoreszenzeigenschaften besitzen sollten als ZEA. Dann wire ihre
Nachweisbarkeit mittels HPLC nicht mehr gewihrleistet, die EIA-Ergebnisse wiren dann
zwar im Hinblick auf ZEA immer noch falsch-positiv, nicht mehr jedoch im Hinblick auf
ZEA-Metaboliten. Da die EIA-Werte mit durchschnittlich knapp 300 pg/ml sehr niedrig sind,

wiirde eine Risikobewertung bei Verwendung dieses Wertes nicht wesentlich anders ausfallen
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als bei rein negativen Ergebnissen, bei denen dann die halbe Nachweisgrenze des Testsystems

(100 pg/ml) zur Berechnung verwendet werden wiirde.

5.2 Vorkommen von Hemmstoffen in Stutenmilch

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals ein kommerzielles mikrobiologisches
Screeningverfahren erfolgreich fiir den Nachweis von Hemmstoffen in Stutenmilch adaptiert
und in einer Routineuntersuchung etabliert werden. Die Nachweisgrenzen fiir die gepriiften
Antibiotika bewegen sich im Bereich der fiir Kuhmilch erreichten Werte (KRESS et al.,
2007). Penicillin G, Amoxicillin und Gentamycin kénnen im Bereich der
Riickstandshochstmenge nachgewiesen werden. In lediglich einer von 53 untersuchten Proben
ergab sich aufgrund eines schwach-positiven Befundes (unterhalb des MRL) ein Verdacht auf
Antibiotikariickstinde, der jedoch nicht bestitigt werden konnte. Daher kann aus den
Ergebnissen der eigenen Untersuchungen der Schluss gezogen werden, dass Riickstinde von
Antiinfektiva in Stutenmilch wohl keine grofle Rolle spielen. Es wére jedoch sinnvoll, das
Ausscheidungsverhalten der relevanten Wirkstoffe in Milch nach therapeutischer Applikation
zu Uberprifen, um hier sowohl den Stutenmilcherzeugern als auch den
Uberwachungsbehdrden wichtige Daten fiir eine bessere Risikoabschitzung an die Hand zu

geben.

5.3 Abschitzung der Mykotoxinaufnahme durch Stutenmilch in Relation zur

tolerierbaren Tagesaufnahme

Stutenmilch wird in Deutschland nur von einem sehr geringen Anteil der Bevolkerung
konsumiert. Bei der Gruppe der Stutenmilch-Konsumenten ist allerdings anzunehmen, dass
sie prinzipiell der ,,Verzehrsempfehlung® vieler Vermarkter folgen, der zufolge téglich ein
Viertelliter Stutenmilch getrunken werden sollte. Damit ist bei Stutenmilch die Gruppe der
Konsumenten als Hochverzehrer einzustufen. Fiir eine Risikoabschdtzung sollte daher
sinnvollerweise ein tiglicher Stutenmilchkonsum von 0,25 1 zugrunde gelegt werden.
Nachdem es sich bei der Gruppe der Stutenmilchkonsumenten primdr um Erwachsene

handelt, soll im folgenden mit einem Kd&rpergewicht von 75 kg gerechnet werden.
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Eine weitere Rechengrdfe fiir die Risikoabschitzung ist die tolerierbare Tagesaufnahme, TDI.
TDI-Angaben liegen aus Risikobewertungen des Scientific Committee on Food (SCF), der
Europidischen Kommission bzw. der EFSA fiir OTA (0,018 pg/kg KGW; EFSA, 2006), T-
2/HT2 (0,06 pg/kg KGW; EUROPAISCHE KOMMISSON, 2001), DON (1 ug/kg KGW;
EUROPAISCHE KOMMISSION, 1999) und ZEA (0,2 pg/kg KGW; EUROPAISCHE
KOMMISSION, 2000) vor. Fiir Aflatoxin M; wurde aufgrund seiner genotoxischen und
kanzerogenen Wirkung kein TDI festgelegt. Aufgrund der erlaubten Hochstmengen von 0,05
ng/kg fiir Milch wird bei einem durchschnittlichen Verzehr von Milch und Milcherzeugnissen
von einem kg pro Person und Tag de facto bei einem Korpergewicht von 75 kg eine
Aflatoxinaufnahme von 0,67 ng/kg Korpergewicht und Tag toleriert. Bei Sduglingen
(Hochstmenge Aflatoxin M; in Sduglingsnahrung 0,025 pg/kg werden je nach Korpergewicht
sogar circa zwei bis fiinf ng/kg Korpergewicht und Tag toleriert. Im folgenden soll als
Berechnungsgrundlage ein hypothetischer TDI von einem ng/kg Korpergewicht und Tag

