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1 EINLEITUNG

Durch den Einsatz antimikrobiell wirksamer Substanzen in der Tiermedizin ist die Gefahr
von Riickstinden dieser Substanzen in Lebensmitteln tierischen Ursprungs (Milch)
gegeben (MALISCH, 1986; MCINTOSH, 1986; SUHREN et al., 1990; JULICHER, 1992;
MOATS, 1996, SCHWARZ und WERCKENTHIN, 2001). Sie stellen ein potentielles
Risiko fiir die Gesundheit des Verbrauchers dar und koénnen zudem infolge von
Produktionsstorungen bei der Herstellung fermentierter Lebensmittel (,,Hemmstoffe®)
hohe wirtschaftliche Verluste in der Milch- und Lebensmittelindustrie verursachen
(MARTH und ELLICKSON, 1959; TERPLAN und ZAADHOF, 1967; ALLISON, 1985;
MCINTOSH, 1986; SCHALLIBAUM, 1986a; BRADY und KATZ, 1988; JONES und
SEYMOUR, 1988; SEYMOUR et al., 1988b; MITCHELL et al., 1995; MORETAIN
und FROGER, 1995; SISCHO, 1996; SUHREN, 1996; HONKANEN-BUZALSKI und
SUHREN, 1999; GRUNWALD et al., 2001).

Zum Schutze des Verbrauchers sowie zur Harmonisierung der Rechtsnormen innerhalb
der EU wurden im Rahmen der Verordnung (EWG) Nr. 2377/90 Riickstandshdchstmengen
(maximum residue limits = MRLs) fiir die zur Behandlung von lebensmittelliefernden

Tieren zugelassenen Stoffe in Nahrungsmittel tierischen Ursprungs festgelegt.

Zur Einhaltung dieser Hochstmengen ist aufgrund lebensmittelrechtlicher Vorschriften
eine Priifung auf Tierarzneimittel-Riickstinde (Antiinfektiva) und im Sinne einer guten
Molkereipraxis eine liickenlose Riickstandskontrolle der Milch erforderlich. Die am
hiufigsten in hemmstoffpositiver Anlieferungs- bzw. Sammelmilch nachgewiesenen
Antibiotika stellen nach wie vor die P-Laktam-Antibiotika dar (MCINTOSH, 1986;
MORETAIN und FROGER, 1995; SUHREN et al., 1996a; SUHREN und REICHMUTH,
1998b; MPR 2003, Tatigkeitsbericht 2002). Neben den nach wie vor wichtigen
Penicillinen gewinnen die Cephalosporine aufgrund ihres breiteren Wirkungsspektrums
zunehmend an Bedeutung, beide gehdren national wie international zu den in der
Mastitistherapie und -prophylaxe am héufigsten eingesetzten Arzneimitteln (IDF, 1983;
SUHREN und HEESCHEN, 1987a; KINDRED und HUBBERT, 1993; SUNDLOF et al.,
1995; ZOMER et al., 1995; KLUGE, 1998; MITCHELL et al., 1998; KROKER, 1999;
PETRAUSCH Lila Liste, 2004; ZWALD et al., 2004).



In den letzten Jahren wurden verschiedene kommerzielle Schnelltestsysteme fiir B-Laktam-
Antibiotka entwickelt. Die Testsensitivitit dieser Testsysteme ist zwar meist ausreichend
(LITZ, 1995; KROLL, 2000; KROLL et al., 2000), allerdings lassen diese Methoden nur
bedingt eine Identifizierung und Quantifizierung der vorhandenen Wirkstoffe zu.
Physikalisch-chemische Nachweisverfahren (BOISON, 1992; MITCHELL et al., 1998;
SCHENCK und CALLERY, 1998) andererseits sind wegen des hohen apparativen,
personellen und zeitlichen Aufwandes fiir den Routineeinsatz nicht geeignet (BYGRAVE
etal., 1995). Enzymimmunologische Verfahren dagegen zeichnen sich durch hohe
Sensitivitdt bei schneller und einfacher Durchfiihrung aus und gewinnen in der
Lebensmittelhygiene zunehmend an Bedeutung (NEWSOME, 1986; STANKER und
BEIER, 1996; SPINKS, 2000; FRANEK und HRUSKA, 2005).

Im Rahmen der Entwicklung eines integrierten Nachweis- und Differenzierungssystems
ermoglicht die Nutzung verschiedener Methoden bzw. Methodenkombinationen
(mikrobiologische Tests, Rezeptor-Bindungstests, Enzymimmuntests), eine einfache und
flexible Analyse von Antibiotikariickstinden in Milch (HEESCHEN, 1993; SUHREN
et al., 1994; ANONYM, 1996; HEESCHEN und SUHREN, 1996; SUHREN et al., 1996b;
USLEBER et al., 2000; HOLTKOTTER et al., 2002, SUHREN, 2002a+b; KERP et al.,
2004).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, enzymimmunologische Verfahren fiir zwei in der
Veterindrmedizin bedeutsame Cephalosporine zu entwickeln, zum einen fiir Cefalexin und
zum anderen fiir Ceftiofur. Da fiir Ceftiofur neben der Muttersubstanz insbesondere auch
der Hauptmetabolit Desfuroylceftiofur (DFC) von analytischem Interesse ist, sollte dieses

Abbauprodukt moglichst miterfasst werden.



2 SCHRIFTTUM

2.1 Cephalosporine
2.1.1 Allgemeines

Antimikrobiell wirksame Substanzen aus Schimmelpilzen wurden nach verschiedenen
Berichten wohl schon um 1000 v. Chr. in China eingesetzt. Dort wurde schimmeliger
Sojabrei zur Wundbehandlung verwendet (MOL, 1975; FRIEDRICH und MULLER-
JAHNCKE, 1996). Der neuzeitliche, gezielte Einsatz von Antibiotika begann mit
Alexander FLEMING, der 1928/1929 die antimikrobielle Wirkung eines unabsichtlich auf
eine Kulturplatte gelangten Schimmelpilzes (Penicillium notatum) beobachtete. Die
antimikrobiell wirksame Substanz erhielt den Namen Penicillin (KROKER et al., 1996;
FRIEDRICH und MULLER-JAHNCKE, 1996; NOSEK et al., 1997; SYKES, 2001).
Durch Pionierarbeiten von Florey, Chain, Heatley, Abraham und anderen Wissenschaftlern
wurden weitere Penicilline isoliert, synthetisiert und klinisch eingesetzt (MOL, 1975;
ABRAHAM, 1983; KROKER et al., 1996; FRIEDRICH und MULLER-JAHNCKE, 1996;
NOSEK et al., 1997). Nach Isolation einer anderen antimikrobiell wirksamen Substanz
(Cephalosporin C) begann die Herstellung von Cephalosporinen (NEWTON und
ABRAHAM, 1956; HALE et al., 1961; ABRAHAM, 1983; ADAM und CHRIST, 1987,
NOSEK et al., 1997; ROLINSON, 1998; BIJEV et al., 1999).

Penicillinen und Cephalosporinen gemeinsam ist die fiir die antibakterielle Wirkung
entscheidende B-Laktamringstruktur, so dass sie auch als B-Laktam-Antibiotika bezeichnet
werden. Von Bakterien produzierte Laktamasen konnen das [-Laktamringsystem
hydrolytisch spalten, was zum Verlust der antimikrobiellen Wirkung des Antibiotikums

fithrt (KROKER et al., 1996; PRESCOTT et al., 2000).

2.1.2 Geschichte der Cephalosporine

1948 verdftentlichte Giuseppe BROTZU in Sardinien seine Arbeiten {iber die Isolierung
Antibiotika-produzierender Kulturen des Pilzes Cephalosporium acremonium aus
Abwissern. Zur Reinigung des Materials schickte er Proben zu der Arbeitsgruppe
Howard Florey nach  Oxford. Nachfolgende Untersuchungen ergaben, dass
Cephalosporium acremonium (heutiger Name: Acremonium chrysogenum) mehrere

antimikrobiell wirksame Substanzen produziert, von denen spéter eine Substanz als



Penicillin N identifiziert wurde (ABRAHAM und NEWTON, 1961a; HOU und POOLE,
1971; DEMAIN und ELANDER, 1999; HAMILTON-MILLER, 2000). 1955 gelang es
NEWTON und ABRAHAM, eine weitere antimikrobiell wirksame Substanz aus dem
Kulturfiltrat des Pilzes isolieren, das Cephalosporin C (NEWTON und ABRAHAM, 1956;
HOU und POOLE, 1971; ABRAHAM, 1983; ADAM und CHRIST, 1987; FRIEDRICH
und MULLER-JAHNKE, 1996; NOSEK et al., 1997; DEMAIN und ELANDER, 1999).
1961 wurde die Struktur dieser Substanz aufgeklirt (ABRAHAM und NEWTON,
1961a+b; HODGKIN und MASLEN, 1961).

Die chemische Herstellung von Cephalosporinen, ausgehend von Penicillin G bzw. V
durch Ringerweiterung flihrte 1963 zur Synthese von Cefalexin durch MORIN und
Mitarbeiter (GRAFE, 1992). Durch die Weiterentwicklung der fermentativen Herstellung
von Cephalosporin C (SMITH et al., 1967, DEMAIN und ELANDER, 1999) und durch
Entfernung der Seitenkette gelang es die 7-Aminocephalosporansédure (7-ACS) technisch
herzustellen (LODER et al., 1961; MORIN et al., 1962; MORIN et al., 1969; ADAM und
CHRIST, 1987; FRIEDRICH und MULLER-JAHNKE, 1996). Dariiber hinaus wurden die
von  Streptomyces-Arten  gebildeten = sogenannten = Cephamycine  entdeckt

(O'CALLAGHAN, 1979; ADAM und CHRIST, 1987; GRAFE, 1992).

Derivatisierungen an verschiedenen Ringpositionen flihrten zur Entwicklung einer Vielzahl
neuer Substanzen. Wesentliche Zielsetzungen bei der Cephalosporinentwicklung waren
sowohl die Verbesserung der antibakteriellen Wirksamkeit (z.B. breites Wirkungs-
spektrum, P-Laktamase-Stabilitdt) als auch die Verbesserung des pharmakologischen
Profils (z.B. verbesserte orale Absorption, verlingerte Halbwertszeit) (HALE et al., 1961,
GRAFE, 1992; HARBRIDGE et al, 1995; OBI et al., 1995; BIJEV etal., 1999;
HAMILTON-MILLER, 1999; LEE et al., 1999; FEKNER et al., 2000; NEWMAN et al.,
2000).

2.2 Charakterisierung der Cephalosporine
2.2.1 Struktur und Einteilung der Cephalosporine

Die Gruppe der B-Laktam-Antibiotika ist chemisch durch ihr gemeinsames Grundgeriist,
den p-Laktamring, gekennzeichnet und umfasst die Penicilline, Cephalosporine,
Monobactame und Carbapeneme (DURCKHEIMER et al., 1985; BRANDER et al., 1991;
PRESCOTT et al., 2000; STAHLMANN und LODE, 2001).



Grundstruktur der Penicilline ist ein B-Laktamring, verbunden mit einem Thiazolidinring
(Abbildung 2.1). Kennzeichnend ist die 6-Aminopenicillansdure (6-APS), das gemeinsame
Grundgeriist aller Penicilline (HOU und POOLE, 1971; ROLINSON, 1979; LUENGO,
1995; DEMAIN und ELANDER, 1999; PRESCOTT et al., 2000).

i R2H: CH,
. 6! 5.
R1—C—NH JLCW
7 N 2
O COOH

Abbildung 2.1:  Grundgeriist der Penicilline

Cephalosporine besitzen anstelle des fiinfgliedrigen Thiazolidinringes der Penicilline einen
sechsgliedrigen Dihydrothiazinring (Abbildung 2.2). Die 7-ACS ist das gemeinsame
Grundgeriist aller Cephalosporine (ADAM und CHRIST, 1987; FRIEDRICH und
MULLER-JAHNKE, 1996) und Ausgangssubstanz zur  Darstellung  vieler
halbsynthetischer Cephalosporine (ABRAHAM und NEWTON, 1965; NEWTON und
HAMILTON-MILLER, 1967; WEBBER et al., 1969; MOL, 1975; WEBBER et al., 1975;
ROLINSON, 1979; ABRAHAM, 1983; ADAM und CHRIST, 1987; NOSEK et al., 1997;
ROLINSON, 1998; DUTTA et al., 2004). Wie bei den Penicillinen unterscheidet man auch
hier je nach Seitenkettenderivatisierung zwischen natiirlichen Cephalosporinen (z.B.
Cephalosporin C) und halbsynthetischen Cephalosporinen (z. B. Cefalexin, Ceftiofur)
(ADAM und CHRIST, 1987; KROKER et al., 1996; ROLINSON, 1998; DEMAIN und
ELANDER, 1999; STAHLMANN und LODE, 2001).

| R3H S
R1—C—NH—4—2% y
8 N /3
o) T R2
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Abbildung 2.2:  Grundgeriist der Cephalosporine




Die Einteilung der Cephalosporine kann unter verschiedenen Gesichtspunkten erfolgen.
Aus Kklinisch-therapeutischer Sicht bietet sich eine Differenzierung in parenteral zu
verabreichende  Wirkstoffe —mit oder ohne [-Laktamase-Stabilitit und in
Oralcephalosporine an (Abbildung 2.3), widhrend pharmakologisch eine Einteilung in
verschiedene ,,Generationen® in Abhingigkeit von ithrem Wirkungsspektrum erfolgen kann
(KROKER et al., 1996). Die hidufig benutzte Einteilung in drei oder sogar vier
Generationen ist jedoch nicht einheitlich definiert (STAHLMANN und LODE, 2001).
Zudem kann eine Klassifizierung nach Entstehung bzw. Entwicklungsgrad oder nach
chemischer Strukturformel erfolgen (GRAFE, 1992). Im Folgenden wird die Einteilung

nach Generationen naher erlautert.

Cephalosporine

parenteral oral

B-Laktamase B-Laktamase B-Laktamase B-Laktamase
sensibel stabil sensibel stabil

Abbildung 2.3:  Vorschlag zur Einteilung der Cephalosporine
(ADAM und CHRIST, 1987; GRAFE, 1992)

Einteilung der Cephalosporine nach Generationen

(nach ADAM und CHRIST, 1987; DURCKHEIMER et al., 1985; DURCKHEIMER et al.,
1988; GRAFE, 1992; KROKER et al, 1996, KROKER, 1999; HORNISH und
KOTARSKI, 2002)

1. Generation:

Die Vertreter dieser Gruppe besitzen Wirksamkeit gegen grampositive Keime
(Staphylococcus (S.) aureus, Streptokokken) und zum Teil auch gegen gramnegative
Erreger (Escherichia (E.) coli, Klebsiellen, Pasteurellen, Salmonellen). Meist haben sie nur
eine eingeschriankte B-Laktamase-Stabilitit. Sie sind parenteral (z.B. Cefalothin, Cefazolin,
Cefacetril, Cefaloridin) oder oral (z.B. Cefaloglycin, Cefalexin, Cefapirin, Cefadroxil,
Cephradin, Cefaclor) applizierbar. Das in der Veterindrmedizin verwendete Cefalonium

wird lokal (Euter, Auge) eingesetzt (EMEA, 2002b).




2. Generation:

Die Vertreter dieser Gruppe besitzen breite Wirksamkeit sowohl gegen grampositive als
auch gegen gramnegative Erreger. Verglichen mit der ersten Generation weisen sie eine
starkere Wirkung im gramnegativen Bereich (gegen Enterobacteriaceae, Haemophilus)
auf und sind relativ P-Laktamase-stabil. Hierzu gehdéren die Aminothiazolyl-
Cephalosporine und das zu den Cephamycinen gehérende 7-Methoxy-Cephalosporin
Cefoxitin. Beispiele fiir die vorwiegend parenteral zu verabreichenden Cephalosporine

dieser Gruppe sind Cefmandol, Cefuroxim, Cefoxitin und Cefotiam.

3. Generation:

Die Vertreter dieser Gruppe besitzen ebenfalls Wirksamkeit im grampositiven und
gramnegativen Erregerbereich, besonders gegen Pseudomonas und Acinetobacter. Zudem
weisen sie meist eine hohe [-Laktamase-Stabilitdt auf. N-acetylierte Phenylglycin-
Cephalosporine mit Thiazinsubstituenten am Ring zdhlen zu dieser Gruppe. Die
Substanzen dieser Gruppe sind i.A. parenteral zu verabreichen. Einige Vertreter dieser
Gruppe sind Cefotaxim, Ceftriaxon, Cefsulodin, Ceftazidim, Cefodizim, Latamoxef sowie

die auch in der Veterindrmedizin eingesetzten Substanzen Cefoperazon und Ceftiofur.

4. Generation:

Die Vertreter dieser Gruppe, wie beispielsweise Cefpirom und Cefepim, besitzen eine
breite Aktivitit. Sie wirken gegen grampositive Erreger wie Staphylokokken und
zusitzlich besonders gegen Enterobacteriaceae und Pseudomonas aeruginosa. Die in der
Veterindrmedizin eingesetzte Substanz Cefquinom wird eher der 4. Generation

zugerechnet (HORNISH und KOTARSKI, 2002).

Von SCHOLZ und NABER und einer Expertengruppe der Paul-Ehrlich-Gesellschaft fiir
Chemotherapie (PEG) wurde 1999 eine Einteilung der Cephalosporine nach ihrer
chemischen Struktur vorgeschlagen. Die 1. Gruppe umfasst die Glycyl-Cephalosporine,
wozu z.B. Cefaclor, Cefadroxil, Cefalexin, Cefprozil sowie Loracarbef (als erster Vertreter
der oralen Carbapeneme) zdhlen. Die 2. Gruppe beinhaltet die Aminothiazol/Oxim-
Cephalosporine wie z.B. Cefixim, Cefibuten, Cefetamet und Cefpodoxim. Zur 3. Gruppe
gehoren die Pro-Drug-Cephalosporine (2.2.3.4.1), wie Cefuroximaxetil,
Cefpodoximproxetil und Cefetametpivoxil. Des Weiteren wird vorgeschlagen, die
Oralcephalosporine unter primédrer Beriicksichtigung des antibakteriellen Spektrums in drei

Gruppen einzuteilen, wobei die Reihenfolge innerhalb einer Gruppe die ansteigende



in vitro-Aktivitit auf der Grundlage der minimalen Hemmkonzentration in Bezug zu den
bei den Hauptindikationen vorkommenden Erregern verdeutlichen soll (SCHOLZ und
NABER, 2000). Oralcephalosporine der 1. Gruppe (z.B. Cefalexin, Cefadroxil, Cefaclor)
haben keine oder nur eine eingeschrinkte Aktivitit gegen Haemophilus (H.) influenzae.
Oralcephalosporine der 2. Gruppe (z.B. Cefprozil, Loracarbef) wirken gegen H. influenzae
und andere bakterielle Atemwegs-, Haut-, Weichteil- und Harnwegsinfektionserreger.
Oralcephalosporine der 3. Gruppe (z.B. Cefibuten, Cefixim) haben eine hohere Aktivitét
und ein breiteres Spektrum gegen gramnegative Erreger als die Gruppe 2. Auch diese

Einteilung ist nicht unumstritten und wird diskutiert (SHAH, 2001; SCHOLZ, 2001).

2.2.2 Physikalisch-chemische Eigenschaften

Cephalosporine sind polare und wasserlosliche Verbindungen (ROUAN, 1985), die
unterschiedlichen Seitenketten beeinflussen die Loslichkeit der Cephalosporine. So sind
die meisten Cephalosporine als Natrium- oder Kalium-Salze in Wasser, wéssrigen
Losungen und schwachen Laugen (0,1 mol/l NaOH) gut 16slich, widhrend sie in
organischen Losungsmitteln nur gering (z.B. in Alkoholen) oder schwer (z.B. in unpolaren
Losungsmitteln wie Ether) 16slich sind (HOU und POOLE, 1971; HORNISH und
KOTARSKI, 2002; THOMSON, 2003).

B-Laktam-Antibiotika konnen monobasisch oder als Zwitterion vorliegen, was ihre
Stabilitdt in Losungen beeinflusst. Das Stabilitdtsoptimum von monobasischen Substanzen
(wie Penicillin G) liegt in wéssrigen Losungen bei einem pH-Wert von 6 -7 und bei
Zwitterionen an deren isoelektrischem Punkt, z.B. bei Cefalexin und Cephaloglycin bei
einem pH-Wert von 4,5 (GRIFFITH und BLACK, 1970; HOU und POOLE, 1971;
NIGHTINGALE et al.,, 1975; KROKER et al., 1996). Temperatur und pH-Wert
beeinflussen die Zersetzung von Cephalosporinen. Art und Anzahl der Abbauprodukte sind
verschieden, neben Ringspaltungen konnen Umlagerungen, Ausbildung innerer Ester oder
Spaltprodukte auftreten (JEFFERY et al., 1960; HALE ef al., 1961; LODER et al., 1961;
HOU und POOLE, 1971; PIKAL et al., 1977, THOMA, 1993). Der -Laktamring kann im
sauren und alkalischen Milieu hydrolytisch gespalten werden, was mit dem Verlust der

antimikrobiellen Aktivitit einhergeht (HOU und POOLE, 1971; KROKER et al., 1996).



Die Stabilitdt der Cephalosporine, sowohl im sauren und alkalischen Milieu als auch gegen
enzymatische Hydrolyse (Angriff durch von verschiedenen Bakterien gebildeten Enzyme:
B-Laktamasen, z.B. Penicillinasen, Cephalosporinasen) wird zudem durch die Seitenketten
beeinflusst (INDELICATO et al., 1974a; BOYD et al.,, 1975; BUNDGAARD, 1975;
INDELICATO et al., 1977, SCHANCK et al., 1983). Im Vergleich zu den Penicillinen
sind Cephalosporin C und Analoga relativ Penicillinase-stabil und sdurefest (NEWTON
und ABRAHAM, 1955; ABRAHAM und NEWTON, 1956; CHAUVETTE et al., 1962;
CROMPTON et al., 1962; MORIN et al., 1962; HOU und POOLE, 1971; ADAM und
CHRIST, 1987; HAMILTON-MILLER, 2000; THOMSON, 2003).

Cephalosporine werden in dhnlicher Weise von nukleophilen Reagenzien angegriffen wie
die Penicilline, das entsprechende Zersetzungsprodukt ist im Gegensatz zu der
Penicilloylsdure (,,penicilloic acid*) instabil und zersetzt sich weiter in wéssrigen
Losungen (SCHWARTZ und BUCKWALTER, 1962; ABRAHAM und NEWTON, 1965;
NEWTON und HAMILTON-MILLER, 1967, NEWTON et al., 1967, HAMILTON-
MILLER et al, 1970b; HOU und POOLE, 1971; HEWITT, 1973; PETZ, 1978;
ABRAHAM, 1983; ROMANO et al., 2000a; BLANCA GOMEZ et al., 2004).

Im Folgenden werden die fiir diese Arbeit relevanten Cephalosporine genauer besprochen.
Das Molekulargewicht von Cefalexin (D-7-(2-amino-2-phenylacetamido)-3-methyl-8-oxo-
5-thia-1-azabicyclo[4.2.0]oct-2-ene-2-carboxylic acid; Abbildung 2.5) liegt bei 347,4 und
die Summenformel lautet C;cH;7;N304S (THOMSON, 2003). Die Zersetzung von
Cefalexin, einem Cephalosporin mit einer Methylgruppe am C3-Atom und einer
Aminogruppe in der Seitenkette am C7-Atom, in Wasser kann hydrolytisch und durch
intramolekulare Aminolyse erfolgen, der jeweilige Anteil ist vom pH-Wert abhédngig. Von
verschiedenen Autoren werden verschiedene Zersetzungsmechanismen und -produkte, so
zum Beispiel zu Piperazin-, Piperazindion- und Thiophenon-Derivaten beschrieben
(GRIFFITH und BLACK, 1970; BUNDGAARD, 1975; BUNDGAARD, 1976a+tb;
YAMANA und TSUJI, 1976; DINNER, 1977; FOGG et al., 1979; LI und CHEN, 1993;
HENDRIKSEN et al., 1995; LI et al., 1999; TSANG et al., 2004).

Das Molekulargewicht von Ceftiofur (6R,7R-7[(2-amino-4-thiazolyl)-Z-(methoxy-
imino)acetyl]amino)-3-[(2-furanylcarbonyl)thio Jmethyl)-8-ox0-5-thia-1-azabicyclo-[4.2.0]
oct-2-ene-2-carboxylat; Abbildung 2.5) liegt bei 523,6 und die Summenformel lautet
Ci19H17N507S; (THOMSON, 2003). Ceftiofur wird sowohl unter sauren als auch unter
basischen Reaktionsbedingungen rasch zersetzt (GILBERTSON et al., 1990; HORNISH



und KOTARSKI, 2002). Beim Abbau von Ceftiofur (KOSHY und CAZERS, 1997,
KOTARSKI ef al,, 2002) entstehen mehrere verschiedene Derivate mit zum Teil
antibiotischer Wirkung (soweit der B-Laktamring erhalten bleibt) wie z.B. der Metabolit
DFC, der aus Ceftiofur durch Abspaltung von Furansdure entsteht (Abbildung 2.4). Die
Bildung von DFC ist am groften (65 %) im alkalischen Milieu (pH 10) verglichen mit
saurem (pH 1; pH 3; pHS5) und neutralem (pH 7,4; destilliertes Wasser) Milieu. Die
Zersetzungsrate  steigt in  allen wéssrigen Losungen mit  Erhoéhung  der
Inkubationstemperatur (GILBERTSON, et al., 1990; EMEA, 1999a; SUNKARA et al.,
1999;: PHARMACIA UPJOHN GmbH, Gebrauchsinformation Excenel® RTU Stand
2000).

In wissrigen Losungen zeigen Cephalosporine und ihre Salze typische UV-Absorption im
Bereich von 260 nm (Cefalexin Apax 262 nm; Ceftiofur Ap.x 293 nm; Abbildung 3.1),
welches auf die O=C-N-C=C- Struktur unter moglicher Beteiligung des Schwefelatoms
zurlickzufiihren ist (CHAUVETTE et al., 1962; MORIN et al., 1963; HOU und POOLE,
1971; ABRAHAM, 1983; ROUAN, 1985; GALLO MARTINEZ et al., 2002). Eine
Offnung des B-Laktamringsystems, beispielsweise durch Aminolyse bzw. enzymatische
Hydrolyse, fiihrt zur Verdnderung des Absorptionsverhaltens (ABRAHAM und
NEWTON, 1965; NEWTON und HAMILTON-MILLER, 1967; NEWTON et al., 1967,
HAMILTON-MILLER et al., 1970a+b; LI und CHEN, 1993).

223 Biologische Eigenschaften

Da Cephalosporine sowohl an der Cephem-Position als auch an der Amino-Position
derivatisiert werden konnen, bieten sie bessere Moglichkeiten zu strukturellen
Modifikation. Die Substitution verschiedener Reste (R1, R2 und R3; Abbildung 2.2) der
7-ACS resultiert in semisynthetischen Derivaten mit unterschiedlichen Eigenschaften
(HALE et al., 1961; CHAUVETTE et al., 1962; NEWTON und HAMILTON-MILLER,
1967; FOUNTAIN und RUSSELL, 1969; MORIN et al., 1969; SWEET und DAHL, 1970;
HAMILTON-MILLER und ABRAHAM, 1971; HOU und POOLE, 1971; INDELICATO
et al., 1974b; WEBBER et al., 1975; HAMILTON-MILLER, 1976; O'CALLAGHAN,
1979; BOYD et al., 1980; ABRAHAM, 1983; BOYD, 1983; KNOTHE und DETTE,
1983; NEU, 1983; ADAM und CHRIST, 1987; DURCKHEIMER et al, 1988;
BRANDER et al., 1991; GRAFE, 1992; THOMA, 1993; MIRANDA et al., 1996; NEEFT
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et al., 1996; HAMILTON-MILLER, 1999; BIJEV et al., 2000; PRESCOTT et al., 2000;
TSUSHIMA et al., 2000; YAMAMOTO et al. 2000a+b; YAMAMOTO et al., 2001;
BUEV et al., 2004). Ausfiihrliche Erlduterungen zu den Struktur-Wirkungs-Beziehungen
wurden u.a. in Ubersichten von NEU (1983), DURCKHEIMER et al. (1985 und 1988) und
THOMA (1993) gegeben. Einzelne Aspekte werden in den folgenden Kapiteln ndher

erlautert.

2.2.3.1 Antibiotisches Wirkprinzip

Die antibakterielle Aktivitiat der Cephalosporine ist direkt auf den fusionierten B-Laktam-
Dihydrothiazinring zuriickzufiihren, eine Aufspaltung fiihrt zum kompletten Verlust der
antibakteriellen Aktivitdt unabhéngig von den Seitenketten. Die freie Carboxylgruppe ist
ebenfalls erforderlich, alle Derivatisierungen dort fithrten zu Substanzen mit geringerer

oder keiner Aktivitit (HOU und POOLE, 1971).