angenommen werden.

SchlieBlich soll in einer Art ,,worst-case Szenario* angenommen werden, dass die hochsten
nachgewiesenen Gehalte fiir jedes Toxin (DON, T-2/HT-2, ZEA), beziehungsweise im Fall
ausnahmslos negativer Befunde (Aflatoxin M;, OTA), die Nachweisgrenze des jeweiligen

Testsystems als Berechnungsgrundlage fiir die Toxingehalte gewidhlt werden.

Tabelle 28 zeigt eine Zusammenstellung der Ergebnisse dieser Berechnungsweise, wobei
letztlich die entscheidende GroBe der Ausschopfungsgrad des TDI durch Stutenmilch ist.
Hieraus wird deutlich, dass offensichtlich selbst in diesem ,,worst case* keine als relevant
anzusehende Ausschopfung des TDI zu erwarten ist. Mit anderen Worten stellt Stutenmilch
auch bei Hochverzehrern kein Risiko im Hinblick auf eine Aufnahme der hier untersuchten
Toxine dar. Auch wenn die Extrapolation dieser Befunde auf die Gesamtsituation insoweit
eingeschriankt werden muss, dass die Probennahme in einem zeitlich begrenzten Rahmen von
rund einem Jahr erfolgte, ist die untersuchte Probenanzahl durchaus als repréisentativ fiir den

gesamten Sektor der Stutenmilchproduktion zu sehen.



5. DISKUSSION 83

Tabelle 28: Modellberechnung eines ,,worst case-Szenarios™ zur Abschitzung der maximalen
Mykotoxinaufnahme durch Stutenmilch in Relation zur tolerierbaren Tagesaufnahme (TDI),

bei einem téglichen Verzehr von 0,25 Litern und einem Korpergewicht von 75 kg

Maximaler Theoretische Theoretischer
Toxin Gehalt in maximale TDI, pg/kg maximaler
Stutenmilch Aufnahme, KGW Ausschopfungsgrad
pg/Liter ng/kg KGW TDI, %
AFM1 <0,005* <0,000017 —(0,001) —(1,67)
OTA <0,015% <0,00005 0,018 <0,28
DON 4 0,013333 1,0 1,33
ZEA 0,35%* 0,001167 0,2 0,58
T-2/HT-2 0,023 0,000077 0,06 0,13

* Nachweisgrenze des Testsystems, da Toxin in keiner Probe nachweisbar

** Toxingehalt wie mittels EIA bestimmt, keine Bestitigung durch HPLC-Analyse

Eine weitere Beurteilung der in dieser Arbeit festgestellten Befunde ist iiber die bisher
festgelegten Hochstmengen moglich. Beziiglich Aflatoxin  M; waren bei einer
Nachweisgrenze von flinf ng/kg alle Proben negativ, d.h. um einen Faktor von mindestens
fiinf unter der niedrigsten Hochstmenge. Die niedrigsten Grenzwerte fiir OTA liegen gemél
VO 1881/2006 fiir Sduglingsnahrung auf Getreidebasis bei 0,5 pg/kg. Auch dieser Grenzwert
wird durch die hier ermittelten Werte (nicht nachweisbar bei 0,015 pg/kg) deutlich
unterschritten. Fiir DON und ZEA werden ebenfalls die niedrigsten Grenzwerte, wie sie fiir
Sduglingsnahrung auf Getreidebasis festgelegt wurden (DON 100 pg/kg; ZEA 50 ng/kg),
noch bei weitem unterschritten. Fiir T-2/HT-2 wurden bisher noch keine Grenzwerte

festgelegt.
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5.4 Schlussfolgerungen