Angriffsziel der B-Laktam-Antibiotika sind sogenannte Penicillin-bindende-Proteine (PBP)
an der Innenseite der Bakterienwand (KROKER ef al., 1996). Die antimikrobielle Wirkung
der B-Laktame beruht auf der Hemmung (durch Acylierung des aktiven Zentrums) dieser
als bakterielle Peptidoglykansynthetasen funktionierenden Proteine (Transpeptidasen,
Carboxypeptidasen, Transglycosidasen) und damit einer Stérung der Peptidoglykan-
biosynthese der Bakterienzellwand (WAXMAN und STROMINGER, 1983;
LABISCHINSKI, 1992; MATSUHASHI, 1994; LESSEL, 1996; PRESCOTT et al., 2000;
STAHLMANN und LODE, 2001). Voraussetzung ist deshalb das Penetrationsvermogen
der Cephalosporine durch die dicke Peptidoglykan-Teichonsdureschicht der grampositiven
bzw. durch die diinne duBere Membran der gramnegativen Bakterien. Das Durchdringen
der selektiv wirkenden, das diinnere Mureingeriist der gramnegativen Bakterien
umhiillenden, dufleren Membran erfolgt dabei innerhalb der Porenkanile passiv (KROKER
et al., 1996; STAHLMANN und LODE, 2001). Der Wirkungsmechanismus der
Cephalosprine ist an die B-Laktamringstruktur gekniipft, indem diese unter Aufspaltung
eine meist kovalente Bindung mit dem aktivem Zentrum der Mureinsynthetasen
(= Peptidoglykansynthetasen) eingeht, so dass als Folge dieser Emzymhemmung die in der
Wachstumsphase erfolgende Einlagerung von Glycosidstrangen in die Bakterienzellwand
gestort ist. Die daraus resultierende Abnahme der Quervernetzung der Glykanstringe

durch Peptidbriicken fiihrt dazu, dass kein stabiles Peptidoglykangeriist aufgebaut werden
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kann. Zellwanddefekte, Aktivierung zelleigener autolytischer Systeme und damit eine
zunehmende Zellwandinstabilitét fiihren letztendlich zur Zelllyse (bakteriozider Typ). Der
Wirkmechanismus macht deutlich, dass nur proliferierende Bakterien betroffen sind und
Cephalosporine fiir tierische Zellen, fiir die Mureinsynthetasen beim Aufbau der
Zellmembran keine Rolle spielen, nicht zytotoxisch sind (KROKER et al., 1996; LESSEL,
1996; PRESCOTT et al., 2000; STAHLMANN und LODE, 2001).

2232 Wirkungsspektrum

Cephalosporine besitzen ein breites antibakterielles Wirkungsspektrum jedoch mit
erheblichen individuellen Unterschieden. Teilweise haben sie ein breiteres Wirkungs-
spektrum als Penicilline, da sie eine Vielzahl gramnegativer Erreger miterfassen kdnnen

(PETERSEN und GRAHAM, 1974; ADAM und CHRIST, 1987; GRAFE, 1992).

Gemeinsames Merkmal der Cephalosporine ist eine mehr oder minder ausgeprigte
B-Laktamase-Stabilitit. So sind sie unempfindlicher gegeniiber den von einigen Bakterien
produzierten Penicillinasen (HOU und POOLE, 1971; GRAFE, 1992), weshalb
Cephalosporine bei Penicillin-resistenten Mikroorganismen durchaus wirksam sein
konnen, wenn Penicilline ihre Wirksamkeit verloren haben (SPEIGHT et al., 1972; ADAM
und CHRIST, 1987; KUSCHINSKY und LULLMANN, 1989).

Das Wirkungsspektrum der Cephalosporine umfasst grampositive Erreger wie
Streptokokken, Pneumokokken, Corynebakterien, Listerien, Erysipelothrix, Pasteurellen,
Actinobacillus, Actinomyces, Bacteriodes, Fusobakterien, Spirochdten, Staphylokokken
(bes. S. aureus) und substanzabhingig ebenfalls zahlreiche gramnegative Erreger
u.a. E. coli, Klebsiellen und Proteus; zum Teil auch Bazillen, Clostridien, Campylobacter,
Haemophilus, Pseudomonas und Salmonellen (GRIFFITH und BLACK, 1970; WALKER
und GONZALES, 1971; FINLAND, 1972; SCHEIDT et al., 1972; SOLBERG et al., 1972;
SPEIGHT et al, 1972; NIGHTINGALE et al, 1975; KNOTHE und DETTE, 1983;
ADAM und CHRIST, 1987; SOBACK et al., 1987, KUMAR et al., 1988; SILLEY und
BREWSTER, 1988; LOUHI et al., 1992; SCHITO et al., 1994; BOTTNER et al., 1995;
CULLMANN, 1995; SALMON et al., 1995; SALMON et al.,1996; THORNSBERRY und
YEE, 1996; WATTS und SALMON, 1997; KROKER, 1999; MASON und KIETZMANN,
1999; ORDEN et al, 1999; DESHPANDE et al., 2000; PRESCOTT etal., 2000;
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SCHITO et al., 2002; GUERIN-FAUBLEE et al., 2003; LEHTOLAINEN et al., 2003;
AARESTRUP et al., 2004).

Grundsidtzlich ohne Wirkung sind Cephalosporine bei zellwandlosen Bakterien
(z.B. Mykoplasmen), obligat intrazelluldr (z.B. Chlamydien) oder vorwiegend intrazellulér
(z.B. Salmonella typhi) lebenden Bakterien und bei sehr langsam wachsenden Bakterien

(z.B. Mykobakterien) (STAHLMANN und LODE, 2001).

Cefalexin ist ein Cephalosporin der ersten Generation mit einem breiten Wirkungs-
spektrum gegen sowohl grampositive als auch gramnegative Bakterien, z.B.
Staphylokokken, Streptokokken und E. coli (EMEA, 1999b, VIRBAC GmbH,
Produktinformation 2003). Cefalexin zeigt eine gewisse Stabilitit gegeniiber von
Staphylokokken produzierten (-Laktamasen, aber nicht gegeniiber analogen, von
gramnegativen Keimen produzierten Enzymen (SPEIGHT et al., 1972; BRANDER ef al.,
1991; CP-PHARMA, Produktinformation 2001).

Ceftiofur wirkt bakterizid gegen Erreger von Atemwegsinfektionen wie Pasteurella
multocida, Pasteurella haemolytica (Mannheimia spp.), Actinobacillus pleuropneumoniae,
Streptococcus (Str.) suis und H. somnus sowie bei Erregern der interdigitalen
Nekrobazillose (Panaritium) (YANCEY et al., 1987; BROWN et al., 1991a; ESPINASSE
etal., 1992; FDA, 1992; HALSTEAD et al., 1992; JIM et al., 1992; HANSEN et al., 1993;
HEWETT, 1994; WATTS et al., 1994; SCHADEWINKEL-SCHERKL und SCHERKL,
1995; SUSTRONCK et al., 1995; WEISKOPF und KAUSCHE, 1995; BLACKALL et al.,
1996; CLARKE et al., 1996; SALMON et al., 1996; MORCK et al., 1998; STANEK und
KOFLER, 1998; KESLER und BECHTOL, 1999; WARD, 2001; HIBBARD et al., 2002;
FDA 2003; KAUSCHE und ROBB, 2003). Auch gegeniiber einigen Erregern uteriner
Infektionen (Pyrexia, Metritis, Endometritis) bei laktierenden Rindern wie z.B.
Arcanobacterium pyogenes und Fusobacterium necrophorum besteht gute Wirksamkeit
(SMITH et al., 1998; SCHMITT et al., 2000, CHENAULT et al., 2001; DRILLICH et al.,
2001; SALMON und SCHMITT, 2001; DRILLICH et al, 2003; RISCO und
HERNANDEZ, 2003; CHENAULT et al., 2004; SHELDON et al., 2004). Zwar sind
Mastitiserreger wie beispielsweise S. aureus, Streptokokken, E. coli und K. pneumoniae
Ceftiofur-empfindlich (WATTS et al., 1995; SALMON et al., 1998; DE OLIVEIRA et al.,
2000; DESHPANDE et al., 2000; ERSKINE et al., 2002a; ROSSITTO et al., 2002;
OLIVER et al., 2004a+b), jedoch erscheint Ceftiofur als Mastitis-Therapeutikum in der
empfohlenen Dosierung und Anwendungsdauer nur bedingt geeignet (ERSKINE et al.,
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2002b; ROBERSON, 2003; OLIVER et al., 2004a+b) bis wenig effektiv (ERSKINE et al.,
1996; OWENS et al., 1999).

2233 Resistenzentwicklung

Als wichtige Mechanismen der Resistenz gegen B-Laktam-Antibiotika sind Modifikation
der PBP (und damit Beeintrachtigung der Affinitdt zahlreicher B-Laktam-Antibiotika zu
thren Zielenzymen), Beeinflussung des Penetrationsvermdgens (verminderte Penetrierung
der duBleren Zellmembran gramnegativer Bakterien oder strukturelle Verdnderungen der
Zellwand) sowie die Bildung von B-Laktamasen zu nennen (GRAFE, 1992; NEU, 1992;
LESSEL, 1996; PIDDOCK et al., 1997; PITOUT et al., 1997a; PRESCOTT et al., 2000;
SCHWARZ und CHASLUS-DANCLA, 2001). So fiihrt beispielsweise die Fahigkeit zur
Bildung eines PBP zu Methicillin-resistenten S. aureus-Stimmen (MRSA), die neben
Methicilllin auch gegen viele andere Antibiotika resistent (= multiresistent) sein kdnnen
(LABISCHINSKI, 1992). Modifikation der Targets (verdnderte PBP) kommt bei
Pneumokokken vor, dort werden hdufig qualitativ und quantitativ verdnderte
Bindeproteinmuster festgestellt (GRAFE, 1992; PITOUT et al., 1997a; MASON und
KIETZMANN, 1999; SCHMITZ et al., 2001).

Die Produktion bakterieller Enzyme, die den B-Laktamring hydrolytisch spalten kénnen
und somit zum Verlust der antimikrobiellen Wirkung des Antibiotikums fiihren
(ABRAHAM und NEWTON, 1961a; KROKER et al., 1996; PRESCOTT et al., 2000),
stellt den hiufigsten Resistenzmechanismus dar (PIDDOCK et al., 1997; THERRIEN und
LEVESQUE, 2000). Sie kommen in einer Vielzahl von Isoenzymen vor (HEWITT, 1973;
BUSH er al., 1995; LESSEL, 1996; PITOUT et al., 1997b; MEDINA et al., 1998;
THERRIEN und LEVESQUE, 2000; PRESCOTT etal, 2000). Drei Haupttypen
B-Laktam-inaktivierender =~ Enzyme  sind  inzwischen  bekannt:  [p-Laktamasen,
Aminohydrolasen und Cephalosporin-Acetylesterasen (GRAFE, 1992). Bedeutsam sind
v.a. die Penicillinasen (vorwiegend bei Staphylokokken) und die Cephalosporinasen
(vorwiegend bei gramnegativen Keimen, z.B. bei Pseudomonas) (KUSCHINSKY und
LULLMANN, 1989), andere wiederum spalten auch Monobactame und Carbapeneme
(SABATH et al., 1965; NEWTON und HAMILTON-MILLER, 1967; THORNSBERRY
und YEE, 1996; PITOUT et al., 1997a; SCHWARZ und CHASLUS-DANCLA, 2001).

Grampositive Bakterien konnen [-Laktamasen nach auflen ins umgebende Milieu
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entlassen, gramnegative Bakterien in den periplasmatischen Raum zwischen Zellwand und
Cytoplasmamembran. Bei grampositiven Bakterien unterscheidet man somit sensible
(nicht produzierende) und resistente (produzierende) Bakterien, bei gramnegativen
Bakterien sind graduelle Aktivititsabstufungen moglich (STAHLMANN und LODE,
2001).

Die B-Laktamase-Produktion kann quantitativ verdnderlich sein (PITOUT et al., 1997a;
STAHLMANN und LODE, 2001). Cephalosporine kénnen Induktoren der Penicillinase
darstellen, hierauf beruht die Resistenzbildung mancher Keime gegeniiber Penicillinen bei
Behandlung mit Cephalosporinen (CROMPTON et al., 1962; ABRAHAM und NEWTON,
1965; KUSCHINSKY und LULLMANN 1989; LESSEL, 1996). Bei induzierbarer
(chromosomal vermittelter) B-Laktamase-Produktion wird die Menge der gebildeten
Abwehrenzyme unter dem Einfluss bestimmter p-Laktam-Antibiotika erhéht. Wiahrend
einer Phase hoher induzierter B-Laktamase-Produktion konnen resistente Mutanten mit
dauerhaft hoher, nunmehr konstitutiver B-Laktamase-Produktion hervorgehen. Daneben
hat die iibertragbare (Plasmid- oder Transposon-vermittelte) -Laktamase-Produktion eine
groBe Bedeutung. Durch Flexibilitit im Austausch ,beweglicher Gene* entstehen
qualitativ neuartige p-Laktamasen (PITOUT et al., 1997a; STAHLMANN und LODE,
2001).

Humanmedizinischen Studien in den USA zufolge nimmt die Resistenz gegeniiber
B-Laktam-Antibiotika bei gramnegativen Bakterien zu (PITOUT et al., 1997a). Besonders
Keime, die respiratorische Infektionen hervorrufen, scheinen dort zunehmend Resistenzen
zu entwickeln. So wurde in einer Studie in den Jahren 1994 - 1995 festgestellt, dass 3,4 %
der klinisch signifikanten Str. pneumoniae-Isolate eine Cefotaxim (und Ceftriaxon bzw.
Cefpodoxim) Resistenz besitzen (DOERN, 1995). Eine europdische Studie zu
Resistenzmechanismen und in vitro-Aktivitit verschiedener Antibiotika bei klinischen
Str. pneumoniae-Isolaten aus den Jahren 1997 - 1999 zeigte, dass die in vitro-Aktivititen
der getesteten Cephalosporine je nach Hohe der Penicillin-Resistenz variierten. Es bestand
ein Zusammenhang zwischen Cephalosporin-Resistenz und Penicillin-Resistenz
(SCHMITZ et al., 2001). PIDDOCK et al. (1997) fanden Resistenzen gegen einige
B-Laktam-Antibiotika  (einschlieBlich  Cefotaxim und Ceftazidim) in vielen
Enterobacteriaceae und Pseudomonas aeruginosa. Andere amerikanische Studien des
National ~Antimicrobial Resistance Monitoring Systems (NARMS, nationales

Uberwachungsprogramm der antimikrobiellen Resistenzentwicklung, DESEO, 2000)
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konnen keinen Anstieg von Antibiotikaresistenzen bei ,,foodborne pathogens wie E. coli,
Campylobacter und Salmonella feststellen, jedoch wurden bei 6,7 % der Salmonella
Typhimurium-Isolate eine Resistenz gegen Cefalothin und bei 4,2 % eine Resistenz gegen

Ceftiofur gefunden.

Zunehmender Einsatz von Cephalosporinen in der Veterindrmedizin erhoht hier ebenfalls
die Gefahr der bakteriellen Resistenzbildung und ist fiir viele Keime untersucht worden
(NEU, 1992; BLANCO et al., 1993; ESPINASSE, 1993; BOTTNER et al, 1995;
TROLLDENIER, 1996; KLARMANN, 1997; PITOUT et al., 1997b ; BRADFORD et al.,
1999; ORDEN et al., 1999; TROLLDENIER, 1999; KRABISCH und GANGL, 2000;
DE OLIVEIRA et al., 2000; FEDESA, 2001; KOTARSKI et al., 2001; ALLEN und
POPPE, 2002; KOTARSKI et al., 2002; DOCIC und BILKEIL, 2003; GRAY et al., 2004;
HANAKI et al., 2004; HARIHARAN et al., 2004). Neueren Untersuchungen zufolge
konnten allerdings ERSKINE et al (2002a) wiahrend eines siebenjihrigen
Untersuchungszeitraumes zur antibakteriellen Empfindlichkeit von Mastitiserregern keine
Anzeichen fiir eine ansteigende Resistenz dieser Isolate gegeniiber Antiinfektiva, die bei

Milchrindern hiufig eingesetzt werden, feststellen.

2234 Pharmakokinetik

Das pharmakokinetische Verhalten der einzelnen Cephalosporine ist sehr unterschiedlich.
Prinzipiell ist anzufiihren, dass B-Laktam-Antibiotika sich im Extrazelluldrraum verteilen
und intrazelluldr lokalisierte Bakterien nicht erreicht werden. Die iiberwiegende Zahl der
verwendeten Stoffe wird renal eleminiert, wobei sowohl glomeruldre Filtration als auch
tubuldre Sekretion beteiligt sind (KROKER et al., 1996; STAHLMANN und LODE,
2001).

2.2.34.1 Resorption

Nur wenige Cephalosporine sind magensdurestabil und aus dem Gastrointestinaltrakt gut
resorbierbar, beispielsweise Cefalexin wird stark resorbiert. Die fehlende orale Wirkung
von Cephalosporin C und einer Reihe anderer Cephalosporine ist primér allerdings nicht

auf die mangelnde Sdurestabilitdt, sondern auf mangelnde Absorption zuriickzufiihren
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(ADAM und CHRIST, 1987; GRAFE, 1992; SAI et al., 1996), so zum Beispiel bei dem
Cephalosporin Ceftiofur (EMEA, 1999a). Bei einigen Substanzen wird die ungeniigende
Absorption durch Esterbildung im Sinne des Pro-Drug-Konzeptes iiberwunden. Die
veresterten Derivate (Pro-Drugs) besitzen eine hohere Bioverfiigbarkeit und werden nach
der Resorption durch unspezifische Esterasen gespalten, so dass der aktive Wirkstoff in der
Blutbahn freigesetzt werden kann (CRAUSTE-MANCIET ef al., 1997; PRESCOTT et al.,
2000; STAHLMANN und LODE, 2001).

In der Blutbahn werden Cephalosporine in sehr unterschiedlichem Malle an
Plasmaproteine und andere Molekiile gebunden. Die Proteinbindung ist meist sehr labil
und leicht reversibel (ADAM und CHRIST, 1987; GRAFE, 1992; STAHLMANN und
LODE, 2001).

2.2.34.2 Verteilung

Bei intramuskuldrer (i.m.) oder subcutaner (s.c.) Applikation erfolgt die Freisetzung von
Cephalosporinen aus der Injektionsstelle sehr schnell, Bioverfiigbarkeiten zwischen
80 - 100 % wurden ermittelt (KROKER et al., 1996). Cephalosporine verteilen sich nur
extrazelluldr in fast alle Gewebe, Organe und Korperfliissigkeiten, sie penetrieren gut in
Knochen, Gelenke, Synovia sowie Perikard- und Pleurafliissigkeit. Im entziindeten
Knochengewebe werden hohere Konzentrationen erreicht als im gesunden Knochen
(ADAM und CHRIST, 1987; SCHADEWINKEL-SCHERKL und SCHERKL, 1995;
NAVARRE et al., 1999; PRESCOTT et al., 2000, THOMSON, 2003). Cephalosporine
penetrieren jedoch schlecht in den Liguor cerebrospinalis, vor allem bei nicht (mehr)
entziindlich verdnderten Meningen (ADAM und CHRIST, 1987; PRESCOTT et al., 2000;
STAHLMANN und LODE, 2001). Der in bakteriellen Entziindungsherden meist leicht
saure pH-Wert begiinstigt die antibakterielle Aktivitdit der [-Laktam-Antibiotika
(PRESCOTT et al., 2000; STAHLMANN und LODE, 2001). Cephalosporine passieren die
Plazentarschranke und erreichen im fetalen Serum hohere Konzentrationen als im
miitterlichen Serum (ADAM und CHRIST, 1987; SCHADEWINKEL-SCHERKL und
SCHERKL, 1995). In geringen Konzentrationen gelangen sie auch in die Milch (2.2.3.4.3).
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2.2.3.4.3 Metabolisierung und Elimination

Die parenteral anzuwendenden Cephalosporine werden zu unterschiedlichen Anteilen zu
Deacetyl-Metaboliten biotransformiert, wihrend die Oralcephalosporine (z.B. Cefalexin)
relativ unverdndert bleiben (KROKER ef al., 1996; PRESCOTT etal., 2000). Die
Elimination erfolgt zu Deacetyl-Abbauprodukten mit eigenen, zum Teil antimikrobiell
aktiven, Metaboliten. Diese besitzen jedoch eine verringerte antimikrobielle Aktivitdt im
Vergleich zur Muttersubstanz (CABANA et al., 1976; MASON und KIETZMANN, 1999;
MOATS et al., 2000; PRESCOTT et al., 2000).

In Studien bei Tieren (meist Ratten und Méuse) werden mit Ausnahme von Ceftriaxon
(Halbwertszeit etwa 8 h) die meisten Cephalosporine rasch (Halbwertszeiten von 1 - 2 h)
eliminiert (SULLIVAN et al., 1969; GRIFFITH und BLACK, 1970; NIGHTINGALE
etal., 1975; PRESCOTT etal, 2000; STAHLMANN und LODE, 2001). Die
iiberwiegende Zahl der verwendeten Cephalosporine (auller Cefoperazon und Ceftriaxon)
wird renal eliminiert, und zwar sowohl durch glomeruldre Filtration als auch durch
tubuldre Sekretion (HEWITT, 1973; NIGHTINGALE et al., 1975; ADAM und CHRIST,
1987; KROKER et al., 1996; PRESCOTT et al., 2000; STAHLMANN und LODE, 2001).
Die Unterschiede in der urindren Exkretion konnen substanzabhéngig 15 — 91 % betragen
(GRAFE, 1992). Bei Niereninsuffizienz kann es bei einigen Substanzen zu einer erhdhten
bilidren Ausscheidung kommen (NAJIB et al, 1987, BRANDER et al., 1991,
STAHLMANN und LODE, 2001).

Cefalexin wird nach oraler Gabe nahezu vollstindig resorbiert und im gesamten
Organismus verteilt, eine Passage der Blut-Hirn-Schranke erfolgt nicht. Die
Plasmaeiweillbindung betrigt ca. 15 % (BRANDER er al., 1991). Bei Rindern werden
nach durchschnittlich 0,25 -2,5h (parenterale Gabe) bzw. 2,5-5,3 h (orale Gabe)
maximale Serumkonzentrationen erreicht. Als Halbwertszeit werden durchschnittlich
0,5 - 2,0 h (bis maximal 4,6 h) (ARCHIMBAULT et al., 1981) ermittelt. In Abhingigkeit
von Formulierung und Dosierung wurden nach intramammérer Verabreichung
Serumkonzentrationen von bis zu 0,4 pg/ml bis einen Tag nach der Behandlung ermittelt,
im Eutergewebe konnte bis neun Tage nach der letzten Behandlung noch Cefalexin
(69 ng/g) nachgewiesen werden. Cefalexin wird kaum metabolisiert, ca. 90 % werden tliber
die Nieren ausgeschieden, 6 - 16 % iiber die Faeces (SULLIVAN ef al., 1969; GRIFFITH
und BLACK, 1970; BAILLEY et al., 1971; SPEIGHT et al., 1972; NIGHTINGALE et al.,

18



1975; ARCHIMBAULT et al, 1981; CARLI et al., 1983; SOBACK et al., 1987;
SOBACK et al., 1988; SCHADEWINKEL-SCHERKL und SCHERKL, 1995; WHITTEM
und SLACEK, 1996; KROKER, 1999; EMEA, 1999b; STAHLMANN und LODE, 2001).
In bei Rindern durchgefiihrten Studien wurden die hochsten Organ-Riickstandsmengen in
der Niere und der Leber gefunden. Die Ergebnisse pharmakokinetischer Studien sind in

den Tabellen 2.1 und 2.2 dargestellt.

Die MRL-Summarys der EU (EMEA, 1999a; EMEA, 2002a) bestitigen, dass im
Gegensatz zu der geringen Absorption bei oraler oder intramammérer Verabreichung nach
der intramuskuldren Verabreichung Ceftiofur schnell absorbiert wird. Nach
Gebrauchsinformation des Priparates Excenel® RTU (PHARMACIA UPJOHN GmbH,
Stand 2000) wird Ceftiofur ,,schnell* zu dem ,in gleicher Weise®“ wie Ceftiofur
antimikrobiell wirksamen Hauptmetaboliten DFC metabolisiert. Dies erfolgt (in allen
Tierspezies) durch Abspaltung von Furansdure zu DFC, welches weiter zu DFC-
Disulfid (Dimer), DFC-Cystein, DFC-Cystein Disulfid, und DFC-Gluthation Disulfid
umgebaut werden kann. DFC kann in freier Form oder in gebundener Form vorliegen. In
Rinderplasma (und Milch) kommt als Hauptmetabolit DFC gebunden an Proteine vor
(JAGLAN et al., 1989; JAGLAN et al., 1990; JAGLAN et al., 1992; BECONI-BARKER
et al., 1996a; MOATS und BUCKLEY, 1996; MOATS und BUCKLEY, 1998; OLSON
et al., 1998; EMEA, 1999a; HORNISH und KOTARSKI 2002), dhnlich ist es auch bei
Schafplasma (BECONI-BARKER et al., 1995a).
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Bei Rindern betrug die Plasma-Halbwertszeit von (nur) Ceftiofur nach intravendser (i.v.)
Gabe weniger als 10 min (BANTING et al. 1989; BECONI-BARKER et al., 1997;
HORNISH und KOTARSKI; 2002). Im Serum konnte schon nach 1-4h keine
Muttersubstanz mehr detektiert werden (BROWN et al. 1991b; EMEA, 1999a; BROWN

et al., 2000). In Abhingigkeit von der Formulierung und Dosierung (Applikationsart,
-menge und -héufigkeit) wurden bei Rindern maximale Plasmaspiegel an Ceftiofur und
Metaboliten nach 0,3-5h mit Eliminationshalbwertszeiten von 3-22 h erreicht
(BANTING et al., 1989; SOBACK et al., 1989; JAGLAN et al., 1990; BROWN et al.,
1991b; SOBACK et al., 1991; HALSTEAD et al., 1992; BROWN und ROBB, 1995;
ERSKINE et al., 1995; WEISKOPF und KAUSCHE, 1995; BROWN et al., 1996;
VERMEERSCH et al, 1996; BROWN et al., 1997, ROBB et al, 1997a;
PHARMACIA & UPJOHN COMPANY, 1998; EMEA, 1999a; BROWN et al., 2000;
SCHMITT et al., 2000; HORNISH und KOTARSKI, 2002; OKKER et al., 2002, siche
auch Tabelle 2.3 im Anhang). Ein 7 h nach der Applikation bei gesunden Kiihen im
Vergleich zu an Mastitis erkrankten Kiihen festgestellter hoherer Serumspiegel lésst
ERSKINE et al. (1995) auf eine raschere Clearance in infizierten Tieren schlieBen. Nach
MRL-Summary der EU (EMEA, 1999a) bestanden 99 % der Riickstdnde im Plasma (0,5 -
8 h nach der Verabreichung) aus DFC und DFC-Thiolakton (ca. 1:4 w/w). In diesen bei
Rindern durchgefiihrten Studien wurden die hdchsten Organ-Riickstandsmengen in der
Niere (> 70 %) gefunden, teilweise jedoch auch in der Leber, in der ein langsamerer

Riickstandsabbau erfolgte (EMEA, 1999a).

Der Metabolit DFC konnte bereits 1 h nach i.m. Ceftiofur-Natrium Applikation im
Rinderserum detektiert werden (JAGLAN et al., 1989; JAGLAN et al., 1990). Maximale

Plasmakonzentrationen von DFC waren beim Rind nach 2-3h und beim Schwein
nach 1 h erreicht. Die Halbwertszeit des Hauptmetaboliten wurde beim Rind mit 10 - 11 h,
und beim Schwein mit 13 - 19 h angegeben. Nach tédglicher Behandlung {iber fiinf Tage
(Rind) bzw. drei Tage (Schwein) wurde keine Akkumulation beobachtet
(SCHADEWINKEL-SCHERKL und SCHERKL, 1995; RITTER et al., 1996; KLUGE,
1998; EMEA, 1999a; PHARMACIA UPJOHN GmbH, Gebrauchsinformation
Excenel® RTU, Stand 2000).

Die Elimination von Ceftiofur erfolgt durchschnittlich zu mehr als 60 % (Ceftiofur-
Hydrochlorid: Rind > 55 %, Schwein > 70 %) {iber die Nieren und zu ca. 30 % (Ceftiofur-
Hydrochlorid: Rind 31 %, Schwein ca. 6 -16 %) iiber den Gastrointestinaltrakt und die
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Faeces (JAGLAN et al., 1989; GILBERTSON et al. 1995b; SCHADEWINKEL-
SCHERKL und SCHERKL, 1995; BECONI-BARKER et al., 1996b; RITTER et al., 1996:
KLUGE, 1998; EMEA, 1999a; PHARMACIA UPJOHN GmbH, Gebrauchsinformation,
Stand 2000; HORNISH und KOTARSKI, 2002). Im Urin von Rindern fand sich dabei
meist nur der Hauptmetabolit DFC, es waren keine Spuren (JAGLAN et al., 1989) bzw.
»geringe Mengen® (EMEA, 1999a) der Muttersubstanz Ceftiofur nachgewiesen worden.
Als Riickstinde wurden weiterhin Metaboliten wie DFC-Cystein Disulfid und DFC-
Cystein (Dimer) im Urin gefunden (JAGLAN et al.,, 1990; BROWN et al., 1991b;
JAGLAN et al, 1992; ROBB et al, 1997b; MOATS und BUCKLEY, 1998;
EMEA, 1999a), die sich jedoch als wenig stabil erwiesen (GILBERTSON, et al. 1990,
KOTARSKI et al., 2001; HORNISH und KOTARSKI, 2002 KOTARSKI et al., 2002). Im
Faeces scheinen analoge Zersetzungsmechanismen wie im Urin vorhanden zu sein, diese
beschleunigten sogar die Zersetzung mikrobiologisch noch aktiver Ceftiofur-Metaboliten
im Urin (GILBERTSON, et al, 1990; KOTARSKI et al, 2001; HORNISH und
KOTARSKI, 2002).

Die pharmakokinetischen Studien zu Ceftiofur sind in Tabelle 2.3 (siche Anhang)
zusammengestellt. Es zeigte sich, dass sich unabhéngig von der Applikationsart (s.c. oder
1.m.) beide Salzformen des Ceftiofurs (Natriumsalz oder Hydrochlorid) pharmakokinetisch
vergleichbar verhalten, zudem hatten sie eine &dhnliche therapeutische Effektivitit und

systemische Sicherheit (ROBB ef al., 1997a; HORNISH und KOTARSKI, 2002).

23



Cephalosporine konnen in geringen Konzentrationen in die Milch gelangen (ZIV et al.,
1973; ADAM und CHRIST, 1987; SCHADEWINKEL-SCHERKL und SCHERKL,
1995). Nachfolgend wird auf die Ausscheidung der in dieser Arbeit verwendeten
Cephalosporine nidher eingegangen. Die Ergebnisse pharmakologischer Studien sind in den

Tabellen 2.4 und 2.5 aufgefiihrt.

Nach der Verabreichung von radioaktiv markierten Cefalexin fanden sich in Abhédngigkeit
von Formulierung und Dosierung (Applikationsart, -menge und -hédufigkeit) nur geringe
Anteile (weniger als 5-15%) der Radioaktivitit in Milchproben wieder
(ARCHIMBAULT et al., 1979; ARCHIMBAULT et al., 1981; SOBACK et al., 1988;
MORETAIN und BOISSEAU, 1989;EMEA, 1999b; FABRE et al., 2000).

Fir die Ausscheidung von Ceftiofur in Milch ist neben der Dosierung auch der
Applikationsweg entscheidend. Nach parenteraler Verabreichung an laktierende Milchkiihe
wird Ceftiofur rasch metabolisiert und nur ungefahr 0,1 - 0,15 % der applizierten Dosis mit
der Milch ausgeschieden. Dabei konnen Individualwerte auch oberhalb des MRL liegen
(JAGLAN et al., 1992; KAUSCHE et al., 1997; PHARMACIA & UPJOHN COMPANY,
1998; STANKER et al., 1998). Bei an Mastitis erkrankten Kiihen konnte Ceftiofur
wesentlich ldnger nachgewiesen werden als bei nicht infizierten Kithen (ERSKINE et al.,
1995). Der Hauptriickstand in Milch nach parenteraler Gabe ist proteingebundenes DFC,
die Muttersubstanz Ceftiofur konnte nicht detektiert werden. Dies bestitigt auch die MRL-
Summary der EU (EMEA, 1999a), dort konnte bei lege artis (d.h. subcutaner) Anwendung
bei Rindern kein nicht-metabolisiertes Ceftiofur in der Milch detektiert werden. Dagegen
stellt sich nach intramammaérer Applikation von Ceftiofur die Muttersubstanz Ceftiofur als
Hauptriickstand dar. Wird sie in der Milch gefunden, ldsst dies daher auf eine
intramammare Verabreichung schlieBen (OWENS et al., 1990; SOBACK et al., 1991,
TYCZKOWSKA et al., 1993; KAUSCHE et al., 1997, EMEA, 1999a; HORNISH und
KOTARSKI, 2002; EMEA, 2002a; BECKER, et al, 2003; SMITH etal., 2004;
MAKESWARAN et al., 2005).

24



S¢

UON)RNUIZUOY[BWIXBIA

uouossowosd 10p Pundileyz = XU CUONBNUOZUON[BWIXB[N OUISSOWRS = X0 {(u)opum§ = [ IUYOIMaSIodioy = MO oqeduy Qudy = V'Y
2OpUds]

(0002) ‘e Jo 344QV4 WV W Biiewyoe W Jewweweul uixeleje)

p, O WNLeN

(a6661) Va3 WV W Bilewurs  MOM BY/Bw 2 Jenysnweul -uixaleje

apuasbun|pueyaqg 1elpAyouopy

(6861) NY3ASSIOT pun NIVLIHOW yoeu yjawe9'| lw/Brl g*g Biewresp  [@UBIA/BW 001 Jewwewelu -uixaleje
v lw/Brl 10 > Biiewure MO Bx/Bw 0| sQuaAelul Jeurdh|o

(8861) ‘12 12 MOVLOS A lw/Br L0 > Bilewure MDY BY/Bw QL Je|nysnwesu -uixs|eje

1euIsA

(1861) 1€ 19 LINVIWIHOHY V' VA Bilewurs MO BY/6w QL sQuaAeljul -uixalee)
apuasbun|pueysg 1elpAyouopy

(6261) 1e 12 LINVANIHOYY  Yyoeu usbunysiy 8 jw/Br Lo0'0 > (U gl ale) Biewreip  jsuBIA/BW 0L Jewweweinul -uixalee)
Zualajoy xew | xeuiry Bunuaisoq Mesuoneyiddy zuejsqng

oYy JOPUIAIIE] YOI SIP JoqnN UIXI[BJI)) UOA FUNPIOYISSNY INZ UBPINIeIdT 7 9[[QqeL



9¢

sisoq usjzjg| Jap yoeu y o) bx/6r |/ ajus|eAinby-04Q (px1) Bilewyuny MOM BY/bw Z'Z Jenysnweuiul « ANJoyeD
L sisoQ usjzya| Jop yoeu y z| by/6r gLy ajus|eAinby-04Q (px1) Briewyuny MDY By/6w 2'Z Jeinysnwesjul » ANjoryad
apuelsyon
9 uzLpPg lw/Brl oG8 ‘wesabinjolyed (U 2 ajle) Bilewyuny MOM B3/Bw z'z Jeinysnwesul - [QH-INJoIyeD
apue)syonu
S uzi-ol VA -Jwesabinjolyed Bllewurs MO By/Bw z'z Jenysnwenul  BN-INJoIyeD
% WV |w/Br 8z°0 injoyad (Y ¢z alle) Biiewraip MO BY/6w 0'¢ sQuaAelUl  BN-INJOIYSD
uzi lw/Brl L0 usjogels\+Injonyed Biiewure MO By/Bw L) Jeinysnwesul  eN-INjoIyad
uonyBlu’g pun ¢ ¢ 'z
€ Jop yoeu y z| spemal  jw/brl L0 uajjogela\+InjoieD (px1) Briewyuny MO 63/6w 62°2 Jginysnwesul  eN-INjoye)d
WV lw/Bu 001 > injoiye Biiewure MO By/Bw 91 sQuaAeluUl  BN-INJOIYSD
4 WV lw/Bu 0} < InjoiyeD Bllewurs MO Bx/6w g sQuaAelul  BN-INJOIYRD
uoneuiquoy Jall/Bw 00l Jewwewenul  [QH-INjoIdD
ul pun
Uy lw/6ri 0oL Injoiya)d Biiewure Ja11/6w 00G Jeinysnwesul  eN-Injolye)d
uolsnju|'g Jop yoeu y g lw/6r ozz
uolsnju|’l Jep yoeu Yy 9 - |w/brl oGy Injoiyad (Y ¢z alle) Bilewremz sl ] /6w 002 Jewwewenul  [QH-INJoydD
Uy lw/6r 08z injolye Bilewurs Jai1/6w 001 lewwewenul  [QH-INJoIYdD
L W OMN > Injoyad (Y g olle) Biewremz sl /Bw 00S Jeinysnwesul  eN-Injoyad
pueisyony
Zualajay xeuw ) Xeuln Jauassawab Buniaisoq Jesuoneyiddy zuejsqng

oy JOPUIdIE] YO[IJA SIP Jaqn UII[OqEIdA JOPO/pun Injonjo)) uoA Sunproyossny Inz udjepInieldil| :G g 9[[9qeL



LT

(8661) ANVANOOD NHOMdN ® VIOVINYVYHJ

(#002) ‘e 12 HLINS
(ez002) Va3
(e6661) VIINT

6
8
L
9
g
14

(2661) e }@ AHOSNVH
(G661) ‘12 72 INIMSHT
(z661) ‘12 J8 NV1OVT (€
(1L661) 12} MOVLOS (2

(0661) 12 18 SNIMO (1
FARRIEN]

o~~~ o~ o~~~ o~

UOIJBIJUSZUON[BWIXE]A USUSSOwo3 1op pundiioz = X U0NenuIZuod[EWIXB]A] QUISSAWAS = **7) (9FUduLINo1Jo)) YOIPIUYISYOIND “INJO1a)) 93eIAL = *%)
{(u)opuny§ = [ YOI[Fe} [BWUI = PX] OZUAIFSIOMUOIBN = DMN IO1Ma310dIoy = MDY 0qeduy auIdy = 'y
‘PrureIad Y -InJongadLoIngso(q = v i( ‘Injongeojhoingsoq = DAd
91opuey (]DH) PHO[YI0IPAH-INJOI3)) JOpOo (BN) WNLNEN-INJOIPID) N [IIS $9 qO 9qesuy duIdy = ,

BpUes]
"eq sje v4Q S|e uassawab
6 sisoQ usjzyg| Jep yoeu y z| |w/br 2Lz usyogelsN+Injoyed (Y L 9|le) Bilewremz sl /Bw 009 Jewwewenul  [QH-INJoIYdD
y ZS| UOA gJeyJauul 1/61 g9 v4Q S|e uassawab
sisoQ'¢ J1ep yoeu y i /61 09961 usyjogeleN+InjoyeD (Y 2 alle) Biiewiemz  japeIn/Bw Gz Jewwewenul  InjoIdD-y1L O
y Z/ UOA gjeyJauul |/6n G, V4@ s|e uassawab
8 sIsoQ°g Jap yoeu /61 0021 ¥ uajjogeldN+injolyed (U Z1 9je) bilewiemz  |spain/Bw Gz | Jewwewenul  INJoIYaD-¥1 O
pueis)ony
Zualajay xeuw ) Xeuln Jauassawab Buniaisoq Jesuoneyiddy zuejsqng

167 9[[oqe L, Sunzjas)io



2235 Toxizitdt und Nebenwirkungen
2.2.3.5.1 Toxizitdt

Cephalosporine weisen prinzipiell eine geringe Toxizitit auf (GRAFE, 1992; DEMAIN
und ELANDER, 1999; KROKER, 1999; PRESCOTT etal., 2000). So besitzt
beispielsweise Ceftiofur eine geringe akute orale und parenterale Toxizitit (EMEA, 1999a)
und wird von Kiélbern bei 20 bzw. 50facher Uberdosierung iiber 15 bzw. fiinf Tage gut
vertragen, bei Schweinen wird eine achtfache Uberdosierung noch gut vertragen
(SCHADEWINKEL-SCHERKL und SCHERKL, 1995). Liangerfristige Ceftiofur-
Exposition flihrt bei in vitro Experimenten zur Cytostase mit Auftreten von
Chromosomenabberationen, dieser Effekt ist jedoch reversibel und scheint sich in vivo
nicht bestitigen zu lassen (AARON et al, 1995atb+c). Die Haiufigkeit von
Nebenwirkungen ist beim klinischen Einsatz von Cefalexin ebenfalls gering (BAILEY

etal., 1971).

Allerdings haben Cephalosporine ein hdéheres nephrotoxisches Potential als Penicilline,
was auf die Bildung von Immunkomplexen in der glomeruliren Basalmembran oder auf
die Kumulation von Eosinophilen in Interstitium zuriickzufiihren ist (QUIN, 1989;
KROKER et al., 1996). Besonders Cephalosporine der 1. Generation wie Cefaloridin
fiihren dosisabhingig durch Kumulation im Cortex zu tubuldren Nekrosen (HEWITT,
1973; QUIN, 1989; HALLIGAN et al.,, 1995; SCHADEWINKEL-SCHERKL und
SCHERKL, 1995; KROKER et al., 1996; TUNE et al., 1996; LONGSTRETH et al.,
2004). Als Mechanismen dafiir werden eine vermehrte sekretorische Aufnahme in die
proximalen Tubuluszellen sowie das Reaktionsvermdgen des B-Laktamringes in Betracht

gezogen (TUNE und HSU, 1995).

Bei der Anwendung von Cephalosporinen konnen nach hohen Dosen oder
Langzeitanwendung immunologisch bedingte Storungen wie Neutropenie, Agranulozytose,
Thrombozytopenie, Hepatitis und interstitielle Nephritis auftreten (GRALNICK und
MCGINNIS, 1967; RUSSELL und LESSOF, 1971; HEWITT, 1973; PETZ, 1978;
KNOTHE und DETTE, 1982; SCHADEWINKEL-SCHERKL und SCHERKL, 1995;
KELKAR und LI, 2001; STAHLMANN und LODE, 2001; SKOOG et al., 2004).
Neurotoxische Symptome (Erregungszustinde, Konvulsionen) werden selten beobachtet.
Sie treten lediglich bei extrem hohen Dosierungen sowie Kumulation durch stark
verlangerte Ausscheidung und bei Schiddigung der Bluthirnschranke (z.B. bei
Meningitiden) auf (KROKER, 1999). Gelegentliche Storungen des peripheren

28



Nervensystems sind nach Behandlung mit Cephalosporinen bei Patienten mit

Niereninsuffizienz beobachtet worden (STAHLMANN und LODE, 2001).

22352 Allergische Reaktionen

Als wichtigste Nebenwirkung der B-Laktam-Antibiotika ist das Auftreten von allergischen
Reaktionen zu nennen. B-Laktame bzw. Cepalosporine sind zwar Haptene, jedoch kann der
B-Laktamring {liber kovalente Proteinbindungen Allergisierungen fordern (SMITH et al.,
1966; RUSSELL und LESSOF, 1971; TUFT, 1975; BECKER, 1976; KNOTHE und
DETTE, 1982; GARCIA-BRAVO et al., 1995; GARCIA et al., 1998; BALDO, 1999;
KROKER, 1999; MASON und KIETZMANN, 1999; BLANCA et al., 2002; ANTICO
und MARCOTULLI, 2003; BLANCA GOMEZ et al., 2004).

Grundsitzlich ist die Moglichkeit von Kreuzallergien zwischen Penicillinen und
Cephalosporinen gegeben, dabei scheint die chemische Struktur der Seitenketten einen
erheblichen Einfluss aufzuweisen. Untersuchungen hierzu stellen ein wichtiges Gebiet v.a.
im Bereich der humanmedizinischen Allergieforschung dar (SCHNEIERSON et al., 1964;
BRANDRISS et al., 1965; BATCHELOR et al., 1966; GRIECO, 1967; PETERSEN und
GRAHAM, 1974; PETZ, 1978; DELAFUENTE et al, 1979; SHIHO und TSUCHIYA,
1981a+b; SHIHO et al., 1981; IWATA et al., 1982; SAXON et al., 1987; BLANCA et al.,
1989; MACNAB, 1989; UNO und YAMASAKU, 1989; ADKINSON, 1990;
NAGAKURA et al., 1990; NAGAKURA et al., 1991; AUDICANA et al., 1994; BALDO
und PHAM, 1994; KISHIYAMA und ADELMAN, 1994; BARTLETT et al., 1996;
MIRANDA et al., 1996; PHAM und BALDO, 1996; ROMANO et al., 1997; BALDO,
2000; BALDO et al., 2001a+b; KELKAR und LI, 2001; NOVALBOS et al., 2001;
BALDO und PHAM, 2002; BAUMGART und BALDO, 2002; ZHAO et al., 2002;
BLANCA und TORRES, 2003; BLANCA GOMEZ et al., 2004).

Allergische Reaktionen nach einer Behandlung mit Cephalosporinen kommen jedoch
selten vor, da die metabolisch entstehenden stark allergenen Penicilloyl-Verbindungen

nicht auftreten (AUDICANA et al., 1994; EMEA, 1999a; ROMANO et al., 2000a+Db).

Unter Einbeziehung humanmedizinischer Studien werden in der Literatur in ca. 1 - 3 % der
Félle ein Auftreten primdr gegen Cephalosporine gerichteter allergischer Reaktionen

beschrieben (PETZ, 1971; SAXON et al. 1987) und in etwa 5 - 16,5 % der Fille kann es
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bei Penicillinallergie zu Kreuzreaktionen mit Cephalosporinen kommen (PETZ, 1971;
ADAM und CHRIST, 1987; SAXON et al., 1987; WICKERN et al., 1994; PRESCOTT
et al., 2000; KELKAR und LI, 2001; ROMANO et al., 2004).

Die Haufigkeit allergischer Reaktionen auf Cephalosporine ist bei Tieren geringer als bei
Menschen (MASON und KIETZMANN, 1999). Das Spektrum der individuellen
Reaktionen reicht von Fieber, Exanthemen, Urticaria, Vaskulitis, himolytischen Andmien,
Eosinophilie, Lymphadenopathie, Serumkrankheit bis zu anaphylaktischen Reaktionen
(GRIFFITH und BLACK, 1970; HEWITT, 1973; KNOTHE und DETTE, 1982;
SCHADEWINKEL-SCHERKL und SCHERKL, 1995; KROKER, 1999; PHARMACIA
UPJOHN GmbH Gebrauchsinformation Stand 2000; ROMANO et al., 2000a; KELKAR
und LI, 2001; STAHLMANN und LODE, 2001).

2.2.3.5.3 Sonstige Nebenwirkungen

Generell sind Cephalosporine zu den gut vertrdglichen Antibiotika zu rechnen. Sterile
Abzesse oder Gewebsnekrosen an der Injektionsstelle sind moglich, aber selten. Nach i.v.
Applikation kann eine Thrombophlebitis auftreten. Oral verabreichte Cephalosporine
konnen zu Nausea, Erbrechen, Anorexie und Diarrhoe fithren (SCHADEWINKEL-
SCHERKL und SCHERKL, 1995; NEU, 1996; PRESCOTT et al., 2000).

Als seltene Nebenwirkungen sind insbesondere bei Patienten mit Risikofaktoren
(z.B. Anomalien des Gerinnungssystems, Niereninsuffizienz) Hdmostasestorungen mit
Blutungsneigung (PRESCOTT et al., 2000; STAHLMANN und LODE, 2001), verlédngerte
Clearance (NIGHTINGALE et al., 1975; SPYKER et al., 1978; NAJIB et al., 1987),
Storungen der physiologischen Darmflora (STAHLMANN und LODE, 2001),
Hyperkalidmien oder -natridmien nach Gabe der Prdparate als entsprechende Salze
(KNOTHE und DETTE, 1982; KROKER, 1999; STAHLMANN und LODE, 2001;
LONGSTRETH et al., 2004) sowie das Auftreten von neurotoxischen Symptomen
(2.2.3.5.1) beschrieben worden.

Cephalosporine konnen das Migrationsverhalten von Leukozyten beeinflussen
(DE SIMONE et al., 1980), beispielsweise Ceftiofur scheint einen Einfluss auf die
bakteriozide Aktivitit polymorphkerniger Leukozyten in der Milch von Rindern zu haben
(HOEBEN, 1997). Auch die Hemmung humaner und viraler Serin-Proteasen
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(HAMILTON-MILLER, 1999) sowie die Beeinflussung enzymatischer Serum-Kreatinin-
Bestimmungsreaktionen (durch Cefazolin, Cefoxitin bzw. Ceftiofur) wird beschrieben

(JACOBS et al., 1991).

Nach oraler Verabreichung von Cefalexin sind Wachstumshemmung, Appetitlosigkeit,
Salivation, Erbrechen und Durchfall beobachtet worden (GRIFFITH und BLACK, 1970).
Als héufigste Nebenwirkung tritt bei der i.m. Verabreichung von Cefalexin eine lokale
Irritation an der Einstichstelle auf. In Studien mit Labortieren (Ratten und Mause) sind bei
wiederholten Gaben oder hohen Dosierungen zudem Polyurie, Dehydration, Ptosis,
Anorexie, Salivation, Verdnderung der Blut-Biochemie und vermehrte Wasseraufnahme

beobachtet worden (EMEA, 1999b).

Nach MRL-Summary der EU sind (bei Meerschweinchen) zum Teil anaphylaktische
Hautreaktionen nach dem Kontakt mit DFC beobachtet worden. Bei einer Kuh traten
Haarverlust und Pruritis (Juckreiz) nach der Verabreichung von Ceftiofur auf (TYLER
etal., 1998). In bei verschiedenen Tierarten durchgefiihrten Untersuchungen zur
wiederholten (bis zu 90 Tage) Gabe von Ceftiofur sind neben gastrointestinalen Effekten
und Storungen des himatopoetischen Systems zudem eine Verringerung der Zahl der roten
Blutkorperchen, reduzierte Serum-Glukosespiegel und Elektrolytimbalancen beobachtet
worden (EMEA, 1999a). Langerfristige Behandlung in héheren Dosen kann sich jedoch
schédlich auf die bovine Embryoentwicklung auswirken (HOLYOAK et al., 1998).

22354 Wechselwirkungen mit anderen Medikamenten

Bei Kombination mit Stoffen, die eine schnelle bakteriostatische Wirkung entfalten
(Tetracycline, Chloramphenicol, Makrolide, Lincomycin), treten Wechselwirkungen in
Form einer Wirkungsabschwidchung auf (durch Wachstumshemmung), wéhrend
Aminoglykoside synergistisch wirken, durch die erhohte Membranpenetration der
Aminoglykoside (KROKER et al., 1996; KROKER, 1999; PRESCOTT et al., 2000).
Allerdings sollte eine Kombination mit den nephrotoxischen Aminoglykosiden oder
Diuretika wie Furosemid wegen der schon vorhandenen Nephrotoxizitidt der (dlteren)
Cephalosporine (2.2.3.5.1) nur bei vitaler Indikation eingesetzt werden (KNOTHE und
DETTE, 1982; RANKIN und SUTHERLAND, 1989; SCHADEWINKEL-SCHERKL und
SCHERKL, 1995; STAHLMANN und LODE, 2001). Bei Gabe von
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Thrombozytenaggregationshemmer erhoht sich durch Cephalosporine die Blutungsgefahr

(MEDICINE-WORLDWIDE, 2002).

224 Cephalosporine in der Veterinirmedizin

Cephalosporine werden in der Veterindrmedizin zunehmend im GroBtierbereich zur
Behandlung von Klauenerkrankungen, Atemwegserkrankungen, Metritis und flir die
Mastitisbehandlung von Kiihen eingesetzt (KLUGE, 1998; PRESCOTT et al, 2000;
ZHOU et al., 2001; HORNISH und KOTARSKI, 2002; ZWALD et al.,, 2004). In der
Praxis wichtige Vertreter dieser Gruppe sind Cefalexin (Abbildung 2.5), welches die
Molekiil-Grundstruktur der Cephalosporine am ehesten reprdsentiert, und Ceftiofur
(Abbildung 2.5), das aufgrund kurzer Wartezeit bzw. null Tagen Wartezeit haufig bei

laktierenden Rindern zur Anwendung kommt.

Cefalexin-Natrium ist zur i.m. Behandlung von Infektionen durch Cefalexin-sensitive
Erreger bei Rindern, Schafen und Schweinen zugelassen. Cefalexin wird als Cefalexin-
Monohydrat sowohl zur intramammadren Behandlung von Mastitis bei laktierenden
Rindern und zur i.m. Behandlung von Infektionen bei Kélbern eingesetzt sowie auch als
Cefalexin-Benzathin zur intramammairen Behandlung und Vorbeugung von Infektionen bei
trockenstehenden Kiihen genutzt (EMEA, 1999b; VIRBAC GmbH, Produktinformation
2003).

Ceftiofurhaltige Préparate sind beim Rind zur Anwendung bei Atemwegserkrankungen,
Panaritium und neuerdings auch bei akuter Metritis zugelassen (PHARMACIA UPJOHN
GmbH, Produktinformation, 2003). Beziiglich der antimikrobiellen Aktivitit von Ceftiofur
bzw. Ceftiofur-Metaboliten werden unterschiedliche Aussagen publiziert. Nach MRL-
Summary der EU (EMEA, 1999a) ist Ceftiofur die Substanz mit der groften
mikrobiologischen Aktivitdt, die Ceftiofur-Metaboliten sind 16 -32fach weniger
mikrobiell aktiv. Nach Gebrauchsinformation des Priparates Excenel® RTU
(PHARMACIA UPJOHN GmbH, Stand 2000) ist der Hauptmetabolit DFC ,,in gleicher
Weise® wie die Muttersubstanz Ceftiofur antimikrobiell wirksam gegen Erreger der
Atemwegserkrankungen bei Tieren. Unter dem Markennamen Excenel® ist Ceftiofur-
Natriumsalz zur i.m. Injektion bei Rindern und Schweinen zugelassen und besteht aus

Losungsmittel und Trockensubstanz, welche zur Verabreichung rekonstituiert wird. Bei
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Excenel® RTU (Ceftiofur-Hydrochlorid) handelt es sich um eine gebrauchsfertige (,.ready
to use*) Suspension, die in Deutschland bei Rindern zur s.c. und bei Schweinen zur i.m.
Injektion zugelassen ist. Bei fachgerechter Anwendung (s.c. Applikation) des Préparates
bei Rindern kommt als Riickstandsbildner nach MRL-Summary der EU (EMEA, 1999a)
iiberwiegend der Metabolit DFC (Abbildung 2.4) in der Milch vor, wéhrend bei
fehlerhafter Applikation mit Riickstinden sowohl der Muttersubstanz als auch der
Metaboliten gerechnet werden muss (ZOMER et al., 1995; GILLETTE, 2001; SMITH
et al., 2004).
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Abbildung 2.4:  Strukturformel von Ceftiofur und des Hauptmetaboliten DFC

Die Grundlage fiir die Festsetzung einer Riickstandshdchstmenge eines fiir die Behandlung
von lebensmittelliefernden Tieren zugelassenen Stoffes in Nahrungsmitteln tierischen
Ursprungs bildet die ,,annehmbare Tagesdosis* (ADI = acceptable daily intake), eine auf
das Korpergewicht bezogene Abschitzung. Sie besteht aus dem sogenannten NOEL (no
observed effect level; hochste Wirkstoffkonzentration, die keine substanzspezifischen
Wirkungen mehr ausldst) und einem Sicherheitsfaktor, so dass die genannte Menge eines
Riickstandes tdglich und lebenslang verzehrt werden kann, ohne dass ein erkennbares
gesundheitliches Risiko besteht (IDF, 1993; PETZ, 1993; BETTE, 1996; TOLLEFSON
und MILLER, 2000).

Die Riickstandshochstmenge fiir Ceftiofur (Muttersubstanz plus Metaboliten) in Milch
liegt bei 100 pg/kg, die Riickstandshdchstmenge fiir Cefalexin in Milch liegt ebenfalls bei
100 pg/kg (Verordnung (EWG) Nr. 2377/90; siehe 2.3.3).
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Abbildung 2.5:  Strukturformeln der mit MRL belegten Cephalosporine in Milch
(Angabe des MRL in pg/kg Milch)
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2.3 Cephalosporin-Riickstinde in Milch
2.3.1 Hemmstoffe in der Milch

In der Lebensmittelhygiene werden Substanzen, die bakterielles Wachstum, z.B. von
mikrobiologischen Testkeimen und Starterkulturen hemmen koénnen, traditionell als
,Hemmstoffe“ bezeichnet. Hemmstoffe sind Substanzen, die auf Mikroorganismen
bakteriostatisch oder bakteriozid wirken (TERPLAN und ZAADHOF, 1967). Bei den in
der Milch vorkommenden Hemmstoffen kann es sich um mit der Milch ausgeschiedene
korpereigene Abwehrstoffe, Arzneimittelriickstédnde, Futterinhaltsstoffe, Insektizide oder
um durch postsekretorische Kontamination verursachte Reste von Reinigungs- und
Desinfektionsmitteln handeln (CHAMBERS, 1920; JONES und LITTLE, 1927; MARTH,
1966; TERPLAN und ZAADHOF, 1967; GEDEK, 1984; IDF, 1991b; JULICHER, 1992;
CULLOR, 1993; KINDRED und HUBBERT, 1993; RUSSELL, 1997). Die mit Abstand
grofite Bedeutung unter den in der Milch vorkommenden Hemmstoffen besitzen heute
Riickstinde von Arzneimitteln, insbesondere Antibiotikariickstinde und hier wiederum die
Penicilline (WICHER et al., 1969; WICHER und REISMAN, 1980; MCINTOSH, 1986;
SCHALLIBAUM, 1986a; ZOMER et al., 1995; SUHREN et al., 1996a; MITCHELL
et al., 1998; SUHREN und REICHMUTH, 1998b; SUHREN, 2002b; KERP et al., 2004).
Auch den Cephalosporinen kommt in den letzten Jahren vermehrt Bedeutung zu

(GILLETTE, 2001; ZWALD et al., 2004).