Schlussfolgend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit fiir den Untersuchungszeitraum
2007/2008, dass fiir in Deutschland kommerziell produzierter Stutenmilch im Hinblick auf
eine Kontamination mit Mykotoxinen und auf Riickstinde antimikrobiell wirksamer
Substanzen keine Anhaltspunkte fiir eine relevante Kontamination vorliegen. Die in dieser
Arbeit validierten Testsysteme erwiesen sich als geeignet fiir die Untersuchung von
Stutenmilch und kénnen in kiinftigen weitergehenden Untersuchungen Einsatz finden, soweit

gesetzlich erforderlich auch im Rahmen routineméBiger Kontrollen.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Produktion, Vertrieb und Konsum von Stutenmilch spielt in Deutschland nur eine geringe
Rolle. Der individuelle Verzehr kann jedoch recht hoch liegen (250 ml/Tag). Stutenmilch
wird {liberwiegend iiber Direktvermarktung als tiefgefrorene Rohmilch vermarktet und
unterliegt damit den Anforderungen an Vorzugsmilch. Dariliber hinaus sind beziiglich
Tierarzneimittelriickstinden die Hochstmengen (VO 470/2009) sowie beziiglich der
Mykotoxinen die Grenzwerte fiir Aflatoxin M; einzuhalten. Fiir Stutenmilch liegen bisher
beziiglich Tierarzneimittelriickstanden keine und beziiglich des moglichen Vorkommens von
Mykotoxinen fast keine Daten vor. Eine einfache Ubertragung der fiir Kuhmilch gewonnenen
Erkenntnisse auf die Stutenmilch ist aufgrund des unterschiedlichen Verdauungssystems nicht
moglich. Auch die fiir Kuhmilch etablierten Analysensysteme sind nicht ohne weiteres zur
Untersuchung von Stutenmilch einsetzbar, da sich die Milchzusammensetzung sehr

unterscheidet.

Daher wurde in der vorliegenden Arbeit zunichst ein modifiziertes Analysensystem fiir
Hemmstoffe auf der Basis des Brillantschwarz-Reduktionstests etabliert. Zudem wurden
Enzymimmuntests fiir folgende Mykotoxine zur Untersuchung von Stutenmilch etabliert:
Aflatoxin M, Ochratoxin A, T-2/HT-2 Toxin und Zearalenon. Untersuchungen auf das
Fusarientoxin Deoxynivalenol, sowie zusitzliche Untersuchungen auf Zearalenon erfolgten
mittels HPLC. Mit diesem Verfahren wurden im Zeitraum 2007/2008 insgesamt 53
Tankmilch-Proben von zwolf Stutenmilchbetrieben aus acht Bundesldndern untersucht. Die

Proben konnen als repriasentativ fiir die deutsche Stutenmilchproduktion angesehen werden.