In Schleswig-Holstein zeigt die Untersuchung von Proben von der Tankwagen-
sammelebene (BAFM, Jahresbericht 2001), dass von 4892 im Berichtszeitraum
untersuchten Proben 15 positiv waren, das entspricht 0,31 % der getesteten Proben. In
Hessen sind &hnliche Ergebnisse der Hemmstoffuntersuchung aus der Titigkeit des
Hessischen Verbandes fiir Leistungs- und Qualitétspriifungen in der Tierzucht e.V. (HVL)
bekannt. Insgesamt waren in Hessen 0,12 % der auf Hemmstoffe untersuchten Proben im
Priifungsjahr 2001/2002 positiv, im Priifungsjahr 2002/2003 waren es 0,11 % und im
Priifungsjahr 2003/2004 waren es 0,08 % (HVL, Jahresberichte 2002, 2003, 2004). Von
den im Einzugsgebiet des HVL Hessens anfallenden hemmstoffpositiven Befunden
wurden einige jeweils auf Wunsch des Milcherzeugers zur weiteren Untersuchung an unser
Institut tibersandt (HVL, 2003). Im Zeitraum von Januar 2003 bis Juli 2004 wurden so
insgesamt 37 Anlieferungsmilchproben mit einem integrierten Nachweis- und
Differenzierungssystem untersucht, dabei zeigte sich, dass in 95 % der Fille der

hemmstoffpositiven Proben, entweder Penicilline (86,5 %) oder Cephalosporine (8,1 %)
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als Riickstands-verursachende Substanzen nachgewiesen werden konnten (KERP et al.,
2004). In Bayern bestitigten die Ergebnisse der Hemmstoffuntersuchung aus der Tatigkeit
des Milchpriifrings Bayern e.V. (MPR 2002, 2003; Tatigkeitsberichte 2001 und 2002),
dass Penicilline nach wie vor den grofiten Anteil hemmstoffpositiver Anlieferungsmilch
ausmachen. Von 1650 im Jahr 2001 positiv getesteten Milchproben — das entspricht
0,06 % der untersuchten Proben — waren 92,1 % auf Penicilline zuriickzufiihren. Von 1343
im Jahr 2002 positiv getesteten Milchproben — das entspricht 0,05 % der untersuchten

Proben — waren 93,0 % auf Penicilline zuriickzufiihren.

Einschriankend ist bei diesen Angaben jedoch zu berilicksichtigen, dass durch das
Empfindlichkeitsspektrum der gebrduchlichen Hemmstofftests bereits eine Vorselektion

auf B-Laktam-Antibiotika nicht auszuschlieBen ist.

2.3.2 Ursachen von Cephalosporin-Riickstinden in Milch

Zur Bekdmpfung von Mastitis, die in Lidndern mit intensiver Milchwirtschaft eine der
bedeutendsten und verlustreichsten Milchviehkrankheiten darstellt, werden sowohl
therapeutisch als auch prophylaktisch Antibiotika eingesetzt (MARTH, 1966; TERPLAN
und ZAADHOF, 1975; GEDEK, 1986; SCHALLIBAUM, 1986a). In den letzten Jahren
gewinnen Cephalosporine zunehmend an Bedeutung (HAMANN und HEESCHEN, 1995;
ZWALD et al., 2004). Mit dem erhdhten Antibiotika-FEinsatz steigt auch das Risiko der
Riickstandsbelastung von  Milch. Als Hauptquelle hierfiir ist dabei die
intrazisternale/intramammare Applikation von Antibiotika zur Mastitisbekdmpfung zu
betrachten. Aber auch die s.c., i.m., i.v. und intrauterine Anwendung antimikrobiell
wirksamer Medikamente kann zu Riickstinden in der Milch fiihren (WRIGHT und
HAROLD, 1960; TERPLAN und ZAADHOF, 1967; GEDEK et al., 1975a+b; TERPLAN
und ZAADHOF, 1975; TROLLDENIER und ESCHER, 1978; ALLISON, 1985; OLIVER
et al., 1990; HAMANN und HEESCHEN, 1995; MORETAIN und FROGER, 1995;
NAHMS, 1997).

Die Kontaminationsmoglichkeiten der Milch mit Antibiotika sind vielfdltig. Grundsétzlich
konnen Antibiotika durch sekretorische oder postsekretorische Kontamination in die Milch
gelangen. Untersuchungen in der Schweiz in den Jahren 1986 bis 1989 ergaben, dass die

Mehrzahl der positiven Hemmstoffergebnisse (59 %) ursdchlich auf postsekretorische
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Kontamination zuriickzufithren ist (SCHALLIBAUM, 1986a, SCHALLIBAUM, 1989).
Ahnliche Verhiltnisse wurden in Bayern im Jahr 1999 festgestellt (MPR 2000;
Tatigkeitsbericht 1999), in den Jahren 2000 - 2002 ist diese Entwicklung leicht riickléufig,
wobei jedoch der Anteil der Fille mit ungekliarter Kontaminationsursache ansteigt

(MPR 2001, 2002, 2003; Tatigkeitsberichte 2000, 2001 und 2002).

Sekretorische Kontaminationen entstechen, wenn Hemmstoffe iiber den Stoffwechsel des
Tieres in die Milch gelangen. Dabei kann es sich um mit der Milch ausgeschiedene
korpereigene Abwehrstoffe (z.B. Lysozym, Lactoferrin), Futterinhaltsstoffe oder
Insektizide handeln. Héufiger sind jedoch Nichteinhalten der gesetzlich vorgeschriebenen
Wartezeit (zwischen Verabreichung des Medikaments und Gewinnung des Lebensmittels)
sowie eine nicht fachgerechte Verabreichung des Medikaments (tierédrztliche
Behandlungsfehler, Einsatz ungeeigneter Medikamente oder zu hohe Dosis) die Ursachen.
Zudem ist das Ausscheidungsverhalten einzelner Praparate von diesem selbst (galenische
Zusammensetzung, Dosierung, Applikationsart, 0.4.) und vom behandelten Tier (Rasse,
Alter, Geschlecht, Fiitterung, Milchleistung, 0.4.) abhingig. Die heute in der Tiermedizin
eingesetzten Pridparate (2.2.4) sind im Allgemeinen mit einer Wartezeit belegt
(Ausnahme: Ceftiofur = Excenel® RTU), die eine Sicherheitsspanne beinhaltet. Jedoch
spielen das Nichteinhalten der Wartezeit oder der vorgeschriebenen Applikationsart
(insbesondere bei dem Priparat ohne Wartezeit) zunehmend eine Rolle bei hemmstoff-

positiven Cephalosporin-Befunden.

Postsekretorische Kontaminationen entstehen héufig durch Verwechslung der Milch
behandelter und unbehandelter Kiihe, Nichtbeachten der Melkreihenfolge, Verschleppung
von Antibiotika sowie durch hygienische oder technische Mingel beim Melken. Seltener
gelangen Reinigungs- und Desinfektionsmittelreste in die Milch (CHAMBERS, 1920;
JONES und LITTLE, 1927, MARTH, 1966, TERPLAN und ZAADHOF, 1967;
TROLLDENIER und ESCHER, 1978; WALSER, 1979; BOOTH und HARDING, 1986;
GEGEK, 1986; SCHALLIBAUM, 1986a; CARLSSON und BJORCK, 1987; SUHREN
und HEESCHEN, 1987a; SCHALLIBAUM, 1989; IDF, 1991b; MCEWEN et al., 1991;
JULICHER, 1992; KIRST, 1992; MCEWEN et al., 1992; RIVIERE, 1992; IDF, 1993;
CULLOR et al., 1994; FINK-GREMMELS und VAN MIERT, 1994; BRENTRUP und
ALBERS, 1995; DEBACKERE, 1995; FABRE et al., 1995; MORETAIN und FROGER,
1995; MITCHELL et al., 1998; BAFM, 2001; GILLETTE, 2001; BAUMGARTNER,
2002; KNAPPSTEIN et al., 2003; SMITH et al., 2004).
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233 Gesetzliche Bestimmungen und Richtlinien

Die Grundlage der lebensmittelrechtlichen Beurteilung von Tierarzneimittelriickstdnden in
Lebensmitteln liegt in § 10 des Lebensmittel-, Bedarfsgegenstinde- und Futtermittel-
gesetzbuches (Lebensmittel- und Futtermittelgesetzbuch, LFGB) in Verbindung mit der
Verordnung iiber Stoffe mit pharmakologischer Wirkung (PharmStoffV). Nach
§ 10 Absatz 1 LFGB ist es verboten, vom Tier gewonnene Lebensmittel gewerbsméfig in
den Verkehr zu bringen, wenn in oder auf ihnen Stoffe mit pharmakologischer Wirkung
oder deren  Umwandlungsprodukte  vorhanden sind, die bei den zur
Nahrungsmittelerzeugung genutzten Tieren nicht angewendet werden diirfen oder
Hochstmengen {berschreiten. Verwiesen wird hierbei auf die Bestimmungen der
Verordnung (EWG) Nr. 2377/90 vom 26. Juni 1990 (in ihrer jeweils giiltigen Fassung) zur
Schaffung eines Gemeinschaftsverfahrens fiir die Festsetzung von Hochstmengen (MRLs)
fiir pharmakologische Stoffe in Nahrungsmittel tierischen Ursprungs. Entsprechend dieser
Verordnung diirfen nur Tierarzneimittel eingesetzt werden, die pharmakologische Stoffe
enthalten, fiir die Hochstmengen in essbaren Geweben und anderen tierischen Produkten
festgelegt wurden, oder aber solche Wirkstoffe, fiir die keine Hochstmengen erforderlich
sind (Anhédnge I - IV). Nach Bewertung der Arzneimittelwirkstoffe im MRL-Verfahren
erfolgt die Aufnahme einer Substanz in die entsprechenden Anhinge der Verordnung, dort
sind die zur analytischen Lebensmitteluntersuchung festgelegten Markerriickstinde mit
den zugehorigen Riickstandshochstmengen und die jeweilige Tierart sowie die Zielgewebe
fiir die Riickstandsiiberwachung und evtl. Sonderregelungen aufgefiihrt. Bis jetzt wurden
in der Européischen Union acht Cephalosporine fiir laktierende Rinder zugelassen (2.2.4)
und mit unterschiedlichen Riickstandshdchstmengen in einem Bereich von 20 pg/kg bis
125 pg/kg belegt. Die nach Verordnung (EWG) Nr. 2377/90 festgesetzten MRLs fiir

Cephalosporine in Milch sind in Tabelle 2.6 zusammengestellt.

Milcherzeuger sind nach dem Arzneimittelgesetz (AMG, § 58 Anwendung bei Tieren, die
der Gewinnung von Lebensmitteln dienen) zur ordnungsgemédflen Anwendung und nach

dem LFGB zur Einhaltung der festgesetzten Wartezeiten verpflichtet.
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Tabelle 2.6: Hochstmengen (MRLs) fiir Cephalosporine in Milch (Tierart Rinder)
nach der Verordnung (EWG) Nr. 2377/90 Anhang I (Stand April 2004)

Pharmakologisch  Marker-Riickstand MRL Sonstige Vorschriften

wirksame(r) Stoff(e) Hg/kg

Cefacetril Cefacetril 125 Nur zur intramammaren
Anwendung

Cefalonium Cefalonium 20

Cefapirin Summe von Cefapirin 60

und Desacetylcefapirin

Cefazolin Cefazolin 50
Cefalexin Cefalexin 100
Cefoperazon Cefoperazon 50
Cefquinom Cefquinom 20
Ceftiofur Summe aller den Betalactamring 100

enthaltenden und als
Desfuroylceftiofur

gemessenen Ruckstande

Die Halter von der Lebensmittelgewinnung dienenden Tieren miissen ein Bestandsbuch
fithren, in dem die Anwendung von Arzneimitteln dokumentiert wird, Tierdrzte miissen
einen entsprechenden Arzneimittel-Anwendungs- und Abgabebeleg mit der Angabe der

einzuhaltenden Wartezeit ausfiillen.

Entsprechend der Milchverordnung (§ 16, Absatz 1 e, in Umsetzung des Artikels 14 der
EG-Milchhygienerichtlinie 92/46) sind Be- und Verarbeitungsbetriebe, in denen Milch
oder Erzeugnisse auf Milchbasis hergestellt oder behandelt werden, zu betriebseigenen
Kontrollen verpflichtet, um sich zu vergewissern, dass diese Produkte nicht mit
Antibiotika, die sich beim Verzehr als gefdhrlich oder schidlich fiir die menschliche
Gesundheit erweisen konnen, belastet sind. Fiir diese Untersuchungen sind jedoch weder
Probenfrequenz und Probennahmeebene noch die anzuwendenden Untersuchungsverfahren

geregelt (HEESCHEN, 1993; SUHREN, 2002a).
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Ab 01.01.2006 wird sich eine Wandlung im deutschen Milchrecht vollziehen. Zur
Angleichung des europdischen Rechtes regeln auf Grundlage der als Lebensmittelhygiene
»Basisverordnung geltenden Verordnung (EG) Nr. 178/2002 vom 28. Januar 2002 weitere
Verordnungen die lebensmittelhygienischen Anforderungen u.a. auch an Milch und
Milcherzeugnisse  (,,EU-Hygiene-Paket™). Sogenannte ,Lebensmittel-Unternehmer*
miissen allgemeine hygienische Vorschriften gemdfl der Verordnung (EG) Nr. 852/2004
vom 29. April 2004 (Anhang II, Kapitel IX) und spezielle hygienische Vorschriften gemal
der Verordnung (EG) Nr. 853/2004 vom 29. April 2004 (Anhang III, Abschnitt IX)
erfilllen. Die Verordnung (EG) Nr. 854/2004 vom 29. April 2004 enthilt besondere

Vorschriften zur amtlichen Uberwachung der Kontrollen gemif o.g. Verordnungen.

Die Milch-Giiteverordnung legt die Giitepriifung und die Bezahlung der Anlieferungsmilch
fest. Im Rahmen der Giitepriifung miissen nach § 2 Absatz 3 monatlich mindestens zwei'
Untersuchungen zur Feststellung von Hemmstoffen nach den Bestimmungen der
Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB (ASU, 1996a),
Gliederungsnummer L 01.01-5 (Agar-Diffusions-Verfahren mit Bacillus stearothermo-
philus var. calidolactis; Brillantschwarz-Reduktionstest = BRT) durchgefiihrt werden.
Werden Hemmstoffe nachgewiesen, wobei eine Identifizierung und Quantifizierung des
Hemmstoffes nicht erforderlich ist, erfolgt je positives Untersuchungsergebnis eine

Preiskiirzung des Milchgeldes um 5 Cent/kg fiir den betreffenden Abrechnungsmonat.

Die Lebensmitteliiberwachung fiihrt die Untersuchungen im Rahmen des nationalen
Riickstandskontrollplans durch. Nach der Richtlinie 96/23/EWG wird fiir jedes EU-Land
ein Riickstandskontrollplan zur Uberwachung tierischer Erzeugnisse auf Riickstinde von
gesundheitlich unerwiinschten Stoffen bereits von Beginn des Produktionsprozesses an
vorgeschrieben und jéhrlich neu erstellt. Er enthélt fiir jedes Bundesland konkrete
Vorgaben iiber die Anzahl der zu untersuchenden Tiere oder tierischen Erzeugnisse, die zu
untersuchenden Stoffe, die anzuwendende Methodik und die Probennahme. Seit 1999 wird

u.a. auch Milch nach den EU-weit geltenden Vorschriften kontrolliert.

In Deutschland besteht damit, aufgrund der oben dargestellten rechtlichen Situation, ein
zweigleisiges  System, da die Hemmstoffuntersuchung im  Rahmen der
Milchgiiteverordnung nicht gleichzusetzen ist mit der Erfassung der Hochstmengen nach
Verordnung (EWG) Nr. 2377/90. Wihrend nach Milchgiiteverordnung ein positiver

Hemmstoffbefund ein Qualitidtsmangel ist, der mit Milchgeldabziigen geahndet wird, sind

" In Hessen werden derzeit vier Untersuchungen pro Monat durchgefiihrt
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nach dem LFGB Lebensmittel, die Antibiotika oberhalb der jeweiligen Hochstmengen
enthalten, nicht verkehrsfahig (HEESCHEN, 1993; SUHREN, 2002a+b).

234 Toxikologische Bedeutungen und gesundheitliche Risiken

Ein gesundheitliches Risiko stellen, wie bereits unter 2.2.3.5.2 erldutert,
immunpathologische Erscheinungen dar, die nach dem Genuss von Lebensmitteln
(z.B. Milch) durch darin enthaltene [-Laktam-Antibiotika-Riickstinde hervorgerufen
werden konnen (TERPLAN und ZAADHOF, 1975; DEWDNEY und EDWARDS, 1984;
DEWDNEY et al., 1991). Jedoch ist eine de-novo-Sensibilisierung durch die niedrigen
Konzentrationen von Riickstinden, wie sie in Lebensmitteln tierischen Ursprungs
vorliegen, nicht zu erwarten (TERPLAN und ZAADHOF, 1967; SULLIVAN et al., 1981;
DEWDNEY et al., 1991; MOATS, 1999b; SCHWARZ und WERCKENTHIN, 2001).

Ebenso wie beim direkten Einsatz von Cephalosporinen als Arzneimittel (2.2.3.5) wird
nach dem Genuss antibiotikahaltiger Lebensmittel als weitere mogliche Gefahr fiir die
menschliche Gesundheit die Verdnderungen der Darmflora genannt, auch hier wird
angenommen, dass die heute beobachteten maximal erreichten Riickstandskonzentrationen
fiir eine tatsdchliche Gefdahrdung zu niedrig sind (TERPLAN und ZAADHOF, 1967;
PAIGE et al., 1997; PAIGE et al., 1999; STAHLMANN und LODE, 2001).

Besondere Aufmerksamkeit gilt seit langem der Entstehung bakterieller Resistenzen,
insbesondere der Darmflora, sowie der Ubertragung von Resistenzmerkmalen vom Tier
auf den Menschen (TERPLAN und ZAADHOF, 1975; JONES und SEYMOUR, 1988;
ESPINASSE, 1993; MITCHELL und YEE, 1995; AARESTRUP, 1999; HONKANEN-
BUZALSKI und SUHREN, 1999; SCHWARZ und WERCKENTHIN, 2001). Der Einsatz
von Antibiotika in der Fiitterung und Therapie von Nutztieren kann zur Selektion
resistenter Bakterien fiihren (2.2.3.3), die unter Umstdnden in Nahrungsmittel gelangen
konnen (PERRETEN et al., 1997, WITTOWSKI, 1999; TEUBER, 2001). Somit werden
Lebensmittel tierischen Ursprungs als Vektoren fiir die Ubertragung von Resistenzen vom
Tier auf den Menschen angesehen, dies kann auf verschiedenen Wegen stattfinden: durch
das Vorhandensein von Riickstinden antibiotischer Stoffe, durch die Ubertragung
resistenter pathogener Mikroorganismen oder durch die Aufnahme resistenter Anteile der

origindren Lebensmittelflora und anschlieBendem Resistenztransfer auf pathogene
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Mikroorganismen. SCHWARZ und WERCKENTHIN (2001) sehen —bei sinnvollem
Einsatz der Wirkstoffe — keine Gefahren (bei Einhaltung der gesetzlich vorgeschriebenen
Wartezeiten) hinsichtlich mdglicher Riickstinde in Schlachtkérpern und Produkten.
Ebenso wie andere Autoren (DESEO, 2000; ERSKINE et al., 2002a) vertreten sie die
Auffassung, dass die therapeutische Anwendung antimikrobieller Wirkstoffe bei Tieren
(sofern sie den Grundsdtzen der ,Leitlinien fiir den sorgfiltigen Umgang mit
antimikrobiell wirksamen Tierarzneimitteln® entspricht) kaum Gefahren hinsichtlich einer
Resistenzentwicklung bei den zu bekdmpfenden Infektionserregern in sich birgt. Dagegen
halten BRADY et al. (1993) es fiir mdglich, dass Antibiotika in Konzentrationen, die den
von der US Food and Drug Administration herausgegebenen ,,safe levels® entsprechen,
noch ein Potential zur Selektion von Antibiotika-resistenten Bakterienstimmen haben. Da
grundsitzlich eine Gefdhrdung der menschlichen Gesundheit moglich ist, wird ein
Monitoring der Resistenzsituation bei relevanten Erregern als sinnvoll erachtet (KLEIN,

1999).

2.3.5 Lebensmitteltechnologische Bedeutung

Riickstinde von Cephalosporinen in der Anlieferungsmilch konnen technologische
Storungen bei der Milchverarbeitung bewirken, z.B. bei der Herstellung fermentierter
Milchprodukte durch Wachstumshemmung der dafiir notwendigen Starterkulturen. Die
Hemmung von Milchsdurebakterien fiihrt zu wirtschaftlichen Verlusten in der Produktion
von Kaise, Butter, Joghurt und anderen Sauermilcherzeugnissen, bedingt durch
Qualitdtsminderungen bis hin zur Fehlproduktion (MARTH und ELLICKSON, 1959;
TERPLAN und ZAADHOF, 1967; BEYER, 1986; SCHALLIBAUM, 1986a; KIRST,
1992; MORETAIN und FROGER, 1995; HONKANEN-BUZALSKI und SUHREN, 1999;
KIRST, 1999). Eine Ubersichtsarbeit zum Einfluss von B-Laktam-Antibiotika auf
technologisch wichtige Keime findet sich beit SUHREN (1996).
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2.4 Nachweisverfahren

Zum Nachweis der wichtigsten in der Veterindrmedizin gebrduchlichen antibiotisch
wirksamen Stoffe in Lebensmitteln tierischen Ursprungs wurden zahlreiche
Analysemethoden entwickelt bzw. modifiziert. Bisher sind mikrobiologische, physikalisch-
chemische und immunologische Verfahren beschrieben (OELLERICH, 1984;
POSPISILOVA und KUBES, 1988; SUHREN und HEESCHEN, 1990; IDF, 1991a;
SAMARAJEEWA et al., 1991; BOBBITT und NG, 1992; PORSTMANN und KIESSIG,
1992; SHAIKH und MOATS, 1993; SUHREN und HEESCHEN, 1996; WALTE et al.,
1996; RUSSELL, 1997, WERBER und BERGMANN, 1998; KROLL et al., 1999;
BOISON, 2001; PETZ, 2001). Es ist jedoch bis heute nicht mdglich mit einer einzelnen
Methode alle Antiinfektiva auf MRL-Niveau zu erfassen. Integrierte Nachweissysteme
versuchen durch Anwendung verschiedener Methoden bzw. Methodenkombinationen eine
bestmogliche Erfassung aller Substanzen zu realisieren (HEESCHEN, 1993; SUHREN
et al.1994; SUHREN, 2002b; SUHREN und REICHMUTH, 2002).

Milchproben

Mikrobiologische Tests |1)

_l’_
Vorlaufige 2) Vorlaufige 2)
Bestétigungstests Bestétigungstests
+ +
Identifizierungs-/ 3) Identifizierungs-/ 3)
Quantifizierungsmethoden Quantifizierungsmethoden

1) z.B. B. stearothermophilus, Str. thermophilus, B. cereus, E. coliu.a.
2) z.B. B-Laktamase, PABA, Immuntests, Rezeptortest
3) z.B. GC, HPLC, GC/MS, LC/MS u.a.

Abbildung 2.6: Nachweis von Antiinfektiva in roher und pasteurisierter Milch,
Untersuchungskonzept (gem. VO 2377/90 EWG bzw.
Milchhygiene Richtlinie 92/46 EWG; SUHREN, 2002b)
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24.1 Mikrobiologische Verfahren

Das Testprinzip mikrobiologischer Hemmstofftests beruht auf der Reduktion des
Wachstums oder der Stoffwechselaktivitit bestimmter Testkeime durch Hemmstoffe
(MITCHELL et al., 1998). In der Routineuntersuchung von Milch wird héufig der
Keim Bacillus (B.) stearothermophilus var. calidolactis ~ eingesetzt, der eine hohe
Empfindlichkeit gegeniiber Penicillinen besitzt (ZAADHOF et al., 1997). Daneben werden
B. subtilis, B. cereus, Micrococcus luteus, E. coli, B. megaterium, Str. thermophilus und
S. epidermidis zur Untersuchung auf Hemmstoffe eingesetzt (MITCHELL et al., 1998;
NOUWS et al., 1999).

Der Vorteil mikrobiologischer Verfahren liegt in geringen Kosten und in der einfachen
Durchfiihrung. Sie eignen sich zum Screening groferer Probenmengen und besitzen ein
relativ breites Nachweisspektrum (SUHREN et al., 1996b; SUHREN et al., 1998). Zu den
Nachteilen gehoren die relativ langen Testzeiten (einige Stunden) und die eingeschriankten
Moglichkeiten zur Substanzidentifizierung und -quantifizierung (BOBBITT und NG,
1992; KORSRUD et al., 1998; MITCHELL et al., 1998). Eine unmittelbare
Unterscheidung zwischen Tierarzneimittelriickstinden und anderen Hemmstoffen (z.B.
origindire Hemmstoffe) ist schwierig (MEYER-BURGMAYER, 1980; CARLSSON und
BJORCK, 1987), auch eine Abgrenzung zwischen Penicillinen bzw. Cephalosporinen
mittels Laktamasen ist nur bedingt moglich (GEDEK, 1977; FRERE et al., 1980; MOATS
et al., 1986; MEDINA et al, 1998). Die gebrduchlichsten mikrobiologischen

Testverfahren sollen im Folgenden kurz vorgestellt werden.

24.1.1 Agar-Diffusions-Verfahren

Bei den verschiedenen Agar-Diffusions-Verfahren wird je nach Testformat das
Vorhandensein von  Hemmstoffen durch Messen des resultierenden
,Hemmhofdurchmessers* oder durch einen Farbumschlag zugesetzter Indikatoren beurteilt
(KOSIKOWSKI und LEDFORD, 1960; KRAACK und TOLLE, 1967). Eine
Klassifizierung der Riickstinde ist durch verschiedene Zusitze zum N&dhrboden bedingt
moglich (B-Laktamasen bzw. Penicillinase, Chephalosporinase, PABA = Para-Amino-
Benzoesiure) (GEDEK, 1977; SUHREN und HEESCHEN, 1996; BRETZ et al., 2004;
STEAD et al., 2004). Z.B. GILBERTSON et al. versuchten 1995 (a) durch den Zusatz der
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Enzyme Penicillinase bzw. Cephalosporinase zum B. stearothermophilus-Bléttchentest

eine Unterscheidung zwischen Ceftiofur und anderen Antibiotika in Milch zu erreichen.

Fiir die Untersuchung von Milch auf Hemmstoffe sind in der Amtlichen Sammlung von
Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB (ASU, 1996a; ASU, 1997a) zwei Methoden zum
Nachweis von Hemmstoffen in Sammelmilch (L 01.00-6 und L 01.01-5) und zwei
Suchverfahren (ASU, 1996b; ASU, 1997b) auf das Vorhandensein von Antiinfektiva in
Milch (L 01.00-11 und L 01.00-62) beschrieben.

24.1.1.1 Bldttchentest

Methode L 01.00-6 (ASU, 1997a) beschreibt den Nachweis von Hemmstoffen mittels
eines Blittchentests. Ein mit der zu untersuchenden Milchprobe getrinktes Blittchen wird
auf einen mit B. stearothermophilus beimpften Ndhrboden gelegt und bebriitet. In den
Agar diffundierende Hemmstoffe verhindern das Keimwachstum rund um das Bléttchen,
so dass sich eine klare Zone (Hemmhof) bildet. Der Durchmesser des Hemmhofes hiangt

u.a. von Art und Konzentration des Antiinfektivums in der Probe ab.

24.1.1.2 Tests mit Redoxindikator

Zur Untersuchung von Sammelmilch im Rahmen der Milchgiiteverordnug wird in
Methode L 01.01-5 (ASU, 1996a) der Brillantschwarz-Reduktionstest (BRT) beschrieben.
Bei diesem Test handelt es sich um ein Agar-Diffusions-Verfahren unter Verwendung von
B. stearothermophilus als Testkeim und unter Zusatz von Brillantschwarz als
Redoxindikator. Ist die zu untersuchende Milchprobe frei von Hemmstoffen, verschwindet
aufgrund des Keimwachstums und der damit verbundenen Reduzierung des Indikators die
blaue Farbe der Oxidationsstufe, in Gegenwart von Hemmstoffen unterbleibt dieser
Farbumschlag, die gelbe Farbe der Reduktionsstufe wird sichtbar. Die Beurteilung
erfolgt anhand der mitanzusetzenden Positivkontrolle (4 ng/kg Benzylpenicillin
= 4 ng/ml Penicillin G). Hier werden alle Reaktionen, die mindestens dem blauen Farbton
der Positivkontrolle entsprechen als positiv beurteilt. Eine Identifizierung und
Quantifizierung der nachgewiesenen Hemmstoffe ist nicht vorgesehen. Zusitzlich zur
visuellen Auswertung kann eine instrumentelle Auswertung (UV-Absorption) erfolgen

(SCHLIEPHAKE, 1998).
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Kommerziell werden solche Testsysteme von verschiedenen Firmen angeboten und
vertriecben  (BRT Hemmstofftest, BRT MRL-Suchtest, AiM  GmbH, Miinchen;
BR-Test® AS Brilliant, BR-Test” AS Special, DSM Food Specialties, Delft, Niederlande,
ehemals Gist-brocades, Dortmund). Die Nachweisempfindlichkeiten dieser Tests fiir

Cephalosporine sind in Tabelle 2.7 angegeben.

Diesem Verfahren weitgehend &hnlich ist die Methode L 01.00-11 (BRT), sie dient als
Suchverfahren (ASU, 1996b) auf Antiinfektiva (unter Beriicksichtigung der durch die
Verordnung (EWG) Nr. 2377/90 bestimmten MRLs) in Rohmilch und warmebehandelter
Konsummilch. Der wesentliche Unterschied besteht im Auswertungskriterium, da bei
diesem Suchverfahren alle Proben, die nicht die gelbe Reduktionsstufe des
antibiotikafreien Kontrollansatzes aufweisen, als positiv bewertet werden. Positive
Ergebnisse sollen eine Identifizierung und Quantifizierung des Wirkstoffes nach sich

ziehen.

Methode L 01.00-62 (ASU, 1997b) beschreibt ein mikrobiologisches Suchverfahren auf
Tetracycline in Milch und die Methode L 01.00-42 (EG) bis 52 (EG) (ASU, 1991)
beinhaltet unter VIII. ein mikrobiologisches Referenzverfahren fiir den Nachweis von
Antibiotika und Sulfonamiden (inklusive Identifizierung und quantitativer Bestimmung

von Penicillin).

24.1.1.3 Tests mit pH-Indikator

Agar-Diffusions-Verfahren zum Nachweis von Antibiotika und Sulfonamidriickstdnden in
Milch, ebenfalls unter Verwendung des Keimes B. stearothermophilus var. calidolactis
jedoch unter Zusatz von Bromkresolpurpur als pH-Indikator, sind der Delvotest (DSM,
Dortmund) und der AIM-96 (Charm Sciences Inc., Lawrence MA USA). Der in
verschiedenen Versionen erhiltliche Delvotest (Delvotest” SP, Delvotest” P) beruht auf
dem Prinzip, dass Sporen des Testorganismus in einem Agar ohne Néhrstoffe verwendet
werden, dem spéter die Milchproben und Néhrstofftabletten zugesetzt werden. Durch die
beim Wachstum des Testkeimes (in hemmstofffreier Milch) entstehenden sauren
Stoffwechselprodukte kommt es zum Farbumschlag des pH-Indikators Bromkresolpurpur
von violett nach hellgelb. Der Test wird in verschiedenen Versionen angeboten

(Ampullentests, Mikrotitertabletts) und in weiteren Varianten (Premi”® Test, Delvotest Cow
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Test, Delvotest MCS) fiir die Untersuchung von antimikrobiellen Substanzen in Fleisch,
Fleischprodukten, Niere, Fisch und Eiern (GIST-BROCADES Produktinformation, o.J.;
NEAVES, 1999; DSM Produktinformation, 2004). Der in verschiedenen Ausfithrungen
(Mikrotiterplattenformat, R6hrchentest: Charm Farm Test-Vial und Charm Farm Test-Mini
Vial) erhiltliche AIM-96 stellt eine Weiterentwicklung des Charm Farm Tests dar und
verwendet im Gegensatz zu den bisher erlduterten Testsystemen ein fliissiges Nahrmedium

(ZOMER und LIEU 1996; MCGRANE et al., 1996; NEAVES, 1999).

Ebenfalls nach dem gleichen Testprinzip aufgebaut sind der Copan P&S Test
(Firma Chr. Hansen, Horsholm Dinemark) unter Verwendung eines nicht néher
beschriebenen pH-Indikators sowie der Valio T101 (Valio Ltd; Helsinki, Finnland) unter
Verwendung des Keimes Str. thermophilus T 101. Ist im Valio T101 die zu untersuchende
Milchprobe frei von Hemmstoffen schldgt die blaue Farbe des Kulturmediums durch saure
Stoffwechselprodukte des wachsenden Keimes in einen (grau-)gelben Farbton um, in
Gegenwart von Hemmstoffen unterbleibt der Farbumschlag. Die Beurteilung erfolgt
anhand der mitanzusetzenden Negativkontrolle und einer mitgelieferten Farbskala. Beide
Testsysteme werden im Mikrotiterplattenformat oder als Einzeltests angeboten (MUIR und
WEST, 1999; Gesellschaft Deutscher Chemiker, GDCH, 2002; COPAN P&S, 2004;
DSM  Produktinformation, 2004; VALIO Ltd Produktinformation, 2004). Die
Nachweisempfindlichkeiten fiir Cephalosporine der aufgefiihrten Testsysteme sind in

Tabelle 2.7 angegeben.
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24.2 Rezeptor-Bindungstests

Die meisten Rezeptor-Bindungstests liegen als sogenannte ,,Schnelltests® vor, mit
Testzeiten von wenigen Minuten (2 - 15 min.). Im Allgemeinen werden spezifische
Bindungsproteine fiir B-Laktam-Antibiotika verwendet, deren tatsdchliche Natur und
Gewinnung Firmengeheimnisse darstellen. Meist diirfte es sich jedoch um mikrobielle
Rezeptorproteine bzw. -enzyme handeln. Diese Herkunft bedingt in der Regel eine

Inkubation der Tests bei > +40 °C.

Der Vorteil dieser Testsysteme liegt aufgrund ihrer raschen und einfachen Durchfiihrung in
der Kontrollmdglichkeit der Milch schon auf Tankwagenebene, so dass im Falle von
positiven Ergebnissen Verluste durch kontaminierte Milch gering gehalten werden konnen
und der Produktionsablauf beschleunigt werden kann (DEGELAEN, 1994;
JEGERLEHNER, 1995; JUNG, 1995; SISCHO, 1996). Zusitzliche Einsatzmoglichkeiten
bieten Schnelltestsysteme in der Ursachenfindung von hemmstoffpositiven Befunden
durch den Landwirt oder den Tierarzt in Form von Sammelmilch- oder
Einzelgemelksuntersuchungen (MUSSER und ANDERSON, 1999). Als nachteilig ist die
mogliche Beeinflussbarkeit der Testergebnisse durch pH-Wert, Zellzahl oder Keimzahl,
teilweise unzureichende Testsensitivitdt und apparativer Aufwand (Heizblock) zu sehen
(ANDREW, 1997; KROLL, 2000). Ein weiterer Nachteil dieser Testsysteme ist, dass eine
Substanzdifferenzierung innerhalb der [-Laktam-Antibiotika (z.B. Penicilline,
Cephalosporine) oder weitere Identifizierung mit diesen Tests nicht moglich ist, da die

Bindung an die Rezeptoren gruppenspezifisch erfolgt.

Der SNAP® Beta-laktam Test (IDEXX GmbH, Worrstadt) ist ein indirekter kompetitiver
enzymgebundener Rezeptortest (enzyme-linked receptor binding assay). Das Messsignal
(Farbintensitit) ist somit umgekehrt proportional zur Menge der B-Laktam-Antibiotika in
der Probe. Die Testauswertung erfolgt durch Vergleich der blauen Farbe des Probenfeldes
mit einem Kontrollfeld (SUHREN und REICHMUTH, 1998a; ZENG et al., 1998;
KROLL, 2000). Neben der visuellen Beurteilung kann auch eine instrumentelle
Beurteilung erfolgen (FAUST et al., 1994).

Der Peta s.t.a.r. (UCB-Bioproducts S.A., Belgien) ist ebenfalls ein indirekt kompetitiver
Rezeptor-Bindungstest (in Deutschland vertrieben durch Chr. Hansen GmbH, Nienburg)
und ist in zwei Varianten (Beta s.t.a.r. 100, Beta s.t.a.r. 25) erhéltlich. Die Testauswertung

erfolgt iiber einen Vergleich mit einer Referenzbande, die auch als Kontrolle fiir einen
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korrekten Testablauf dient. Neben der visuellen Auswertung ist auch eine instrumentelle

Auswertung moglich (GDCH, 2002; CHR. HANSEN GmbH, Produktinformation, 2004).

Ein weiterer, in Deutschland derzeit weniger hiufig eingesetzter Rezeptor-Bindungstest fiir
B-Laktam-Antibiotika ist der Charm Test (Charm Sciences Inc., USA), der in
verschiedenen Ausfiihrungen (Charm MRL BL Test, Charm SL6 Test, Charm SL BL
B-lactam Test) angeboten und zum Teil als Einschritt-Test (ROSA = rapid one step assay)
ohne Vorinkubation durchgefiihrt wird (SALTER et al, 2001; CHARM Sciences Inc.
Produktinformation, 2004).

Der in verschiedenen Varianten angebotene instrumentell durchzufiihrende Charm II
Rezeptor-Bindungstest (Charm Sciences Inc., USA) stellt einen Radio-Rezeptorassay dar.
Hierbei konkurrieren radioaktiv markierte Antibiotika (,,Tracer) mit eventuell in der
Probe enthaltenen Antibiotika um spezifische Bindungsstellen (Rezeptoren). Die
Hemmstoffkonzentration in der Probe ist umgekehrt proportional zu der Menge des
gebundenen radioaktiven ,, Tracers®, die mit einem Scintillationszéhler ermittelt wird. Da
die Bindung an die Rezeptoren gruppenspezifisch erfolgt ist eine Differenzierung innerhalb
der B-Laktam-Antibiotika nicht mdglich (CHARM und CHI, 1982; SCHALLIBAUM,
1986b; SUHREN und HEESCHEN, 1987a+b; CHARM und CHI, 1988; IDF, 1991a;
MARTLBAUER, 1995; KROLL, 2000).

Der Delvo-X-Press® (DSM Food Specialties, Delft, Niederlande, Vertrieb in Deutschland
durch DSM Food Specialties, Dortmund) ist ein indirekter kompetitiver Enzym-
Rezeptortest (enzyme-linked receptor assay), der ebenfalls in verschiedenen Versionen
(Delvo-X-Press”®, Delvo-X-Press” BL-II) erhiltlich ist. Es handelt sich auch hier um einen
rein instrumentellen Test mit einer ,,workstation in die Heizblock, Photometer und

Drucker integriert sind (KEIZER et al., 1995; SCANNELLA et al., 1997; KROLL, 2000).

Die Nachweisempfindlichkeiten der erwidhnten Testsysteme fiir Cephalosporine sind in

Tabelle 2.8 dargestellt.

243 Enzymatische Tests

Der sogenannte Penzym Test (UCB-Bioproducts S.A., Belgien; Vertrieb in Deutschland
durch Chr. Hansen GmbH, Nienburg) ist ein in zwei Varianten (Penzym, Penzym S)

angebotener enzymatischer Test, dessen Testprinzip auf der Inaktivierung eines Enzyms
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(Carboxypeptidase, ein Penicillin-bindendes Protein) durch B-Laktam-Antibiotika beruht.
Die zu untersuchende Milchprobe wird mit dem Enzym inkubiert, sind keine B-Laktam-
Antibiotika enthalten, bleibt das Enzym aktiv und oxidiert nach Zugabe eines
Reagenziengemisches den farblosen organischen Redoxindikator zu einer rosa-orangen
Farbverbindung. Enthdlt die Milchprobe B-Laktam-Antibiotika, inaktivieren diese das
Enzym irreversibel. Die Auswertung erfolgt anhand einer mitgelieferten Farbskala
(AMODIO et al., 1986; JAKSCH, 1988; SEYMOUR et al., 1988a; DEGELAEN, 1994;
ANONYM, 1995; MORETAIN und FROGER, 1995; SUHREN et al, 1996a;
CHR. HANSEN GmbH Sonderdruck o.J. und Produktinformation 2004). Die Nachweis-
empfindlichkeit dieses Testsystems fiir Cephalosporine ist in Tabelle 2.8 dargestellt.

2.4.4 Immunchemische Verfahren

Die Féhigkeit von Antikorpern, spezifische Molekiile (= Antigene) zu erkennen und zu
binden dient als Nachweisprinzip in immunchemischen Nachweisverfahren. Um die
spezifische Antigen-Antikorper-Reaktion messbar zu machen, werden markierte
Reagenzien (Antigene oder Antikorper) verwendet, als Marker konnen radioaktive Isotope
(Radioimmunoassay, RIA), Enzyme (Enzymimmunoassay, EIA) sowie lumineszierende
oder fluoreszierende Substanzen (Fluoreszenzimmunoassay, FIA) dienen (EDWARDS
etal., 1982; NGO und LENHOFF, 1982; EKINS, 1985; JACKSON und EKINS, 1986;
NEWSOME, 1986; CHRISTIE et al., 1988; SMITH, 1989; HARLE und BALDO,
1990a+b; KLEIN et al., 1993; MARTLBAUER, 1993; GARCIA et al., 1997). Bei den in
dieser Arbeit entwickelten und beschriebenen immunchemischen Verfahren erfolgt die
Markierung mittels eines Enzyms, daher werden enzymimmunchemische Verfahren im

Folgenden genauer beschreiben.

Enzymimmunchemische Verfahren unterschieden sich, je nachdem ob eine Trennung
zwischen gebundenen und ungebundenen Reagenzien -erforderlich ist oder nicht
(homogenes Verfahren = seperationsfrei; heterogenes Verfahren = mit Separationsschritt)
(NGO und LENHOFF, 1981; NGO und LENHOFF, 1982; NAKAMURA und ROBBINS,
1988). Eine Trennung wird durch Bindung von Antigen (oder Antikorper) an
Tragermaterialien in Kombination mit Waschschritten ermoglicht (RITTENBURG, 1989),
diese mit Festphasen arbeitenden Verfahren werden als “Enzyme-linked immunosorbent

assay“ (ELISA) bezeichnet (ENGVALL und PERLMANN, 1971).
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Grundsitzlich kann man Enzymimmunoassays (EIAs) in kompetitive und nicht
kompetitive Verfahren einteilen (EKINS, 1989). Nicht kompetitive Verfahren verwenden
markierte Antikdrper, die im Uberschuss zum Antigen vorliegen. Bei kompetitiven Tests
hingegen konkurrieren markiertes und unmarkiertes Antigen um eine begrenzte Anzahl
von Antikorperbindungsstellen, dieses Verfahren kommt bei niedermolekularen

Substanzen, die nur eine Bindungsstelle fiir Antikorper besitzen, zur Anwendung.

Kompetitive Enzymimmuntests konnen direkt oder indirekt durchgefiihrt werden, in
Abhidngigkeit von verschiedenen Charakteristika kann eine weitere Unterteilung erfolgen
(MARTLBAUER, 1992; STANKER und BEIER, 1996). Beim direkten Verfahren ist eine
begrenzte Zahl spezifischer Antikdrper entweder unmittelbar oder iiber einen zweiten Anti-
Ig-Antikorper (Doppelantikdrpertechnik, Double Antibody Solid Phase, DASP) an ein
Triagermaterial (meist Mikrotiterplatten) gebunden. Um diese Antikorperbindungsstellen
konkurrieren freies und enzymmarkiertes Antigen. Nach ausreichender Inkubationszeit
werden ungebundene Reagenzien durch einen Waschschritt entfernt und dann Substrat
zugegeben. Der durch das gebundene Enzymkonjugat katalysierte Substratumsatz ist dabei
umgekehrt proportional zur Menge an freiem Antigen. Im direkten EIA kann die
Inkubation von Antiserum (= Antikdrpern) mit freiem und mit enzymmarkiertem Antigen
entweder simultan (gleichzeitig) oder konsekutiv (nacheinander, durch Waschschritte
getrennt) erfolgen. Die konsekutive Testanordnung kann im direkten ELISA den Vorteil
bringen, dass storende Probenmatrixeinfliisse auf das enzymmarkierte Antigen
ausgeschlossen werden und so eine Verbesserung der Testempfindlichkeit erreicht werden

kann (MARTLBAUER, 1988).

Indirekte kompetitive Verfahren werden meist wie folgt durchgefiihrt: Ein Antigen-
Protein-Konjugat wird auf ein Tridgermaterial (Mikrotiterplatte) aufgebracht. Die zu
untersuchende Probe wird zusammen mit spezifischen Antikorpern darauf inkubiert, dabei
konkurrieren die freien Antigene der Probe mit denen der Festphase um die begrenzte
Anzahl der Antikorperbindungsstellen. Nach einem Waschschritt (zum Entfernen
ungebundener Reagenzien) wird enzymmarkierter Antikorper (beispielsweise gegen
Immunglobuline der entsprechenden Tierart, von der die spezifischen Antikorper
stammen) zugegeben. Nach ausreichender Inkubationszeit werden ungebundene
Reagenzien durch einen weiteren Waschschritt entfernt und dann Substrat zugegeben. Der
durch das gebundene Enzymkonjugat katalysierte Substratumsatz ist dabei umgekehrt

proportional zur Menge an freiem Antigen in der Probe.
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Zusitzlich unterscheidet man zwischen homologer und heterologer Kombination von
Antiserum und Enzymkonjugat. Wird ein Hapten zur Immunogensynthese und zur
Herstellung des enzymmarkierten Antigens verwendet, entspricht dies einer homologen
Kombination. Bei einer heterologen Kombination wird zur Herstellung des
Enzymkonjugates entweder ein anderes Hapten verwendet (heterologes Hapten), eine
anderes Derivatisierungsreagenz (heterologe Briicke) oder eine andere Position am
Molekiil (heterologe Seite) zur Kopplung verwendet. Die heterologe Testanordnung kann
bei geringerer Affinitdt des Antikorpers filir das heterologe, enzymmarkierte Antigen zu
einer Erhohung der Nachweisempfindlichkeit des Testsystems fithren (VAN WEEMEN
und SCHUURS, 1975; MARTLBAUER, 1988; MARTLBAUER, 1993).

Der Einsatz immunchemischer Nachweisverfahren in der Lebensmittelanalytik ist schon
langer gebrduchlich und findet zunehmend Anwendung und Bedeutung (NEWSOME,
1986; HITCHCOCK, 1988; ALLEN, 1989; RITTENBURG, 1989; SMITH, 1989;
SAMARAIJEEWA et al., 1991; JACKMAN, 1993; BUSHWAY und FAN, 1995;
JOURDAN et al., 1996; STANKER und BEIER, 1996; SPINKS, 2000; FRANEK und
HRUSKA, 2005).

2.44.1 Fluoreszenzimmunoassay (FIA)

STERNESJO und JOHNSSON (1995 und 1998) beschreiben ein FIA-Verfahren zur
Bestimmung von B-Laktam Antibiotika in Rohmilch. KUMAR et al. (1996) entwickelten
ein dhnliches fluoreszenzimmunchemisches Verfahren (solid-phase fluorescence
immunoassay, SPFIA) zum Nachweis von Penicillinen und Cephalosporinen in Milch und
gaben einen Nachweisbereich von 1 - 20 ng/ml fiir Cefapirin und 1 - 50 ng/ml fiir Ceftiofur
an. Dieses Verfahren ist auch die Basis eines kommerziellen Testsystems, u.a. zum
Nachweis von Cephalosporinen in Milch. Dieser sogenannte ,,Parallux' " Test (IDEXX
Laboratories, Inc., USA) wird in verschiedenen Varianten angeboten (u.a. Beta-Lactam
Assay, Ceftiofur Assay). Es handelt sich um einen rein instrumentellen Test (BARBERIO
et al., 2001; HUTH et al., 2002; OKERMAN et al., 2003; IDEXX, Produktinformation,
2004). Die Nachweisempfindlichkeit dieses Tests fiir Cephalosporine ist in Tabelle 2.8
dargestellt.
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2.4.4.2 Enzymimmunoassay (EIA)

Enzymimmunchemische Verfahren zeichnen sich durch eine hohe Empfindlichkeit und
Einfachheit der Arbeitsschritte aus und eignen sich daher in erster Linie als Screening-
Verfahren zur Untersuchung groferer Probenmengen (NEWSOME, 1986; ELLIS, 1996).
Als Vorteil gegeniiber den mikrobiellen Verfahren ist vor allem die Mdglichkeit zur
Identifizierung und Quantifizierung der Riickstdnde zu nennen. Neben der herkdmmlichen
Immunisierung von Versuchstieren und der Gewinnung polyklonaler bzw. monoklonaler
Antikorper werden auch Ansitze zur Produktion rekombinanter Antikérper zur gezielten
Beeinflussung der Spezifitit beschrieben (KORPIMAKI et al., 2002). Zusitzlich zu den
klassischen enzymimmunchemischen Verfahren zum Nachweis von Antiinfektiva, die als
Mikrotiterplattentests oder Rohrchentests konzipiert sind, fiihrte deren Weiterentwicklung
zur Etablierung von Teststreifen und Immunfiltrationstests (SCHNEIDER et al., 1988;
SCHNEIDER, 1991; OSTERMEIER et al., 1995; SCHNAPPINGER et al., 1996;
VERHEIJEN et al., 2000) sowie zu einer Reihe kommerziell erhédltlicher Immuntestkits
(SCHNEIDER et al., 1994; vgl. 2.4.2).

Einen Uberblick iiber die Entwicklung von Enzymimmuntests zum Nachweis von
Riickstinden antimikrobiell wirksamer Stoffe in Lebensmitteln tierischen Ursprungs geben
USLEBER et al. (1994a). Seither sind in der Literatur enzymimmunchemische
Testsysteme zum gruppenspezifischen Nachweis von Penicillinen (KURZ et al., 1994;
DIETRICH et al., 1998; USLEBER et al., 1998; CLIQUET et al., 2001; STRASSER
et al., 2000; STRASSER et al., 2003a) bzw. zum spezifischen Nachweis von Penicillin G
(JACKMAN et al, 1990; JACKMAN et al., 1991), von Isoxazolyl-Penicillinen
(USLEBER et al., 1994b; DIETRICH et al., 1996) und von Penicillin-Metaboliten
(ROHNER et al., 1985; LITZ 1995; FLOB et al., 1997, GRUBELNIK et al., 2001)
beschrieben worden. Ein enzymimmunologisches Testsystem zum Nachweis von
B-Laktam Antibiotika in Milch ist als Rohrchenschnelltest kommerziell erhiltlich
(IDETEK, 1992; SCHNEIDER et al., 1994).

Beim LacTek Test der Firma IDETEK (IDEXX Laboratories, Inc., USA) handelt es sich
um einen kompetitiven Immunrezeptor Test im Rohrchen-Format. Die zu untersuchende
Milchprobe wird zusammen mit enzymmarkiertem ,,Tracer in einem mit Antikorper-
beschichteten Rohrchen (als Festphase) inkubiert. Nach einem Waschschritt zur

Entfernung nicht gebundener Anteile wird ein Farbentwickler (,,colour developer®)
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zugegeben und die im Spektrophotometer gemessene Farbintensitit mit der eines
Penicillin-Standards verglichen. Enthidlt die Milchprobe B-Laktam-Antibiotika, werden
diese an die Antikorper gebunden und verdridngen die enzymmarkierten ,,Tracer. Sind in
der Milchprobe keine B-Laktam-Antibiotika enthalten, bindet der enzymmarkierte ,, Tracer*
an die Antikorper und katalysiert die Farbreaktion, deren Intensitit somit umgekehrt
proportional zur B-Laktam-Antibiotika Konzentration in der Probe ist. Die Version LacTek
B-lactam ist spezifisch fiir Penicilline, die Version LacTek Ceftiofur dient der Erfassung
von Ceftiofur. Auch weitere Varianten zur Erfassung anderer Antibiotika sind erhéltlich
(IDETEK, 1992; TYLER et al., 1992; BELL und SCANNELLA, 1994; SCHNEIDER
etal., 1994; ZENG et al., 1998; NEAVES, 1999). Die Nachweisempfindlichkeit dieses
Tests fiir Cephalosporine ist in Tabelle 2.8 dargestellt.

Neben der Herstellung von Antikérpern zu Analysezwecken ist die Untersuchung
immunologischer Eigenschaften von im Organismus gebildeten Antikoérpern nach
Aufnahme von [-Laktam-Antibiotika ein wichtiges Gebiet im Bereich der
Allergieforschung. In dieser Arbeit soll nicht ndher auf diesen Aspekt eingegangen
werden. Beispielhaft sei hier lediglich auf die Arbeit von KATSUTANI und SHIONOYA
(1993) verwiesen, die durch Immunisierung von Meerschweinchen mit diversen
Cephalosporin-Proteinkonjugaten  (Cephalothin, Cefaloridin, Latamoxef, Cefazolin,
Cefotaxim, Ceftazidim, Cefotiam und Cefoperazon) eine spezifische Immunantwort
auslosten. Mit diesen Antikdrpern wurden Kreuzreaktivititsstudien mit anderen
Cephalosporinen und Penicillinen durchgefiihrt, durch Vergleich der Reaktivitit mit
Antibiotika-Ovalbumin-Konjugaten oder durch Vergleich der Reaktivitit mit dem puren
Antibiotikum. In einem indirekten ELISA verwendeten sie ein nicht ndher beschriebenes
Antibiotika-Protein-Konjugat als Plattenbeschichtung und Peroxidase-markierte Anti-
Meerschweinchen IgG  als  Konjugat. Der  Vergleich erfolgte anhand der
30 %-Inhibitionsdosis. Es zeigte sich eine deutliche Kreuzreaktivitit zwischen den
Cephalosporinen Latamoxef, Ceftazidim, Cefotiam, Cefotaxim, Cefoperazon und

Penicilloyl e-aminocaproat, und wenig Kreuzreaktivitit mit Benzylpenicillin.

Im Folgenden wird auf die Entwicklung enzymimmunologischer Verfahren fiir die in

dieser Arbeit verwendeten Cephalosporine Cefalexin und Ceftiofur nidher eingegangen,

eine Zusammenstellung findet sich in Tabelle 2.9. Allen diesen Verfahren gemeinsam sind
relativ aufwendige Synthesereaktionen, die zu Herstellung von Immunogenen verwendet

wurden.
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BLACKMORE et al. meldeten 1988 eine Methode zur Herstellung Antigen-wirksamer
Protein-Hapten-Konjugate zur Erzeugung entsprechender Antikdrper beim Europiischen
Patentamt an. Zur Immunogensynthese wurde ein wasserldsliches Cefalexin-Ovalbumin-
Konjugat mit (Isobutyl)Chloroformat prézipitiert und so in eine wasserunldsliche Form
iiberfithrt. Durch Immunisierung von Schafen mit diesem Immunogen konnten sie
Antikorper gewinnen. Diese wurden zum Nachweis von freiem, nicht-derivatisiertem
Cefalexin in Kuhmilch (unter Verwendung von einem nicht ndher beschriebenen

enzymmarkierten Cefalexin) in einen kompetitiven ELISA eingesetzt.

KITAGAWA et al. beschrieben (1988a) ein enzymimmunchemisches Nachweisverfahren
fiir Cefalexin. Zur Herstellung der beiden zur Immunisierung verwendeten Cefalexin-
Protein-Konjugate wurde Cefalexin mit N-(m-maleimidobenzoyl)Succinimid (MBS)
derivatisiert und entweder an BSA (bovines Serumalbumin) oder Mercaptosuccinyl-
bovines Serumalbumin  (MS-BSA) gekoppelt. Unter Verwendung der Doppel-
antikdrpertechnik setzten sie als markiertes Antigen [-D-Galaktosidase mittels
N-(gamma-maleimidobutyryloxy)Succinimid an Ceflexin gekoppelt im EIA ein. Die durch
die Immunisierung von Kaninchen mit dem jeweiligen Cefalexin-BSA-Konjugat
gewonnenen AntikOrper reagierten auBler mit Cefalexin auch mit Cefalothin
(MBS-Serum: 0,32 %; MBS-MS-Serum: 126,7 %), Cefaloglycin (MBS-Serum: 1,01 %;
MBS-MS-Serum: 23,0 %) und in geringem MafBe auch mit Cefazolin, Ampicillin und
Penicillin G (MBS-Serum: im Bereich von 0,001 - 0,018 %; MBS-MS-Serum: im Bereich
von 0,1-0,49%). Die Nachweisgrenze fiir Cefalexin lag bei 0,12 pg/ml in Milch.
KITAGAWA et al. beschrieben zudem (1988b) die Anwendung dieses enzymimmun-
chemischen Nachweisverfahrens fiir Cefalexin in Lebensmitteln tierischen Ursprungs,
unter Verwendung des oben beschriebenen MBS-MS-Serums. In diesem Testsystem wurde
eine Nachweisgrenze fiir Cefalexin mit 30 ng/ml fiir Milch, 60 ng/g fiir Eier und 400 ng/g
fiir Geflligelfleisch erzielt.

KACHAB et al. beschrieben 1992 ein immunchemisches Nachweisverfahren fiir
Cefalexin. Zur Herstellung des zur Immunisierung verwendeten Cefalexin-Protein
Konjugates wurde Cefalexin in einer mehrstufigen Reaktion zu Hetacephalexin-
carboxymethylester  derivatisiert und mittels 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)
carbodiimid (= EDC) an BSA gekoppelt. Analog dazu wurde ein Hapten-keyhole limpet
hemocyanin (KLH)-Konjugat als Beschichtungsantigen fiir die Festphase hergestellt. Die

durch Immunisierung von Kaninchen mit diesem Cefalexin-BSA Konjugat gewonnenen
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Antikorper reagierten auBBer mit Cefalexin auch mit dem Hapten (Hetacephalexin) selbst,
mit Cefaclor, Cefalexinsdure, Hetacefadroxil, Cefadroxil, Cefaglycin, 7-ADCA
(7-aminodesacetoxycephalosporanic acid) und zeigten keine messbare Kreuzreaktivitit
mit Penicillinen (Benzylpenicillin, Ampicillin, Ticarcillin, Phenthicillin, Flucloxacillen)

beim Vergleich der entsprechenden 50 %-Inhibitionsdosis.