In keiner Probe wurden Hemmstoffe nachgewiesen (<4 ng/kg Penicillin G-Aquivalente).
Ebenfalls nicht nachweisbar waren Aflatoxin M; (<10 ng/kg) und Ochratoxin A (<15 ng/kg).
Im Enzymimmuntest fiir Zearalenon ergaben zahlreiche Proben schwach positive Ergebnisse
(200-400 ng/kg), die jedoch mittels HPLC (Nachweisgrenze 50 ng/kg) nicht bestétigt werden
konnten. Bei einer realistischen und aus Sicht des Verbraucherschutzes ausreichenden
Nachweisgrenze von 500 ng/kg waren alle Proben negativ fiir Zearalenon. Im
Enzymimmuntest fiir T-2/HT-2 Toxin waren nach immunaffinititschromatographischer
Aufkonzentrierung in der Mehrzahl der Proben Spuren dieser Toxine im Bereich zehn bis 20
ng/kg nachweisbar. Deoxynivalenol war in zwei Proben in geringen Konzentrationen (2000-

4000 ng/kg) nachweisbar, zwei weitere Proben wiesen Spuren dieses Toxins im Bereich der
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Nachweisgrenze (1000 ng/kg) auf. Deepoxynivalenol konnte nur in einer Probe in Spuren

(circa 1000 ng/kg) nachgewiesen werden.

Aufgrund dieser Befunde scheint Stutenmilch auch bei regelmidBigem Konsum keine
relevante Aufnahmequelle fiir Antibiotikariickstinde bzw. fiir die untersuchten Mykotoxine

Zu sein.
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7. SUMMARY

Production and distribution of mare's milk is of relatively minor importance in Germany.
However, the individual daily consumption of persons preferring mare’s milk may be very
high (250 ml/day). In Germany, mare’s milk is mainly sold as frozen raw milk via direct
marketing channels. In contrast to milk from other species it is typically not heat treated,
therefore specific regulations for certified raw milk apply here. Additionally, mare’s milk has
to comply with regulations concerning contaminants, in particular mycotoxins (aflatoxin M,
AFM;) and concerning veterinary drug residues, such as antibiotics (VO 470/2009).
Surprisingly, no studies exist until present concerning the carry-over of veterinary drugs into
mare’s milk, and only one feeding study has been performed to estimate the carry-over of a
mycotoxin (aflatoxin) from horse feed into milk. Simply conferring existing knowledge and
carry-over data from cow’s milk on mare’s milk is not possible, because there are distinct
differences between the digestive systems of both species. Additionally, analytical methods

used to examine cow milk cannot be transferred to mare’s milk without further investigations.

In the present thesis, a modified analytical method for inhibitor detection of veterinary drugs
based on a BRT-inhibitor test was established. Additionally, enzyme immunoassay-based
series of methods for several important mycotoxins, namely aflatoxin M;, ochratoxin A, T-
2/HT-2 toxin, and zearalenone was optimized and validated for mare’s milk. Furthermore,
deoxynivalenol/deepoxydeoxynivalenol (DON/DOM1) and zearalenone were analyzed by
HPLC. A total of 53 bulk milk samples of mare’s milk from 12 different producers situated in

eight federal states in Germany was analysed.

Antimicrobial compounds exceeding the cut-off (4 pg/kg Penicillin G-equivalents) were not
detected in any of these samples. Likewise, all samples were free from detectable
concentrations of aflatoxin M; (<10 ng/kg) and ochratoxin A (<15 ng/kg). The enzyme
immunoassay for zearalenone yielded weakly positive results (200-400 ng/kg) in a number of
samples. However, these positive results could not be confirmed when using HPLC, which
has a detection limit of 50 ng/kg. Using a realistic detection limit (500 ng/kg) which is
considered as sufficient for zearalenone from a consumer’s protection point of view, all
samples are negative for zearalenone. After purification and concentration of T-2/HT-2 toxin
from mare’s milk using immunoaffinity columns, traces (10-20 ng/kg) of these toxins were

found in the majority of the mare’s milk samples examined. Two samples were positive for
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DON at a level of 2000-4000 ng/kg and two at a level of 1000 ng/kg. Traces (1000 ng/kg) of

deepoxynivalenol could only be detected in one sample.

Since the analysed sample materials represent the majority of mare’s milk producers in
Germany, these results indicate that the analyzed mycotoxins and antibiotics do not represent

a problem in mare’s milk for humans even if consumed regularly.
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