ROSE et al. beschrieben 1995 einen indirekten kompetitiven ELISA zum Nachweis von
Ceftiofur und DFC. Zur Immunogensynthese wurde Ceftiofur (Cef) entweder mit
Sulfosuccinimidyl 4-(p-maleimidophenyl)-butyrat (SMPB) oder mit N-[(y-maleimido-
butyryl)oxy]sulfosuccinimid-Ester (GMBS) an thioliertes Ovalbumin (OVA-S) gekoppelt.
Hydrolytisch aus Ceftiofur (nach CHAPMAN und OWEN, 1950) hergestelltes
Desfuroylceftiofur (desCef) wurde an Maleimid-aktiviertes KLH (KLH-SMCC) gekoppelt
und durch Immunisierung von Mausen mit OVA-S-SMPB-Cef, OVA-S-GMBS-Cef bzw.
KLH-SMCC-desCef konnte eine spezifische Immunantwort erzielt werden. Diese
spezifischen Antikérper wurden in einen indirekten kompetitiven ELISA eingesetzt, unter
Verwendung von BSA Konjugaten bzw. thiolierten bovinen Serumalbumin (BSA-S)
Konjugaten als Festphasenantigene (deren Herstellung erfolgte analog zur
Immunogensynthese: BSA-S-SMPB-Cef; BSA-S-GMBS-Cef, BSA-SMCC-desCef) und
Anti-Maus-IgG-Peroxidase-Konjugat. In diversen homologen und heterologen
Kombinationen wurde die kompetitive Hemmung mit Cefteram, Ceftriaxon, Cefuroxim
und Ceftazidim untersucht, es wurden 50 %-Inhibitionsdosen im Bereich von
15 - 700 ng/ml festgestellt. Nach Angabe der Autoren erwies sich KLH-SMCC-desCef als
bestes Immunogen, wenn BSA-S-GMBS-Cef als Beschichtungsantigen im Assay

verwendet wurde.

Die gleiche Arbeitsgruppe (ROSE et al., 1996a) stellte unter Verwendung des
Immunogens KLH-SMCC-desCef monoklonale Antikorper (Cef-68 und Cef-116) her und
setzte diese zum Nachweis von Ceftiofur in einem indirekten ELISA ein
(ROSE et al., 1996b). Als Beschichtungsantigen benutzten sie in einer homologen
Testanordnung das oben beschriebene BSA-SMCC-desCef Konjugat fiir erste Screening
Versuche und in einer heterologen Testanordnung das BSA-S-GMBS-Cef Konjugat fiir
kompetitive Inhibitionsversuche unter Verwendung von Anti-Maus-IgG-Peroxidase als
enzymmarkiertes Konjugat. Die Autoren gaben fiir Ceftriaxon und Cefotaxim &hnliche
50 %-Inhibitionsdosen wie fiir Ceftiofur (Cef-68: 32,33 ng/ml; Cef-116: 0,33 ng/ml) an,

Cefteram und Cefuroxim zeitgen eine 10 - 100fach geringere Kreuzreaktivitat. Die anderen
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getesteten Cephalosporine (Ceftazidim, Cefalothin, Cefoxitin, Cefazolin, Cefadroxil,
Cefmandol, Cephradin, Cephapirin, Cefaclor, Cefsulodin, Cefoperazon) bzw. Penicilline
(Ampicillin, Amoxicillin, Cloxacillin, Penicillin G) ergaben keine kompetitive Inhibition
bei einer Konzentration von 1000 ng/Kavitit. In weiteren Verdffentlichungen dieser
Arbeitsgruppe gaben die Autoren eine Nachweisgrenze von Ceftiofur in tierischen
Geweben und Fliissigkeiten von 0,3 ng/ml (BUCKLEY und STANKER, 1996) bzw.
Ceftiofur und DFC in Rohmilch von 1 ng/ml (STANKER et al., 1996) an.

STANKER et al. beschrieben 1998 die Entwicklung eines kompetitiven ELISA zum
Nachweis von Ceftiofur und Ceftiofur-Metaboliten in Milch. Sie verwendeten dabei den
von ROSE et al. (1995 und 1996b) mit dem Immunogen KLH-SMCC-desCef hergestellten
monoklonalen Antikdrper (Cef-116). Dabei wurde Cefteram mittels EDC an BSA
gekoppelt und in einer heterologen Testanordnung als Beschichtungsantigen verwendet
(BSA-EDC-Cefteram), mit Anti-Maus-IgG-Peroxidase als enzymmarkiertes Konjugat.
Ceftiofurhaltige Milchproben wurden zur Minimierung von Matrixeffekten 1:1000 in
Puffer verdiinnt und im Konzentrationsbereich von 30 pg/ml bis 1 pg/ml eingesetzt. Unter
Berticksichtigung der Probenverdiinnung beschrieben die Autoren fiir Ceftiofur in Milch
eine Nachweismdglichkeit von 1 pug/ml. Der Vergleich mit Ergebnissen der HPLC-
Analyse liel die Autoren vermuten, dass der Antikérper sowohl Ceftiofur als auch

Ceftiofur-Metaboliten (Desfuroylmetaboliten und DFC-Protein-Konjugate) binden kann.

2443 Kombinierte Verfahren

MEYER et al. (1999) und  ZHletal (2001)  beschriecben die = Kombination
immunologischer Verfahren (ELISA) mit elekrophoretischen Verfahren (flow injection
immunoanalysis, FITA) zum Nachweis von Cefalexin in Milch. Durch Immunisierung von
Kaninchen mit Cefalexin, welches mittels EDC an N-hydroxysuccinimid-Succinat (NHS-
Succinat) aktiviertes keyhole limpet hemocyanin (KLH) gekoppelt wurde, konnten sie eine
spezifische Immunantwort erzielen. Diese Antikorper setzten sie zum Nachweis von
Cefalexin im direkten ELISA ein unter Verwendung von Cefalexin (mittels EDC an
alkalische Phosphatase gekoppelt) als enzymmarkiertes Antigen (Cefalexin-AP).
Zusitzlich wurden diese Antikorper auf ein Tragermaterial eines Immunreaktors (mit

Detektor und Arbeitselektroden) aufgebracht und unter Verwendung des Cefalexin-AP
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Konjugates die Subtratumsetzung als amphoteres Signal in einer FlieBzelle gemessen. Die
Autoren stellten keine Kreuzreaktivitit der Antikdrper mit Penicillin G, Amoxicillin und

Cloxacillin fest und gaben eine Nachweisgrenze fiir Cefalexin von 1 pg/l in Milch an.

2.4.5 Physikalisch-chemische Verfahren und elektrochemische Verfahren

Zu den physikalisch-chemischen Methoden zum Nachweis von Antibiotika- und
Sulfonamid-Riickstinden zdhlen spektrophotometrische, colorimetrische, chromato-
graphische und elektrophoretische Verfahren. Die grofite Bedeutung kommt den
chromatographischen Verfahren zu (BOBBITT und NG, 1992; SHAIKH und MOATS,
1993).

2451 Chromatographische Verfahren

Chromatographische Methoden sind in der Lage, geringe Riickstandsmengen zu
spezifizieren und zu quantifizieren, sie finden daher breite Anwendung in der
Referenzdiagnostik und als Bestétigungstests. Ein Einsatz in der Routinediagnostik oder
zum Screening groBerer Probenmengen ist aufgrund der hohen Kosten fiir die
Analysegerite, die Anforderungen fiir hochqualifiziertes Personal und eine intensive
Probenaufbereitung nur begrenzt moglich (BYGRAVE et al., 1995; MITCHELL et al.,
1998). Die Auftrennung der einzelnen Substanzen erfolgt mittels Diinnschicht- (DC,
thin-layer  chromatography = TLC), Gas-(GC) oder Fliissigkeitschromatographie
(z.B. Hochdruckfliissigkeitschromatographie); wobei als Detektionsverfahren meist
UV-Absorption, Fluoreszenz oder die Massenspektrometrie verwendet werden
(BLANCHIN et al., 1987, BOBBITT und NG, 1992; BOISON, 1992; SHAIKH und
MOATS, 1993; LUO et al., 1997, SORENSEN et al., 1997; HELLER und NGOH, 1998;
SCHENCK und CALLERY, 1998; HELLER et al., 2000; MA et al., 2000).

61



24.5.1.1 Diinnschichtchromatographie (DC)

Dieses Verfahren beschreibt die Trennung von Substanzen mit Hilfe geeigneter Laufmittel
(mobile = bewegliche Phase) an einer stationdren Phase, dabei wird eine Auftrennung der
Substanzen z.B. nach ihrer Polaritdt erreicht. Die Detektion erfolgt beispielsweise mittels
UV-Detektion oder mittels Fluoreszenz-Messung (EULITZ et al., 1965). Die Auftrennung
von Antibiotika wie den Cephalosporinen mit diesem Verfahren ist schwierig, da einzelne
Cephalosporine nur wenig Unterschiede in ihrer Polaritit zeigen, amphoter sind und ihre
fehlenden chromophoren oder fluorophoren Eigenschaften es schwierig machen sie mit
direkten Methoden zu erfassen (DASENBROCK und LACOURSE, 1998). Eingesetzt wird
dieses Verfahren u.a. bei pharmakologischen Studien (SULLIVAN et al, 1969;
VANDAMME und VOETS, 1972; CHEN, 1986; AGBABA et al., 1998; CORAN et al.,
1998; MARZO und DAL BO, 1998; MISZTAL et al., 1998; BHUSHAN und THIONG'O,
2002). Beispielsweise YU et al. (1977) entwickelten ein Verfahren zur Detektion von
Cefalexin in biologischen Proben (Serum) mittels Fluoreszenz-Messung und gaben eine

Nachweisgrenze von 0,01 pg/ml an.

2.4.5.1.2 Fliissigkeitschromatographie (LC), Hochdruckfliissigkeitschromatographie
(HPLC) und Massenspektrometrie (MS)

Bei der Fliissigkeitschromatographie (Liquid chromatography, LC) wird eine Probe
(Substanzgemisch) in einem fliissigen Losungsmittel gelost und mit einem Eluenten
(Flissigkeit = mobile Phase) iiber eine stationdre Phase (Sdule oder planare Schicht)
geschickt. Die Hochdruckfliissigkeitschromatographie (high performance liquid
chromatography, HPLC) stellt eine Weiterentwicklung der Sdulenchromatographie dar,
wobei ein hoherer Druck angewendet werden kann. Die aufgrund ihrer chemischen und
physikalischen Eigenschaften wirkenden Absorptions- oder Verteilungskrifte fithren zur
Elution der Substanzen in der fiir sie charakteristischen Retentionszeit. Die Detektion der
Substanzen kann auf vielfiltige Weise erfolgen, u.a. durch Messung der UV-Absorption,
der Fluoreszenz oder auch massenspektrometrisch (EULITZ et al., 1965).

Das Prinzip der Massenspektrometrie ist es, aus organischen oder anorganischen
Substanzen lonen bzw. Fragmente zu erzeugen (z.B. durch Beschuss mit Elektronen, lonen

oder Photonen, durch elektrische Felder oder thermisch). Diese Ionen werden nach Masse
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und Ladung getrennt, registriert und im charakteristischen Massenspektrum dargestellt.
(EULITZ et al., 1965). Einige Beispiele fiir den Einsatz dieser Verfahren sind
Reinheitspriifungen, Identifikation und Quantifikation z.B. in biologischen Fliissigkeiten
(Plasma, Urin) (LECAILLON et al., 1982; ROUAN et al., 1983; ROUAN, 1985; CHAN
et al., 1986; NAJIB et al., 1987, MOORE et al., 1991; YUN et al., 1998; MUSSER et al.,
2001) sowie pharmakologische und synthetische Prozesse (WOUTERS et al., 1984;
SCHUGERL und SEIDEL, 1988; HSU et. al., 1995; HSU et. al., 1996; FARAG, 1998;
PEHOURCQ und JARRY, 1998; TENCONI et al., 1999; WU et al., 1999; TSAI et al.,
2000; GALLO MARTINEZ et al., 2002).

Der fliissigkeitschromatographische Nachweis von Antibiotika in Lebensmitteln tierischen
Ursprungs ist auch heute noch wenig in der Routineanalytik zu finden, obwohl die HPLC
aufgrund der tliberlegenen Trennleistung und Nachweisempfindlichkeit zur Analytik von
Arzneimittelriickstinden optimal wére (BOBBITT und NG, 1992; SHAIKH und MOATS,
1993; MACNEIL, 2000; SMYTH, 2003). Als Ursache hierfiir sind die relativ hohen

Kosten anzusehen.

In der Literatur sind zahlreiche Beispiele fiir den fliissigkeitschromatographischen
Nachweis von Cephalosporinen in Nahrungsmitteln tierischen Ursprungs beschrieben
(LEROY et al., 1989; JAGLAN et al., 1990; MACINTOSH, 1990; TYCZKOWSKA et al.,
1991; MOATS, 1993; STRAUB und VOYKSNER, 1993; SNIPPE et al., 1994; BECONI-
BARKER et al., 1995b; BECONI-BARKER et al., 1996a; MOATS et al., 1998; MOATS
und BUCKLEY, 1998; NAVARRE et al., 1999; OKKER et al., 2002; FAGERQUIST und
LIGHTFIELD, 2003; HORNISH et al., 2003; PAYNE et al., 2004). Nachteilig bei diesen
Verfahren ist der relativ hohe Aufwand bei der Probenvorbereitung und der insgesamt
hohe Kostenaufwand. Daher werden diese Verfahren derzeit in der Routineanalytik kaum
eingesetzt. In Tabelle 2.10 sind neuere in der Literatur beschriebene Verfahren fiir den
Nachweis der in dieser Arbeit verwendeten Cephlosporine Cefalexin und Ceftiofur in

Milch aufgefiihrt.
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2452 Elektrochemische und sonstige Verfahren

Bei diesen Analyseverfahren wandern molekulardisperse oder kolloiddisperse Teilchen
einer Losung (Elektrophorese) oder auf Tridgermaterial (Elektropherographie) im
elektrischen Feld. Durch Adsorption oder Abspaltung von Ionen sind diese
kolloiddispersen Teilchen an ihrer Oberfldche gegeniiber der Fliissigkeit aufgeladen. Beim
Anlegen einer Spannung wandern sie entsprechend ihrer Ladung zu den Elektroden und
konnen somit getrennt werden (EULITZ et al., 1965). In der Literatur ist die Kombination
elekrophoretischer Verfahren mit immunologischen Verfahren, z.B. zum Nachweis von
Cefalexin in Milch beschrieben (vgl. 2.4.4.3). CUTTING et al. kombinierten 1995 eine
Agarosegelelektrophorese mit mikrobiologischen Methoden (unter Verwendung des
Keimes B. stearothermophilus var. calidolactis) zum Nachweis von Cefapirin und
Ceftiofur in Milch auf Hohe der US-amerikanischen ,,safe levels* (Cefapirin 20 ng/ml,
Ceftiofur 50 ng/ml).

Die Kombination verschiedener Verfahren wird ebenfalls zur Entwicklung von
Biosensoren genutzt (RICHTER, 1993; STRASSER, 2003; STRASSER et al., 2003b;
CACCIATORE et al., 2004; KNECHT et al., 2004). Beispielsweise DILLON ef al. (2003)
gaben fiir ein solches Verfahren einen Detektionsbereich fiir Cefalexin in Milch von

244 - 3906 pg/ml an.

Alle in diesem Kapitel beschriebenen Verfahren sind im Methodenentwicklungsstadium zu
sehen und finden in der Routineuntersuchung von Lebensmitteln derzeit keine

Anwendung.
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1 Material und Geriite
3.1.1 Chemikalien und Biochemika

Aceton (reinst)
Ammoniumsulfat

Borax

Casein-Natriumsalz
Citronensdure-1-Monohydrat

Dimethylsufoxid (99,9 %)

Dithioerythritol

Ethanol (absolut, zur Synthese)
1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)-Carbodiimid
Freund’sches Adjuvans, komplett
Glutardialdehyd

2-Jodacetamid (97 %)
Kaliumchloridlésung (3 mol/l)
Kaliumdihydrogenphosphat
di-Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxidplédtzchen
Kaliumhydroxidpldtzchen

keyhole limpet hemocyanin (KLH)

Magermilchpulver

Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP)

Methanol

Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Schwefelsaure (95 - 97 %)
Serumalbumin, bovin (BSA)
3,3,5,5 -Tetramethylbenzidin
Tween 20

67

(Merck KGaA, 1.00013)

(Riedel de Haén, 31119)

(Sigma Chemie GmbH, B-9876)
(Sigma Chemie GmbH, C-8654)
(Merck KGaA, 1.00244)
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
472301)

(Sigma Chemie GmbH, D-9680)
(Merck KGaA, 8.18760)

(Sigma Chemie GmbH, E-7750)
(Sigma Chemie GmbH, F-5881)
(Sigma Chemie GmbH, G-5882)
(Aldrich Chemie GmbH, 1-670-9)
(Merck KGaA, 1.04817)

(Merck KGaA, 1.04877)
(Merck KGaA, 1.06586)
(Merck KGaA, 1.06498)
(Merck KGaA, 1.05021)
(Calbiochem-Novabiochem
Corporation, 374805)

(Merck KGaA, 1.5363)

(Roche Diagnostics, 814407)
(Merck KGaA, 1.06009))
(Merck KGaA, 1.06392)
(Merck KGaA, 1.06404)
(Merck KGaA, 1.06329)
(Merck KGaA, 1.00731)

(Sigma Chemie GmbH, A-9647)
(Sigma Chemie GmbH, T-2885)
(Sigma Chemie GmbH, P-1379)



Wasserstoffperoxid

Xylol

3.1.2 Antibiotika und Penicillinase

Amoxicillin
Ampicillin-Natriumsalz
Cefacetril-Natriumsalz
Cefaclor

Cefadroxil
Cefalexin-Hydrat
Cefalonium
Cefapirin-Natriumsalz
Cefazolin-Natriumsalz
Cefmandol-Natriumsalz
Cefmetazol-Natriumsalz
Cefoperazon-Natriumsalz
Cefotaxim-Natriumsalz
Cefoxitin-Natriumsalz
Cefsulodin-Natriumsalz
Ceftiofur-Hydrochlorid
Ceftiofur-Natriumsalz
Ceftriaxon
Cefuroxim-Natriumsalz
Cefquinom-Sulfat
Cephradin
Cloxacillin-Natriumsalz
Cloxacillin-Monohydrat
Dicloxacillin-Natriumsalz

Oxacillin-Natriumsalz

(Merck KGaA, 1.07209)
(Merck KGaA, 1.08681)

(Sigma Chemie GmbH, A-8523)
(Sigma Chemie GmbH, A-9518)
(Novartis, 97120050Z1)

(Sigma Chemie GmbH, C-6895)
(Sigma Chemie GmbH, C-7020)
(Sigma Chemie GmbH, C-4895)
(Schering-Plough, Bray)

(Sigma Chemie GmbH, C-8270)
(Sigma Chemie GmbH, C-5020)
(Sigma Chemie GmbH, C-7145)
(Sigma Chemie GmbH, C-6048)
(Sigma Chemie GmbH, C-4292)
(Sigma Chemie GmbH, C-7912)
(Sigma Chemie GmbH, C-4786)
(Sigma Chemie GmbH, C-8145)
(Pharmacia/Upjohn)
(Pharmacia/Upjohn)

(Sigma Chemie GmbH, C-5793)
(Sigma Chemie GmbH, C-4417)
(Intervet Innovation GmbH)
(Sigma Chemie GmbH, C-8395)
(Sigma Chemie GmbH, C-9393)
(ICN, 1-8008540530)

(Sigma Chemie GmbH, D-9016)
(Sigma Chemie GmbH, O-1002)

Penicillin G-Natriumsalz (Benzylpenicillin) (Sigma Chemie GmbH, PEN-NA)

Penicillin G-Kaliumsalz (Benzylpenicillin) (Sigma Chemie GmbH, PEN-K)

Penicillinase, 10.000.000 IU/ml (Difco Laboratories, 234610)
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3.1.3 Puffer und Losungen

0,05 mol/l Bicarbonatpuffer (pH 9,6)

0,05 mol/l Boratpufter (pH 9,0)

2 % Casein-PBS-Lo6sung (20 g Natriumcaseinat/l PBS)

1 % Casein-PBS-Ldsung (10 g Natriumcaseinat/l PBS)

0,21 mol/I Citratpuffer (mit Zusatz von 3,15 mmol/l H,O, pH 3,9)

1 mol/l Natronlauge (NaOH)

0,01 mol/l Phosphatpuffer mit Zusatz von 0,12 mol/l Natriumchlorid (pH 7,3) (PBS)

1 mol/l Schwefelsiure

Jodacetamidlosung:

40 mg 2-Jodacetamid in 1 ml PBS

Magermilchpulverlgsung

10 % Magermilchpulver in A. dest. rekonstituiert

Reaktionslosung fiir Ceftiofur-Derivatisierung (nach BECONI-BARKER et al., 1995b):
0,4 % Dithioerythritol in Boratpuffer (pH 9,0)

Substratlosung fiir Meerrettichperoxidase (nach GALLATI und PRACHT, 1985):

20 Teile Citratpuffer mit HyO,-Zusatz und 1 Teil Tetramethylbenzidinlosung

Tetramethylbenzidinlosung:

1 mmol 3,3",5,5 -Tetramethylbenzidin in 5 ml Aceton und 45 ml Methanol

Waschlsung:
0,15 mol/l Natriumchlorid mit Zusatz von 0,025 % Tween 20

3.14 Immunreagenzien

Polyklonale Antikorper:

Kaninchen-Anti-Maus-IgG (DAKO A/S, Z 0259)
Schwein-Anti-Kaninchen-IgG-HRP (DAKO A/S, P 0217)
Ziege-Anti-Kaninchen-IgG (Sigma Chemie GmbH, R-2004)
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3.1.5 Versuchstiere

Fir die Immunisierung wurden acht Kaninchen der Rasse Chinchilla-Bastard

(grau, weiblich, 1,5 bis 2,5 kg; Fa. Charles River, D-Kisslegg) verwendet.

3.1.6 Probenmaterial

Hemmstofffreie Vollmilch, 3,8 % Fettgehalt, pasteurisiert und homogenisiert, wurde im
Handel erworben. Hemmstofffreie Rohmilch stammte von Rindern aus der
Klinik fiir Wiederkduer und Schweine, Innere Medizin und Chirurgie der Wiederkauer,
der Justus-Liebig-Universitit Gielen, Prof. Dr. K. Doll, Frankfurter Strale 110,
35392 GieBBen. Hemmstoffpositive  Anlieferungsmilchproben stammten aus der
Untersuchungstitigkeit des Hessischen Verbandes fiir Leistungs- und Qualititspriifungen
in der Tierzucht e.V. (HVL). Diese Proben wurden bis zur Untersuchung bei —18 °C
bzw. —80 °C gelagert, am Tag der Untersuchung im Wasserbad bei +37 °C aufgetaut
und am gleichen Tag untersucht. Hemmstoffpositive Rohmilch stammte von einer
mit Excenel® RTU behandelten Kuh, (Alter: vier Jahre, Schwarz-Bunte-Holstein, zwei
Kalbungen) ebenfalls aus der Klinik fiir Wiederkéuer und Schweine der Justus-Liebig-

Universitit GieBen. Ndhere Daten zu den Tieren waren nicht verfiligbar.

3.1.7 Geriite

ELISA-Auto-Reader Tecan Sunrise (Tecan GmbH)
Heizbad GFL (MAGV GmbH,

Heiz- und Ultraschallbad Sonorex Super 10 P (Bandelin electronic)
Heizrithrer RCT basic (IKA" Labortechnik)
Heizrithrer MR 3001 (Heidolph GmbH)
Mikrotiterplattentaumelgerét Polymax 1040 (Heidolph GmbH)
Mikrotiterplattentaumelgerédt KS 250 basic (IKA" Labortechnik)
Multi-Blok® Heater20501 IDCE (Lab Line Instruments)
Minishaker MS (IKA® Labortechnik)
pH-Meter inolab Level 1mit Sen Tix HW Elektrode (WTW GmbH)
Photometer UV 1601 (Shimadzu Corporation)
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Sartorius Waage Master Pro LA

Sartorius Waage Basic plus

(Sartorius AG)
(Sartorius AG)

Variable Pipetten 0,5-10 ul, 10-100 pl, 100-1000 ul  (Eppendorf AG)
Variable 12-Kanalpipette 10-100 ul, 30-300 pl

Variable 12-Kanalpipette 50-300 ul
Vortex Genie 2

Zentrifuge Sepatech Varifuge RF
Zentrifuge Multifuge 3 S-R

3.1.8 Sonstige Materialien

(Eppendorf AG)
(Finnpipette Labsystems)
(Scientific Industries Inc.)
(Heraeus-Christ GmbH)
(Heraeus-Christ GmbH)

Mikrobiologische Tests: Brillantschwarz-Reduktionstest (BRT):

BRT Hemmstofftest

Rezeptorschnelltests:

Beta-s.t.a.r.25 und Peta-s.t.a.r.100
SNAP® Beta-laktam Test

Enzymimmuntests:

Mikrotiterplatten
Dialysierschlduche 6 mm Durchmesser
Dialysierschlduche 6 mm Durchmesser

Dialysierschlduche 16 mm Durchmesser

pH-Indikatorpapier:

Universalindikator pH 0 - 14

Datenverarbeitung:

Ridawin Software (Version 1.38)
Magellan Software (2.5)
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(AiM, Analytik in Milch GmbH)

(Chr. Hansen GmbH, 600897)
(IDEXX GmbH, 06-01916-04)

(Immunoplate, Nunc GmbH, 439454)
(Servapor, 44139)

(Visking, 44104)

(Visking, 44110)

(Merck KGaA, 1.09535)

(r-Biopharm, GmbH)
(Tecan Austria GmbH)



3.2 Methodik

3.2.1 Herstellung der Immunreagenzien

Cephalosporine wie Cefalexin und Ceftiofur wirken aufgrund ihres geringen
Molekulargewichtes per se nicht immunogen (Haptene) und wurden daher, um in
Versuchstieren eine spezifische Immunantwort mit Antikorperbildung hervorrufen zu

konnen, an ein Tragerprotein ausreichender GroB3e (KLH) gekoppelt.

Fiir die Durchfiihrung direkter kompetitiver Enzymimmuntests wurden enzymmarkierte
Antigene  hergestellt, dafiir wurde Cefalexin bzw. Ceftiofur jeweils an

Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelt.

Zur Etablierung kompetitiver indirekter Testverfahren wurde auBlerdem ein
Festphasenantigen aus dem entsprechenden Zielantibiotikum (Ceftiofur) und einem

Tragerprotein (BSA) synthetisiert.

3.2.1.1 Herstellung der Cephalosporin-Konjugate
3.2.1.1.1 Kopplung von Cefalexin bzw. Ceftiofur an KLH

Zur Kopplung von Cefalexin bzw. Ceftiofur an KLH wurde die Glutardialdehydmethode
eingesetzt. Das Kopplungsprinzip besteht in einer Vernetzung freier Aminogruppen durch
die Aldehydgruppen des homobifunktionellen Kopplungsreagens Glutardialdehyd
(AVRAMEAS, 1969; AVRAMEAS und TERNYNCK, 1969). In einer einstufigen
Reaktion wurden das entsprechende Antibiotikum sowie KLH jeweils in PBS und
Glutardialdehyd (GA) in A. dest. geldst, in einem molaren Verhiltnis von 10000:1:10000.
Nach dreistiindigem Riithren bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss wurde der
Kopplungsansatz zur Abtrennung von nicht gebundenem Antibiotikum sowie von
tiberschiissigem Kopplungsreagenz dreimal gegen 6 1 PBS dialysiert. Die verwendeten

Mengen an Antibiotika und an Protein sind in Tabelle 3.1 zusammengefasst.

3.2.1.1.2 Kopplung von Ceftiofur an BSA

Unter Verwendung von wasserloslichem Carbodiimid (1-Ethyl-3-(3-
Dimethylaminopropyl)-Carbodiimid, ED(P)C, C) wurden Ceftiofur-Natriumsalz sowie
Ceftiofur-Hydrochlorid jeweils an BSA gekoppelt. Da bei dieser einstufigen Reaktion
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sowohl iiber freie Carboxylgruppen als auch iiber primidre Aminogruppen des Haptens eine
Verkniipfung mit dem Tréigerprotein moglich ist, bestehen sowohl fiir Ceflexin als auch fiir
Ceftiofur jeweils zwei mdgliche Kopplungsstellen (Abbildung 2.5). Bei dieser einstufigen
Reaktion entsteht an der Carboxylgruppe des Dihydrothiazin-Ringes der Cephalosporine
bzw. des Proteins durch das im Uberschuss zugegebene Carbodiimid ein
O-Acylisoharnstoff, der mit freien Aminogruppen des Proteins bzw. des Cephalosporins
unter Bildung eines Amids und eines Harnstoffderivates reagiert (GOODFRIEND et al.,
1964; WONG, 1993). Bei den Kopplungen wurde ein molares Verhédltnis von
Antibiotikum zu Protein von 100:1 eingehalten. In einem typischen Reaktionsansatz
wurden Antibiotikum und Carbodiimid jeweils in A. dest. gelost und zu wéssriger BSA-
Losung gegeben. Der Ansatz wurde 24 h bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss
geriihrt und anschlieend dreimal gegen 6 1 PBS dialysiert. Die verwendeten Mengen an

Antibiotikum und an Protein sind in Tabelle 3.1 zusammengefasst.

Analog zu der unter 3.2.1.1.1 beschriebenen Kopplungsmethode mittels Glutardialdehyd
wurde Ceftiofur-Natriumsalz an BSA gekoppelt. Bei den Kopplungen wurde ein molares
Verhéltnis von Antibiotikum zu Protein von 100:1 eingehalten. Nach dreistiindigem
Riihren bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss wurde der Kopplungsansatz dreimal
gegen 6 1 PBS dialysiert. Die verwendeten Mengen an Antibiotikum und an Protein sind in

Tabelle 3.1 zusammengefasst.

3.2.1.1.3 Kopplung von Cefalexin bzw. Ceftiofur an HRP

Mit der unter 3.2.1.1.2 beschriebenen Kopplungsmethode unter Verwendung von
wasserloslichem Carbodiimid wurden Cefalexin sowie Ceftiofur jeweils an HRP gekoppelt
(molares Verhéltnis von Antibiotikum zu Protein von 100:1). In einem typischen
Reaktionsansatz wurden Antibiotikum und Carbodiimid im Uberschuss jeweils in A. dest.
gelost und zu wissriger HRP-Losung gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 24 h bei
Raumtemperatur unter Lichtausschluss wurde der Kopplungsansatz dreimal gegen 6 1 PBS
dialysiert. Die verwendeten Mengen an Antibiotikum und an Enzym sind in Tabelle 3.1

zusammengefasst.
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3.2.1.14 Charakterisierung der Konjugate

Der Proteingehalt der Antigen-Enzym-Konjugate wurde photometrisch anhand einer
Eichgeraden fiir HRP ermittelt, die durch Messung der Extinktion in einem
Konzentrationsbereich von 16 - 1000 pg/ml in PBS bei 403 nm erstellt wurde. Die
Quantifizierung des Gehaltes an KLH bzw. BSA in den Protein-Konjugaten wurde
lediglich abgeschétzt, da aufgrund der geringen Reinheit von KLH (ca. 60 %) bzw. der
Uberlagerung der Absorptionsmaxima von BSA mit demjenigen der Cephalosporine bei
280 nm eine genaue Quantifizierung nicht moglich war. Die Ergebnisse sind in den

Tabellen 4.1 und 4.2 dargestellt.

Die UV-Spektren dquimolarer Mengen Antigen-Protein-Konjugat und des entsprechenden
unmodifizierten Proteins wurden in einem Bereich von 190 - 350 nm ermittelt und die
Differenz:

Extinktiongenjugat bel Wellenlénge x

— Extinktionpoein bei Wellenlédnge x

errechnet. Die Wellenlédnge x entspricht dabei dem Absorptionsmaximum des jeweiligen

Antibiotikums (Cefalexin: Amax 263 nm; Ceftiofur: Apax 293 nm, Abbildung 3.1).

0.200 — , 0.200 — , |
0.600 - 0.600 -

1] ]

I o400 4 = 0.400 .
0.200 J = 0.200 .
0.000 L : 0.000 —L L 1

100.00 250,00 30000 350,00 180.00 250,00 200,00 350,00
nm. nm.
Abbildung 3.1: UV-Spektren von Cefalexin (links: 10 pg/ml in PBS) und

Ceftiofur (rechts: 10 pg/ml in PBS)
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Das ermittelte ,,Differenzspektrum* dquimolarer Mengen Antigen-Protein-Konjugat und
des entsprechenden unmodifizierten Proteins wurde mit dem Spektrum des jeweiligen
Antibiotikums verglichen und der Antibiotikagehalt der Konjugate photometrisch anhand
einer Eichgeraden fiir Cefalexin (Konzentrationsbereich von 1953 - 125000 ng/ml in PBS;
bei 262 nm) bzw. einer Eichgeraden fiir Ceftiofur (Konzentrationsbereich von 1953 -

31250 ng/ml in PBS; bei 293 nm) ermittelt.

3.2.1.2 Gewinnung spezifischer Antiseren
3.2.1.2.1 Immunisierung

Mit den in 3.2.1.1.1 beschriebenen KLH-Konjugaten wurden jeweils vier Kaninchen
(vgl. 3.1.5) immunisiert. Die in PBS gelosten Immunogene wurden mit komplettem
Freund'schem Adjuvans (1 + 3 Volumenteile) emulgiert. Die Proteinkonzentration der
Emulsionen betrug jeweils 4,4 mg/ml. Zur Grundimmunisierung wurden jeweils vier
Kaninchen je 2 ml Emulsion auf ca. 20 Stellen am Riicken verteilt intracutan appliziert
(NIESCHLAG et al., 1975). Die Restimulierungen erfolgten durch subcutane oder
intramuskuldre Injektion der gleichen Immunogen-Zusammensetzungen und -Dosen in der
17. Woche (Cefalexin-KLH) bzw. in der 12., 16. und 32. Woche (Ceftiofur-KLH). Das
Immunisierungsschema ist in Tabelle 3.2 angegeben. Der jeweilige Zeitpunkt der

Restimulierungen ist zudem aus den Abbildungen 4.4 und 4.5 ersichtlich.

Tabelle 3.2: Immunisierungsschema

Kaninchen Antibiotikum-Protein-Konjugat Zeitpunkt der Restimulierung
(Nr.) (Kopplungsmethode) (Woche nach Grundimmunisierung),

Injektionsart

1,2,3,4 Cefalexin-KLH (Glutardialdehyd) 17. Woche, s.c.
5,6,7,8 Ceftiofur-KLH (Glutardialdehyd) 12. Woche, i.m.
16. Woche, s.c.
32. Woche, s.c.
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3.2.1.2.2 Serumgewinnung

Ab der zweiten Woche nach der Grundimmunisierung wurde den Tieren in ein- bis
zweiwochigem Abstand aus der Arteria auricularis magna Blut entnommen. Das Serum
wurde durch zweimaliges Zentrifugieren (bei 1942 x g), 20 min, +4 °C) gewonnen und

ohne weitere Aufbereitung bei —18 °C aufbewahrt.

3.2.1.2.3 Uberpriifung des Immunisierungsverlaufs

Die Titerbestimmung erfolgte mit einer modifizierten “Double Antibody Solid Phase®-
Technik (DASP) (MARTLBAUER et al., 1988). Dazu wurden Mikrotiterplatten mit
Ziege-Anti-Kaninchen-IgG (Sigma Chemie) in einer Konzentration von 10 pg/ml in
Bicarbonatpuffer (3.1.3) beschichtet (100 upl/Kavitit) und 24 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach entfernen der Fliissigkeit wurden die Platten 30 min mit 2 % Casein/PBS
(200 pl/Kavitdt) abgesittigt. Nach dreimaligem Waschen der Platten mit Waschlosung und
Entfernen der Fliissigkeit (,,Ausschlagen®/,,Trockenschlagen® der Platten) wurden von
jedem Antiserum im Doppelansatz Verdiinnungsreihen pipettiert (in PBS, 50 pl/Kavitit).
Nach Zugabe der entsprechenden Enzymkonjugat-Losung (50 pl/Kavitit), verdiinnt in
1 % Casein/PBS (Cefalexin-HRP: 1500 ng HRP/ml; Ceftiofur-HRP: 25 pg HRP/ml),
wurde 2 h bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss und leichter Bewegung inkubiert.
Nach einem Wasch- und Trocknungsschritt wurde Substratlosung (3.1.3) (100 pl/Kavitdt)
zugegeben. Die Enzymreaktion wurde nach 8-20 min mit Schwefelsdure (1 mol/l;
100 pl/Kavitét) gestoppt und die Extinktion bei 450 nm gemessen. Als Titer wurde die
Serumverdiinnung definiert, die unter diesen Reaktionsbedingungen einen Extinktionswert
von 0,3 Einheiten ergab. Zum Vergleich wurde jeweils Praiimmunserum (Serum, das vor

der Immunisierung der entsprechenden Kaninchen gewonnen wurde) mituntersucht.

Die Titerbestimmung der mit Ceftiofur immunisierten Kaninchen erfolgte zusétzlich
mittels eines indirekten ELISA (MARTLBAUER, 1992). Dazu wurden Mikrotiterplatten
mit  Ceftiofur-(Natriumsalz)-C-BSA in einer Konzentration von 3 ug/ml in
Bicarbonatpuffer beschichtet (100 pl/Kavitdt) und 24 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Dann wurden die Platten ,ausgeschlagen und 30min mit 2 % Casein/PBS
(200 pl/Kavitat)  abgesittigt,  dreimal mit = Waschlosung  gewaschen  und

Ltrockengeschlagen®. Von jedem Antiserum wurden im Doppelansatz Verdiinnungsreihen
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in PBS (100 pl/Kavitdt) 1 h bei Raumtemperatur inkubiert (unter Lichtausschluss bei
leichter Bewegung). Nach einem weiteren Wasch- und Trocknungsschritt wurde die
entsprechende Enzymkonjugat-Losung (100 pl/Kavitit; Schwein-Anti-Kaninchen-IgG-
HRP, 3250 ng HRP/ml), verdiinnt in 1 % Casein/PBS, zugegeben und 1h bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach einem erneuten Wasch- und Trocknungsschritt wurde
Substratlosung (100 pl/Kavitit) zugegeben. Die Enzymreaktion wurde nach 8 - 20 min mit
Schwefelsdure (1 mol/l; 100 pl/Kavitit) gestoppt und die Farbintensitit bei 450 nm
gemessen. Als Titer wurde wiederum die Serumverdiinnung definiert, die unter diesen
Reaktionsbedingungen einen Extinktionswert von 0,3 Einheiten ergab. Zum Vergleich

wurde jeweils Praiimmunserum mituntersucht.

3.2.1.2.4 Auswahl der am besten geeigneten Antiseren

Die gewonnenen Antiseren gegen Cefalexin und Ceftiofur wurden wéhrend der gesamten
Immunisierungsdauer in zwei- bis vierwochigem Abstand auf ihre Eignung fiir den
Nachweis des jeweiligen Antibiotikums getestet. Dazu wurde in einer Modifikation der in
3.2.1.2.3 beschriebenen Doppelantikdrpertechnik in Mikrotiterplatten Antiserumver-
diinnungen  (in PBS, 35 pl/Kavitit) gegen Enzymkonjugatverdiinnungen  (in
1 % Casein/PBS, 35 pl/Kavitdt) mit und ohne Antibiotikumzusatz (35 pl/Kavitéit in PBS,
Konzentrationen 1 pg/ml bzw. 100 ng/ml) inkubiert (Abbildung 3.2). Fiir die weiteren
Versuche wurden diejenigen Antiseren gegen Cefalexin bzw. Ceftiofur ausgewihlt, die im
antibiotikafreien Ansatz Extinktionen von 0,8 - 1,2 Einheiten ergaben (bei moglichst
hoher Verdiinnung) und den gréften Extinktionsunterschied (B/B0) zwischen
antibiotikafreiem (B0) und antibiotikahaltigem (B) Ansatz aufwiesen, aulerdem wurde auf
einen hohen absoluten Titer der Seren Wert gelegt. Die nach diesen Kriterien ausgewahlten

Einzelseren jedes Tieres wurden jeweils gepoolt und portioniert.
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MARKIERTES ANTIGEN, VERDUNNUNG
| e———— | e————
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Abbildung 3.2:  Prinzipielle Plattenbelegung zur Schachbrett-Titration von Antiserum
und markiertem Antigen zur Ermittlung der optimalen Konzentration
der Immunreagenzien

3.2.1.2.5 Aufbereitung der Antiseren

Die nach den in 3.2.1.2.4 angegebenen Kriterien ausgewdhlten Antiserumpools gegen
Cefalexin wurden, modifiziert nach der Methode von HEBERT et al. (1973), mit
gesittigter Ammoniumsulfatlosung gefdllt und gegen PBS (3 x61) dialysiert. Die
Quantifizierung des Proteingehaltes der gefdllten Antiseren erfolgte photometrisch durch
Bestimmung der Extinktion bei einer Wellenlinge von 280 nm und Berechnung der

Konzentration nach folgender Formel:

EPXIO

¢ (mg/ml) =
Er

mit: Ep = Extinktion der Probe bei 280 nm

Er =Referenzextinktion einer IgG-Losung mit ¢ = 10 mg/ml bei 280 nm (13,7)
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Die gefillten Antiseren wurden portioniert und bei —18 °C aufbewahrt.

Die nach den in 3.2.1.2.4 angegebenen Kriterien ausgewdhlten Antiserumpools gegen

Ceftiofur wurden ohne weitere Aufarbeitung portioniert und bei —18 °C aufbewahrt.

3.2.2 Herstellung der Antibiotika-Standards

Zur Herstellung der Antibiotikastandard-Stammldsungen (1 mg/ml) wurden jeweils einige
Milligramm eines Antibiotikums in ein 10 ml-Glasflaschchen eingewogen und unter
Berticksichtigung des Salzanteils bzw. Reinheitsgrades durch Zugabe eines entsprechenden
Volumens PBS gelost. Um die Loslichkeit zu verbessern, wurden bei den entsprechenden
Antiinfektiva pro ml PBS ca. 300 - 500 ul Ethanol oder Dimethylsufoxid (DMSO)
zugegeben. Sowohl Stammldsungen als auch Gebrauchslosungen wurden an jedem
Untersuchungstag frisch hergestellt. Da nur begrenzte Mengen an Ceftiofur-Reinsubstanz
vorhanden waren, wurde diese Stammldsung linger verwendet (maximal vier Wochen).
Vorversuche hatten gezeigt, dass dies ohne Zersetzungsverluste bei einer Auftbewahrung

bei +4 °C moglich war.

Zur alkalischen Hydrolyse von Penicillin G wurde die Stammlésung (1 mg/ml in
Methanol) mit 20 pl NaOH (1 mol/I)/ml versetzt und bei Raumtemperatur 24 h inkubiert.
Zur alkalischen Hydrolyse weiterer Antibiotika (z.B. Cefalexin, Ceftiofur) wurden jeweils
450 ul - Stammlosung mit 50 ul NaOH (1 mol/l) versetzt und {iber Nacht bei

Raumtemperatur (unter leichtem Riihren) inkubiert.

Zur enzymatischen Hydrolyse einiger weiterer Antibiotika wurde 1 ml der jeweiligen
Stammlosung mit 20 pl Penicillinase versetzt und bei Raumtemperatur unter leichtem

Schiitteln 30 min inkubiert.

3.23 Herstellung der Ceftiofur-Derivate
3.2.3.1 Derivatisierung von Ceftiofur zu DFC und DFA

Zur Herstellung der Metaboliten wurde Ceftiofur nach einer modifizierten Methode von
CHAPMAN und OWEN (1950) mit Dithioerythritol (DTE) zu Desfuroylceftiofur (DFC)
derivatisiert (BECONI-BARKER et al., 1995b; ROSE et al., 1995). Die S-C=0 Gruppe des

Ceftiofurs reagiert unter Abspaltung von Furansiure, wobei eine SH-Gruppe entsteht. In
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einem zweiten Reaktionsschritt reagiert diese freie SH-Gruppe mit Jodacetamid unter

Bildung von Desfuroylceftiofur-Acetamid (DFA).

In einem typischen Reaktionsansatz wurden 1 oder 10 mg Ceftiofur (Hydrochlorid) in
10 ml Reaktionslosung (DTE in Boratpuffer, 3.1.3) 15 min im Wasserbad bei +50 °C
erhitzt. Zur Synthese von DFA wurde Jodacetamid im Uberschuss (40 mg in 1 ml PBS) zu
dem oben beschriebenen Ansatz gegeben und 30 min bei Raumtemperatur unter

Lichtausschluss inkubiert.

Diese Losungen wurden sofort untersucht und bis zur Verwendung in weiteren Versuchen

bei —18 °C bzw. —80 °C gelagert.

Das Reaktionsschema, die eingesetzten Mengen an Ceftiofur und Reagenzien sowie die

Reaktionsbedingungen sind in Abbildung 3.3 angegeben.

3232 Uberpriifung der Derivatisierungen

Zur Uberpriifung der Derivatisierung wurden photometrisch die Spektren der Substanzen
(Ceftiofur, DFC, DFA) gemessen. Die Abspaltung von Furansdure wurde durch eine

Verschiebung des Absorptionsmaximums in den kurzwelligen Bereich angezeigt.

Alle drei Substanzen wurden zum Vergleich ihrer mikrobiologischen Aktivitit im BRT
(gemdll § 64 LFGB Methode L 01.01-5 (ASU, 1996a); siehe2.4.1.1.2) in einem
Konzentrationsbereich von 4 ng/ml bis 10 pg/ml eingesetzt. Des Weiteren wurde nach
3.2.2 alkalisch hydrolysiertes Cefalexin bzw. Ceftiofur eingesetzt. Die alkalische
Hydrolyse fiihrt zu einer Offnung des B-Laktamringes, die mit dem Verlust der
mikrobiologischen Aktivitidt einhergeht. Dies wurde durch Einsatz des hydrolysierten
Cefalexins bzw. Ceftiofurs in Konzentrationen von 50, 100, 300 bzw. 600 ng/ml im BRT
als mikrobiologisches Testsystem iiberpriift. Dazu wurden 100 pl/Kavitit der
entsprechenden Losung im Doppel- oder Vierfachansatz in die Mikrotiterplatte pipettiert
und durchschnittlich 2,5 h im Wasserbad bei +64 °C inkubiert. Die Auswertung (vgl.
2.4.1.1.2) erfolgte visuell (durch Beurteilung des Farbumschlags des Agars) und
instrumentell (durch Messung der UV-Absorption bei 450 nm).
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3.24 Erstellung und Charakterisierung enzymimmunologischer Nachweis-

verfahren fiir CEFALEXIN

Zur Erstellung von Enzymimmuntests zum Nachweis von Cefalexin wurden verschiedene

Verfahren getestet und verglichen.

3.24.1 Kompetitiver direkter simultaner EIA (Beschichtung mit Antiserum)

Bei dieser Methode wurde Antiserum gegen Cefalexin jeweils direkt zur Beschichtung der
Mikrotiterplatten verwendet. Freies und enzymmarkiertes Cefalexin konkurrieren um die
begrenzte Anzahl von Antikdrperbindungsstellen (direkt kompetitives Verfahren). Das an
die Antikorper gebundene Enzymkonjugat fiithrt zu einem Substratumsatz, der umgekehrt
proportional zur Antibiotika-Konzentration in der Probe ist. Die Inkubation der
Immunreagenzien erfolgt simultan. Ungebundene Reagenzien werden durch Waschschritte
entfernt. Ein Vorteil dieses Verfahrens ist, dass Rohserum ohne Aufbereitung verwendet

werden kann.

3.24.1.1 Durchfiihrung

Zur Durchfiihrung wurden Mikrotiterplatten mit nach 3.2.1.2.4 ausgewihlten und nach
3.2.1.2.5 gefillten Antiseren in Bicarbonatpuffer (100 pl/Kavitdt) beschichtet und iiber
Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Entfernen der Fliissigkeit wurden freie
Bindungsstellen mit 2 % Casein/PBS (200 pl/Kavitit) 30 min abgeséttigt. Nach
dreimaligem Waschen der Platten mit Waschlosung und Entfernen der Fliissigkeit
(,,Ausschlagen‘/,, Trockenschlagen* der Platten) wurden gleichzeitig Cefalexin-Standard
(50 p/Kavitdit) in  PBS bzw. 10 % iger Magermilchpulverlosung (in  A. dest.
rekonstituiertes Magermilchpulver) und Cefalexin-Enzymkonjugat (50 pl/Kavitdt, in
1 % Casein/PBS) zugegeben und 2 h bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer bei
leichter Bewegung inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt zur Entfernung
ungebundener Reagenzien und ,,Trockenschlagen* der Platten wurde Substratlosung
(100 pl/Kavitit) zugegeben. Nach etwa 15 min wurde die Umsetzungsreaktion mit
1 mol/l Schwefelsdure (100 pl/Kavitét) gestoppt und die Extinktion bei einer Wellenldnge

von 450 nm gemessen.
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3.2.4.1.2 Optimierung der Empfindlichkeit des Testsystems

Die Bestimmung der optimalen Verdiinnungen der geféllten Antiseren und des Cefalexin-
HRP-Enzymkonjugates erfolgte analog zu der in 3.2.4.1.1 beschriebenen Methode unter
Verwendung der in Abbildung 3.2 dargestellten Plattenbelegung. Mikrotiterplatten
wurden mit Verdiinnungsreihen der gefdllten Antiseren von Kaninchen (Kan.)3 bzw.
Kan. 4 beschichtet (1:1000 bis 1:8000) und gegen Enzymkonjugatverdiinnungsreihen
(Kan. 3: 1:5000 bis 1:50000; Kan. 4: 1:15000 bis 1:120000) titriert (Schachbrett-Titration).
Hierbei wurde antibiotikafreier Kontrollansatz gegen antibiotikahaltigen Vergleichsansatz

(Kan. 3: 5 ng/ml; Kan. 4: 1 ng/ml) in 10 % iger Magermilchpulverlosung titriert.

Als optimal wurden diejenigen Kombinationen der Antiserum- und Enzymkonjugat-
verdiinnung angesehen, die bei einer Inkubationszeit von 15 min einen Extinktionswert des
antigenfreien Ansatzes von 0,8 - 1,2 sowie den grofiten Extinktionsunterschied (B/BO0)

zwischen antigenfreiem (B0) und antigenhaltigem (B) Ansatz ergaben.

Mit den so ermittelten Kombinationen wurden fiir Cefalexin (i.A. im Vierfachansatz) im
Konzentrationsbereich von 0,026 - 200 ng/ml (Kan. 3) bzw. 0,008 - 60 ng/ml (Kan. 4)
Standardkurven sowohl in Puffer (PBS) als auch in 10 % iger Magermilchpulverlosung
angelegt. Die fiir die jeweiligen Cefalexin-Konzentrationen ermittelten Extinktionswerte
wurden als Prozentwerte der Extinktion des cefalexinfreien Ansatzes (,,Leerwert®)
ausgedriickt (unter Verwendung der Software ,,Ridawin®, einer kommerziell erhiltlichen,
weiterentwickelten Version eines von MARTLBAUER eral. (1988) beschriebenen
Computerprogramms zur Auswertung kompetitiver EIAs). Um Fehlinterpretationen
vorzubeugen, wurden bei der Auswertung von Probenmesswerten (3.2.6) anhand der
erstellten Standardkurven nur Werte beriicksichtigt, die in Extinktionswerte von mehr als
30% und weniger als 70% des antibiotikafreien Ansatzes (B/B0) resultierten,
entsprechend dem quasi-linearen Bereich der Standardkurven. Als Mall fiir die
Empfindlichkeit des jeweiligen Testsystems wurde der 50 %-Wert, d.h. diejenige
Antibiotikumkonzentration, welche die Bindung des enzymmarkierten Antigens an die
Antikorper um 50 % reduzierte sowie die Nachweisgrenze bestimmt. Die Nachweisgrenze
entsprach derjenigen Cefalexin-Konzentration, welche die Bindung des enzymmarkierten
Antibiotikums um 30 % reduzierte und damit einen Extinktionswert von 70 % des

Nullwertes (maximale Bindung) ergab (Tabelle 4.4).
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3.24.1.3 Spezifitit des Testsystems

Zur Bestimmung der Spezifitdt der verwendeten Antiseren in dem beschriebenen direkten
simultanen EIA wurden Kompetitionsversuche mit anderen Cephalosporinen (Cefapirin,
Cefoperazon, Cefazolin, Ceftiofur, Cefaclor, Cefmandol, Cefadroxil, Ceftriaxon,
Cefoxitin, Cephradin, Cefmetazol, Cefotaxim, Cefsulodin, Cefuroxim, Cefquinom,
Cefalonium, Cefacetril) und Penicillinen (Penicillin G, Ampicillin, Amoxicillin,
Cloxacillin, Dicloxacillin, Oxacillin) durchgefiihrt. Zudem wurden DFC und DFA (3.2.3)
und ebenso (in 3.2.2 beschrieben) durch alkalische Hydrolyse erzeugte Penicillin G-
Derivate (BPO = Benzylpenicilloyl) sowie enzymatisch mit Penicillinase hydrolysierte
Substanzen (Penicillin G, Cefalexin, Ceftiofur, DFC, DFA) getestet. Grundsétzlich wurden
alle Standard- und Extraktionslosungen im Dreifach- oder Vierfachansatz eingesetzt. In
einem ersten Versuch wurden die Substanzen in einem Konzentrationsbereich von
100 ng/ml - 1000 ng/ml in PBS eingesetzt. Zeigte sich hier eine Reduktion der Extinktion
im Vergleich zum antigenfreien Ansatz, so wurden in weiteren Versuchen Standardkurven
der entsprechenden Substanzen (Cefaclor, Cefadroxil, Cephradin) erstellt. Die
Standardkurven  wurden analog 2zu3.2.4.1.2 im Konzentrationsbereich  von
0,026 - 200 ng/ml in 10 % iger Magermilchpulverlosung erstellt, um als Mal} fiir die
Kreuzreaktion die 50 %-Werte zu bestimmen. Die Berechnung der relativen Kreuzreaktion
(Tabelle 4.5), d.h. das Mal} der Reaktion einer Substanz [X] im Testsystem zum Nachweis

von Cefalexin [C] erfolgte anhand der ermittelten 50 %-Dosis nach folgender Formel:

50 %-Dosis [C]
relative Kreuzreaktion (%) = x 100

50 %-Dosis [X]

3242 Kompetitiver direkter simultaner EIA (DASP-Technik)

Bei dieser, bereits unter 3.2.1.2.3 beschriebenen DASP-Technik, werden die spezifischen,
gegen Cefalexin gerichteten Antikorper an einen zweiten, gegen Kaninchen-IgG
gerichteten Antikorper (Ziege-Anti-Kaninchen-IgG), der als Festphase dient, gebunden

(direkt kompetitive Testanordnung).
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3.24.2.1 Durchfiihrung

Zur Durchfiihrung des EIA wurden Mikrotiterplatten mit Ziege-Anti-Kaninchen-IgG in
einer Konzentration von 10 pg/ml in Bicarbonatpuffer (100 pl/Kavitét) beschichtet und
iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Entfernen der Fliissigkeit wurden freie
Bindungsstellen mit 2 % Casein/PBS (200 pl/Kavitit) 30 min abgesittigt. Nach
dreimaligem Waschen der Platten mit Waschlosung und ,,Ausschlagen® wurden
gleichzeitig Antiserum (35 pl/Kavitit, in PBS), Cefalexin-Standard (35 pl/Kavitét, in PBS
bzw. 10 % iger Magermilchpulverlosung) und Cefalexin-Enzymkonjugat (35 pl/Kavitit, in
1 % Casein/PBS) zugegeben und 2 h bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer bei
leichter Bewegung inkubiert. Die weitere Durchfilhrung erfolgte wie unter 3.2.4.1.1

beschrieben.

3.24.2.2 Optimierung der Empfindlichkeit des Testsystems

Die Ermittlung der optimalen Verdiinnungen der Immunreagenzien erfolgte analog zu der
in 3.2.1.2.4 beschriebenen Methode unter Verwendung der in Abbildung 3.2 dargestellten
Plattenbelegung. Dabei wurden Antiserumverdiinnungsreihen (1:1000, 8 x 1:3 weiter-
verdiinnt) gegen Enzymkonjugatverdiinnungsreihen (1:1000, 6 x 1:3 weiterverdiinnt)
titriert (Schachbrett-Titration), mit und ohne Zusatz des Antibiotikums (1000 ng/ml, in

10 % iger Magermilchpulverldsung).

Als optimal wurden diejenigen Kombinationen der hochsten Antiserum- und
Enzymkonjugatverdiinnung angesehen, die den in 3.2.1.2.4 beschriebenen Kriterien am

besten geniigten.

Mit den so ermittelten Kombinationen wurden fiir Cefalexin (i.A. im Vierfachansatz) in
einem Konzentrationsbereich von 0,098 - 200 ng/ml Standardkurven in 10 % iger
Magermilchpulverlosung erstellt. Die fiir die jeweiligen Cefalexin-Konzentrationen
ermittelten Extinktionswerte wurden als Prozentwerte der Extinktion des cefalexinfreien
Ansatzes ausgedriickt. Bei der Auswertung von Probenmesswerten (3.2.6) anhand der
erstellten Standardkurven wurden nur Verdiinnungsstufen beriicksichtigt, die in
Extinktionswerte von mehr als 30 % und weniger als 70 % des antibiotikafreien Ansatzes
(B/B0) resultierten, entsprechend dem quasi-linearen Bereich der Standardkurven

(analog zu 3.2.4.1.2, MARTLBAUER etal. (1988). Als MaB fiir die Qualitit jedes
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durchgefiihrten Tests diente wiederum der 50 %-Wert und die Nachweisgrenze, bestimmt

als 70 %-Extinktionswert (Tabelle 4.7).

3.2.4.2.3 Spezifitit des Testsystems

Ausgehend von den in 3.2.4.1.3 beschriebenen Versuchen wurden Kompetitionsversuche
mit anderen Cephalosporinen (Cefapirin, Cefoperazon, Cefazolin, Ceftiofur, Cefaclor,
Cefmandol, Cefadroxil, Ceftriaxon, Cefoxitin, Cephradin, Cefmetazol, Cefotaxim,
Cefsulodin, Cefuroxim) und Penicillinen (Penicillin G, Ampicillin, Amoxicillin,
Cloxacillin, Dicloxacillin) durchgefiihrt. Die Substanzen wurden typischerweise im
Dreifach- oder Vierfachansatz im Konzentrationsbereich von 100 ng/ml - 1000 ng/ml in

PBS in den Test eingesetzt.

3.2.5 Erstellung und Charakterisierung enzymimmunologischer Nachweis-

verfahren fiir CEFTIOFUR

Zur Erstellung von Enzymimmuntests zum Nachweis von Ceftiofur wurden verschiedene

Verfahren getestet und verglichen.

3.2.5.1 Kompetitiver indirekter EIA (Beschichtung mit Antigen)

Prinzipiell konkurrieren bei dieser Methode immobilisierter Analyt (Festphasenantigen)
und freier Analyt um eine begrenzte Anzahl Antikdrperbindungsstellen. An die Festphase
gebundene Antikorper werden danach iiber einen zweiten, enzymmarkierten Antikdrper
nachgewiesen. Zur Herstellung des Festphasenantigens wurde Ceftiofur an das
Tragerprotein BSA gekoppelt. Die Herstellung der verschiedenen Festphasenantigene
(3.2.1.1.2, Tabelle 4.2) erfolgte zum einen unter Verwendung des gleichen
Derivatisierungsreagenz und zum anderen unter Verwendung eines anderen

Derivatisierungsreagenz wie fiir die Herstellung des Immunogens (3.2.1.1.1).

87



3.2.5.1.1 Durchfiihrung

Zur Durchfiihrung wurden Mikrotiterplatten mit Ceftiofur-(Natriumsalz)-C-BSA-Konjugat
(3.2.1.1.2) in einer Konzentration von 3 pg/ml in Bicarbonatpuffer (100 pl/Kavitit)
beschichtet und iliber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Entfernen der
Fliissigkeit wurden freie Bindungsstellen mit 2 % Casein/PBS (200 pl/Kavitit) 30 min
abgesittigt. Nach dreimaligem Waschen der Platten mit Waschlésung und ,,Ausschlagen*
wurden gleichzeitig Antiserum (50 pl/Kavitdt, in PBS) und Ceftiofur-Standard
(50 pl/Kavitit, in PBS bzw. 10 %iger Magermilchpulverlosung) zugegeben und 1 h bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer bei leichter Bewegung inkubiert. Nach einem
Waschschritt zur Entfernung ungebundener Reagenzien und ,, Trockenschlagen® der Platten
wurde als  Enzymkonjugat  Schwein-Anti-Kaninchen-IgG-HRP  (DAKO) in
1 % Casein/PBS (100 pl/Kavitét) zugegeben und 1 h bei Raumtemperatur in einer feuchten
Kammer bei leichter Bewegung inkubiert. Nach einem erneuten Wasch- und
Trocknungsschritt wurde Substratlosung (100 pl/Kavitdt) zugegeben. Nach etwa 15 min
wurde die Umsetzungsreaktion mit 1 mol/l Schwefelsdure (100 pl/Kavitit) gestoppt und

die Extinktion bei einer Wellenldnge von 450 nm gemessen.

3.2.5.1.2 Optimierung der Empfindlichkeit des Testsystems

Zur Auswahl der optimalen Kombinationen an Immunreagenzien wurde zuerst die
geeignete Konzentration an Festphasenantigen (3.2.1.1.2) und Antiserum ermittelt. Dazu
wurden Mikrotiterplatten in einer Modifikation der unter 3.2.5.1.1 beschriebenen Methode
mit Verdiinnungsreihen der jeweiligen Festphasenantigene (100 ul/Kavitit; in Bicarbonat-
puffer) in einer Konzentration von 0,041 pg/ml bis 10 pg/ml beschichtet und iiber Nacht
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Absittigen, Waschen und ,,Trockenschlagen® der
Platten wurden von jedem Antiserum Verdiinnungsreihen (1:100, 6 x 1:3 weiterverdiinnt)
angelegt und diese (50 pl/Kavitdt) ohne und mit Antibiotikumzusatz (50 ul/Kavitit,
100 ng/ml in PBS) 1 h bei Raumtemperatur inkubiert (unter Lichtausschluss mit leichter
Bewegung). Nach einem weiteren Wasch- und Trocknungsschritt wurde die Enzym-
konjugat-Losung (100 pl/Kavitdt; Schwein-Anti-Kaninchen-IgG-HRP, 1300 ng HRP/ml;
in 1 % Casein/PBS) zugegeben und 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem

erneuten Wasch- und Trocknungsschritt wurde Substratlosung (100 pl/Kavitédt) zugegeben.
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Die Enzymreaktion wurde nach 10 - 20 min mit Schwefelsdure (1 mol/l, 100 ul/Kavitit)
gestoppt und die Farbintensitdt bei 450 nm gemessen. Fiir die weiteren Versuche wurde
diejenige Kombination ausgewéhlt, die noch Extinktionen im antibiotikafreien Ansatz
von 0,8 - 1,2 Einheiten ergab und den grofiten Extinktionsunterschied (B/B0) zwischen
antibiotikafreiem (B0) und antibiotikahaltigem (B) Ansatz aufwies. Abbildung 3.2 zeigt

die hierfiir verwendete Plattenbelegung.

Zusitzlich wurden noch die optimale Konzentrationen des Anti-Kaninchen-IgG HRP
bestimmt, dazu wurden Mikrotiterplatten mit Ceftiofur-(Natriumsalz)-C-BSA-Konjugat
(3.2.1.1.2) in einer Konzentration von 3 pg/ml (100 ul/Kavitit, in Bicarbonatpuffer)
beschichtet und tiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Analog zu der in 3.2.5.1.1
beschriebenen Methode unter Verwendung der in Abbildung 3.2 dargestellten
Plattenbelegung wurden Antiserumverdiinnungsreihen (beispielsweise 1:1000; 1:1500;
1:2000) gegen Enzymkonjugatverdiinnungsreihen (beispielsweise 1:400; 1:800; 1:1200;
1:1600) titriert. Hierbei wurden antibiotikafreier Kontrollansatz gegen antibiotikahaltigen
Vergleichsansatz (Kan. 5: 10 ng/ml; Kan. 6: 20 ng/ml) in 10 % iger Magermilch-

pulverldsung titriert.

Als optimal wurden diejenigen Kombinationen der hochsten Antiserum- und
Enzymkonjugatverdiinnung angesehen, die die in 3.2.1.2.4 beschriebenen Kriterien

erfullten.

Mit den so ermittelten Kombinationen wurden Ceftiofur-Standardkurven (i.A. im
Vierfachansatz) sowohl in Puffer (PBS) als auch in 10 % iger Magermilchpulverlosung in
einem Konzentrationsbereich von 0,247 - 60 ng/ml (Kan. 5) bzw. 0,823 - 200 ng/ml
(Kan. 6) angelegt. Die fiir die jeweiligen Ceftiofur-Konzentrationen ermittelten
Extinktionswerte wurden als Prozentwerte der Extinktion des ceftiofurfreien Ansatzes
(,,Leerwert*) ausgedriickt (unter Verwendung der Software ,,Ridawin®, einer kommerziell
erhiltlichen, weiterentwickelten Version eines von MARTLBAUER etal (1988)
beschriebenen Computerprogramms zur Auswertung kompetitiver EIAs). Zur Vermeidung
von Fehlinterpretationen, wurden bei der Auswertung von Probenmesswerten (3.2.6)
mittels der erstellten Standardkurven nur Werte berticksichtigt, die in Extinktionswerte von
mehr als 30 % und weniger als 70 % des antibiotikafreien Ansatzes (B/B0) resultierten,
entsprechend dem quasi-linearen Bereich der Standardkurven. Als MaBl fiir die
Empfindlichkeit des jeweiligen Testsystems wurde der 50 %-Wert, d.h. diejenige

Antibiotikumkonzentration, welche die Bindung des immobilisierten Antigens an die

89



Antikorper um 50 % reduzierte sowie die Nachweisgrenze bestimmt. Die Nachweisgrenze
entsprach dem 70 %-Wert, d.h. diejenige Ceftiofur-Konzentration, welche die Bindung des
immobilisierten Antigens um 30 % reduzierte und damit einen Extinktionswert von 70 %

des Nullwertes (maximale Bindung) ergab (Tabelle 4.9).

3.2.5.1.3 Spezifitit des Testsystems

Zur Bestimmung der Spezifitit der verwendeten Antiseren von Kan. 5 und Kan. 6 in den
beschriebenen indirekten EIAs wurden Kompetitionsversuche mit anderen
Cephalosporinen (Cefalexin, Cefapirin, Cefoperazon, Cefazolin, Cefaclor, Cefmandol,
Cefadroxil, Ceftriaxon, Cefoxitin, Cephradin, Cefmetazol, Cefotaxim, Cefsulodin,
Cefuroxim, Cefquinom, Cefalonium, Cefacetril) und Penicillinen (Penicillin G, Ampicillin,
Amoxicillin, Cloxacillin, Dicloxacillin, Oxacillin) durchgefiihrt. Ebenfalls wurden wie in
3.2.3 beschrieben hergestelltes DFC, DFA und (wie in 3.2.2 beschrieben) durch alkalische
Hydrolyse erzeugte Penicillin G-Derivate (BPO) sowie mit Penicillinase hydrolysierte
Substanzen (Penicillin G, Ceftiofur, DFC, DFA) getestet. Grundsitzlich wurden alle
Standard- und Extraktionslosungen im Dreifach- oder Vierfachansatz eingesetzt. Die
Substanzen wurden im Konzentrationsbereich von 100 ng/ml - 1000 ng/ml in PBS
eingesetzt. Zeigte sich hier eine Reduktion der Extinktion im Vergleich zum Leerwert, so
wurden in weiteren Versuchen Standardkurven der entsprechenden Substanzen
in 10 % iger Magermilchpulverlésung im Konzentrationsbereich von 4 - 1000 ng/ml
(Ceftriaxon, Cefotaxim, Cefuroxim) bzw. 0,5 ng/mlbis 10 pg/ml (DFC) sowie
12 - 3000 ng/ml (DFC, DFA) erstellt (3.2.5.1.1), um als MaB fiir die Kreuzreaktion die
50 %-Werte zu bestimmen. Die Berechnung der relativen Kreuzreaktion (Tabelle 4.10)
erfolgte analog zu 3.2.4.1.3.

3252 Kompetitiver direkter simultaner EIA (DASP-Technik)

Es wurde versucht auf Basis der DASP, wie bereits unter 3.2.4.2 fiir Cefalexin
beschrieben, ebenfalls ein direktes Testsystem fiir Ceftiofur zu entwickeln. Hierbei wurde
analog zu 3.2.4.2.1 verfahren, jedoch unter Verwendung von Ceftiofur-Antiserum,

Ceftiofur-Standard sowie Ceftiofur-HRP-Konjugat.
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3.2.6 Versuche zur Anwendbarkeit der entwickelten EIAs

Die Herstellung der Standardgebrauchslosungen und die Dotierung der Proben erfolgte
taglich frisch. Grundsitzlich wurden alle Standardldsungen, unverdiinnte Milchproben und
Probenverdiinnungen (typischerweise z.B. 1:3, 1:9, 1:27) im Vierfachansatz in die Tests

eingesetzt.

3.2.6.1 Nachweis von CEFALEXIN in kiinstlich kontaminierter Milch

Zur Uberpriifung der praktischen Anwendbarkeit der entwickelten EIAs zum Nachweis
von Cefalexin-Riickstinden in Lebensmitteln tierischen Ursprungs (Milch) wurden
Milchproben mit Cefalexin kiinstlich kontaminiert und in die kompetitiven direkten
simultanen EIAs unter Verwendung der Antiserumpools von Kan.3 bzw. Kan. 4

eingesetzt.

3.2.6.1.1 Kiinstliche Kontaminierung und Probenvorbereitung

Milch (pasteurisierte, homogenisierte Konsummilch (3,8 % Fett) oder frische Rohmilch)
wurde mit Cefalexin dotiert, in den Konzentrationen entsprechend dem zehntel, viertel,
halben, einfachen und doppelten MRL-Wert (10, 25, 50, 100 oder 200 ng/ml). Vor dem
Einsatz in den EIA wurde die Milch durch Zentrifugieren (1942 x g, +4 °C, 15 min)
entfettet.

3.2.6.1.2 Durchfiihrung der EIAs zum Nachweis von Cefalexin

Die kiinstlich kontaminierten Milchproben wurden in die EIAs (3.2.4.1) eingesetzt, als
Negativkontrolle wurde stets eine antibiotikafreie Milchprobe mituntersucht. Die
entsprechenden  Cefalexin-Standards  und  Probenverdiinnungen = wurden  in
10 % iger Magermilchpulverlosung angefertigt. Vorversuche hatten gezeigt, dass zur
Vermeidung unspezifischer Matrixeffekte die Milchproben entfettet und Verdiinnungen in

10 % iger Magermilchpulverldsung angelegt werden miissen.
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3.2.6.1.3 Auswertung der EIAs zum Nachweis von Cefalexin

Zur automatisierten Auswertung der EIAs erfolgte die Belegung der Mikrotiterplatten nach
einem standardisierten Pipettierschema. Die vom Autoreader ermittelten Messwerte
wurden direkt auf den Computer iibertragen und unter Verwendung der Software
»Ridawin“ (eine kommerziell erhiltliche, weiterentwickelte Version des von
MARTLBAUER efal. (1988) beschriebenen Computerprogramms zur Auswertung
kompetitiver EIAs) ausgewertet. Anhand der Standardkurve fiihrte das Programm die

Berechnung der Cefalexinkonzentration in den Proben durch.

3.2.6.2 Nachweis von CEFTIOFUR in kiinstlich kontaminierter Milch

Zur Uberpriifung der praktischen Anwendbarkeit der entwickelten EIAs als Verfahren zum
Nachweis von Ceftiofur-Riickstinden in Lebensmitteln tierischen Ursprungs (Milch)
wurden Milchproben mit Ceftiofur kiinstlich kontaminiert und in die kompetitiven
indirekten EIAs, unter Verwendung des Antiserums von Kan. 5 (EIA-1(C)) bzw.
Kan. 6 (EIA-2(CM)), eingesetzt.

3.2.6.2.1 Kiinstliche Kontaminierung und Probenvorbereitung

Die kiinstliche Kontaminierung der Milchproben mit Ceftiofur und Probenvorbereitung

erfolgte analog zu 3.2.6.1.1.

3.2.6.2.2 Durchfiihrung der EIAs zum Nachweis von Ceftiofur

Die kiinstlich kontaminierten Milchproben wurden in die EIAs (3.2.5.1) eingesetzt, als
Negativkontrolle wurde stets eine antibiotikafreie Milchprobe mituntersucht. Die
entsprechenden  Ceftiofur-Standardkurven und  Probenverdiinnungen wurden in
10 % iger Magermilchpulverldosung angefertigt. Vorversuche hatten gezeigt, dass zur
Vermeidung unspezifischer Matrixeffekte, ebenso wie im Testsystem fiir Cefalexin
(3.2.6.1.2), die Milchproben entfettet und Verdinnungen in 10 % iger

Magermilchpulverlosung angelegt werden miissen.
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3.2.6.2.3 Auswertung der EIAs zum Nachweis von Ceftiofur

Die Auswertung erfolgte analog zu 3.2.6.1.3.

3.2.63 Nachweis von CEFTIOFUR in hemmstoffpositiver Anlieferungsmilch

Bei den drei hier beschriebenen mit Ceftiofur kontaminierten Milchproben handelte es sich
um Anlieferungsproben des Jahres 2003 verschiedener Milchviehbetriebe (Bestandsgrofle
jeweils ca. 60 - 80 Rinder) in Hessen, die im Rahmen der Giitepriifung durch den HVL
mittels BRT als hemmstoffpositiv ermittelt wurden. Die betroffenen Landwirte hatten
jeweils Excenel® RTU bzw. Excenel® eingesetzt. Die Proben wurden an die Professur fiir
Milchwissenschaften zur Abklarung, d.h. zur Identifizierung und Quantifizierung der

Riickstands-verursachenden Substanz, iibersandt.

3.2.6.3.1 Vorberichte zu den Milchproben

Probe A005/2003

Im ersten Fall war vorberichtlich — nach Angaben des Tierhalters — eine Kuh des Betriebs
acht Tage vor Probenahme einmal mit 10 ml Excenel® RTU (entsprechend 500 mg
Ceftiofur/Tier, normale Dosierung) vom Landwirt selbst behandelt worden. Die
Applikationsart konnte nicht genau gekliart werden, nach Angaben des Landwirts erfolgte
sie intramuskuldr. Zugelassen ist das Medikament fiir Rinder jedoch nur fiir die subcutane

Applikation.

Probe A031/2003

Im zweiten Fall war eine Kuh des Betriebs zwolf oder fiinf Tage vor Probenahme
drei Tage lang mit Excenel® RTU (Dosierung unbekannt) vom Landwirt selbst behandelt
worden. Die Applikationsart ist nicht bekannt, vermutlich erfolgte die Verabreichung

intramuskulér.

Probe A037/2003
Im dritten Fall handelt es sich um eine Verdachtsprobe, die von der Molkerei gezogen

worden war. Der Landwirt hatte Excenel” intramammir eingesetzt.
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3.2.6.3.2 Untersuchung mittels mikrobiologischer Tests, Rezeptor-Bindungstests und
ElAs

Zur ldentifikation von B-Laktam-Antibiotika als Hemmstoffursache wurden im Rahmen
eines integrierten Nachweis- und Differenzierungssystems verschiedene Testsysteme
eingesetzt. Der FEinsatz der Milchproben in den als mikrobiologisches Testsystem
verwendeten BRT erfolgte laut Herstellerangaben. Zusétzlich erfolgte eine Penicillinase-
Behandlung der Proben: dazu wurde die jeweilige Milchprobe (1 ml) mit
20 pl Penicillinase versetzt und bei Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln 30 min
inkubiert. Die unbehandelten Milchproben sowie die Penicillinase-behandelten
Milchproben wurden dann jeweils im Vierfachansatz unverdiinnt und in verschiedenen

Verdiinnungsstufen (z. B. 1:3, 1:9, 1:27) eingesetzt.

Zur weiteren Untersuchung der Gruppenidentitit ,,p-Laktam-Antibiotika® wurden zwei
Rezeptor-Bindungstests (SNAP® Beta-laktam Test, Peta-s.t.a.r.), ebenfalls gemiB den
jeweiligen Herstellerangaben, durchgefiihrt. Hier wurden wiederum die unbehandelten
Milchproben sowie die Penicillinase-behandelten Milchproben jeweils unverdiinnt

eingesetzt.

Zum Ausschluss von Penicillinen als Riickstands-Verursacher wurden die Milchproben in
einen gruppenspezifische EIA zum Nachweis von Penicillinen (USLEBER et al., 1998)
eingesetzt. Die unbehandelten Milchproben sowie die Penicillinase-behandelten
Milchproben wurden jeweils im Vierfachansatz unverdiinnt und in verschiedenen

Verdiinnungsstufen (z. B. 1:3, 1:9, 1:27) eingesetzt.

3.2.6.3.3 Untersuchung mittels EIAs zum Nachweis von Ceftiofur

Die iibersandten Milchproben wurden in Vierfachansitzen in die kompetitiven indirekten
EIAs nach 3.2.5.1 eingesetzt, als Negativkontrolle wurde stets eine antibiotikafreie
Milchprobe  mituntersucht. Die entsprechenden  Ceftiofur-Standardkurven  und
Probenverdiinnungen wurden in 10 % iger Magermilchpulverlésung angesetzt. Zur
Vermeidung unspezifischer Matrixeffekte wurden die Milchproben vor dem Einsatz in die
Testsysteme entfettet. Die Auswertung mittels Computerprogramm erfolgte analog zu

3.2.6.1.3.
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3.2.64 Nachweis von CEFTIOFUR in Kuhmilch nach therapeutischer Applikation

Der Nachweis von Ceftiofur und Metaboliten mittels EIA nach therapeutischer Applikation
des Priparates Excenel® RTU wurde in Zusammenarbeit mit der Klinik fiir Wiederkiuer
und Schweine, Innere Medizin und Chirurgie der Wiederkduer, der Justus-Liebig-
Universitit GieBen (Prof. Dr. K. Doll) iiberpriift. Hierzu wurden Milchproben einer Kuh
(Alter: vier Jahre, Schwarz-Bunte-Holstein, zwei Kalbungen; aus einem Betrieb mit
ca. 50 Milchrindern) gewonnen, die zur Behandlung einer Tarsalgelenksphlegmone nach
Herstellerempfehlung mit 1 mg Ceftiofur/kg Korpergewicht (KGW) einmal téglich
drei Tage lang subcutan behandelt worden war. Die Einzelgemelke wurden ab dem ersten
Tag der Behandlung bis fiinf Tage nach Behandlungsende gesammelt. Das
Behandlungsprotokoll ist in Tabelle 3.3 dargestellt. Die Untersuchung der Milchproben
erfolgte wie in 3.2.6.3.3 beschrieben.

Tabelle 3.3: Behandlungsprotokoll der Applikation des Priparates Excenel® RTU

Behandlungsprotokoll Praparat Excenel® RTU
Tag Uhrzeit der Behandlung Probennahme interne
Proben-

(Menge, Applikationsart) (Uhrzeit) Nr.
Tag 1 11.00 h (12 ml s.c.) 15.00 h - 1
Tag 2 12.00 h (12 ml s.c.) 8.00 h 15.00 h 2,3
Tag 3 10.00 h (12 ml s.c.) 8.00 h 15.00 h 4,5
Tag 4 - 8.00 h 15.00 h 6,7
Tag 5 - 8.00 h 15.00 h 8,9
Tag 6 - 8.00 h 15.00 h 10, 11
Tag 7 - 8.00 h 15.00 h 12,13
Tag 8 - 8.00 h 15.00 h 14
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4 ERGEBNISSE

4.1 Herstellung der Immunreagenzien
4.1.1 Herstellung der Protein-Konjugate

Die photometrische Quantifizierung der Antibiotika-Enzym-Konjugate bei 403 nm ergab
Konzentrationen von 3,0 mg/ml (Cefalexin-C-HRP) bzw. 2,5 mg/ml (Ceftiofur-C-HRP).
Die ermittelten Proteingehalte der hergestellten Konjugate sind in den Tabellen 4.1 und 4.2
dargestellt.

Die UV-Spektren der Konjugate wurden von der Absorption der Trigerproteine (BSA,
KLH) im Bereich von 200 -240 nm bestimmt. Die Absorption durch gebundenes
Cefalexin bzw. Ceftiofur im Bereich um 260 nm bzw. 290 nm wurde dadurch stark
iiberlagert. Insgesamt entsprachen die Differenzspektren (UV-Spektrum Antibiotikum-
Protein-Konjugat minus UV-Spektrum Protein) mit ithren Maxima bei Wellenldngen von
262 nm (Cefalexin) bzw. 293 nm (Ceftiofur) dem Spektrum des reinen Antibiotikums
(Abbildungen 4.1, 4.2 und 4.3).

Eine Abschitzung der Menge des gebundenen Antibiotikums ergab typische
Kopplungsraten von 0,5 - 2 Mol Antibiotikum zu 1 Mol HRP, bzw. 3 - 10 Mol Ceftiofur
pro Mol BSA.
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Tabelle 4.1: Gehalt der Antibiotika-Enzymkonjugate an HRP

Kopplungsprodukt (Kopplungsmethode bzw. -reagenz) Gehalt an HRP

in mg/ml
Cefalexin-HRP (Carbodiimid) 3,0
CeftiofurNa-HRP (Carbodiimid) 2,5

Tabelle 4.2: Gehalt der Immunogene und Festphasenantigene an KLH bzw. BSA

Kopplungsprodukt (Kopplungsmethode bzw. -reagenz) Proteingehalt

in mg/ml
Cefalexin-KLH (Glutardialdehyd) 4.4
Ceftiofur-KLH (Glutardialdehyd) 4.4
CeftiofurNa-BSA (Glutardialdehyd) 6,5
CeftiofurNa-BSA (Carbodiimid) 5,6
CeftiofurHCI-BSA (Carbodiimid) 3,3
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Abbildung 4.1:
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UV-Spektren der mit Cefalexin (oben) bzw. Ceftiofur (unten)
mittels Carbodiimid synthetisierten Antibiotikum-HRP-Konjugate. Zum
Vergleich ist jeweils das aus der Subtraktion der Spektren von
Konjugat (/) und reinem Enzym (2) ermittelte Differenzspektrum (3)
sowie das reine Antibiotikum-Spektrum (4) eingezeichnet
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Abbildung 4.2:
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UV-Spektren der mit CeftiofurNa (oben) bzw. CeftiofurHCI (unten) und
BSA mittels Carbodiimid synthetisierten Protein-Konjugate. Zum
Vergleich ist jeweils das aus der Subtraktion der Spektren von
Konjugat (/) und reinem Protein (2) ermittelte Differenzspektrum (3)
sowie das reine Antibiotikum-Spektrum (4) eingezeichnet
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Abbildung 4.3:
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UV-Spektrum des mit CeftiofurNa und BSA mittels Glutardialdehyd
synthetisierten Protein-Konjugates. Zum Vergleich ist jeweils das aus der
Subtraktion der Spektren von Konjugat (/) und reinem Protein (2)
ermittelte  Differenzspektrum (3) sowie das reine Antibiotikum-
Spektrum (4) eingezeichnet

100



4.1.2 Gewinnung spezifischer Antiseren
4.1.2.1 Immunisierungsverlauf

Mit den hergestellten Immunogenen konnte in allen Kaninchen eine spezifische
Immunantwort ausgelost werden. Allerdings zeigten die entwickelten Antkdrpertiter
individuelle Unterschiede beziiglich Verlauf und Hohe. Der Immunisierungsverlauf
zwischen der Cefalexin-Kaninchen-Gruppe und der Ceftiofur-Kaninchen-Gruppe wies

deutliche Unterschiede auf (Abbildungen 4.4 und 4.5).

Die Seren der Kan.1-4 (Cefalexin-KLH) zeigten bereits vier Wochen nach der
Grundimmunisierung einen steilen Titeranstieg. Kan.3 und Kan.4 wiesen dabei den
insgesamt hochsten Antikdrpertiter auf. Eine in der 17. Woche bei allen vier Kaninchen
durchgefiihrte Restimulierung konnte den Serumtiter weiter erhdhen, dann fiel der Titer

kontinuierlich iiber Wochen langsam wieder ab.

Die Seren der Kan.5-8 (Ceftiofur-KLH) wiesen vier Wochen nach der
Grundimmunisierung einen in Vergleich dazu geringeren Titeranstieg auf, der kurz
stagnierte und dann schnell wieder abfiel. Kan. 5 und Kan. 6 wiesen dabei den hochsten
Antikorpertiter auf. Seine hdchsten Werte erreichte der Titer nach der ersten
Restimulierung (in der 12. Woche) und nach zwei weiteren Restimulierungen (in der 16.
und 32. Woche). Die Restimulierungen fiihrten meist jeweils nur zu einem kurzzeitigen
Anstieg des Titers, weshalb die Intervalle der Blutentnahmen bei den Kan. 5 - 8 in dieser

Zeit auf eine Woche verkiirzt wurden.

101



[19]d wourd jiw 31 Sunidinuinsay Jop punditdoz 19 f pun ¢ ‘g ‘1 "uedy uoRIsiunuwwl HTI-UIX9[B}O) W I9p INNWNIS  f'f Sunp[iqqy

01

(uayoopy) JenepsBunuaisiunwiwlj

1OUYOIOZUUNOT

0
08 09 ov 4 0
l l
1
P uey| — cuey — YALY12)S IIIIIT: LUy emem C
EC Ol
i T ool
i [ oool
.l.l.l.h..h...r:l. -‘-)-l.l.l.—.l......%..%‘\ .......--h.»‘\‘\ w OOOOO—‘
A 000000}

0000000}

1oyl Jeyoidizey



€0l

1OUYOIOZUUNOT
UQ[I9}d HW 3SI uoSunidinunsey Jop pPundiioz 19 g pun £ ‘9 ‘G "uey USMAISIUNWWI HTY-INJOIo) W IOp INWNIS  :G'H Sunp[iqqy

(uayoopn)
Janepsbuniaisiunwiw|
0 0

0
09 09 14 € 4
_ _ _ _ _

—
o

ol

T

QUEY= = L UBYeeee g'uey — guey —

TTITTT T T

001

T

ITTTTrT T T

Y

R

0001 o

L o

s

- 8

- =

S g
00001

T

TTTTT T 1T

000001



4.1.2.2 Auswahl der am besten geeigneten Antiseren

Nach den in 3.2.1.2.4 aufgefiihrten Kriterien ergaben sich bei den mit Cefalexin-KLH
immunisierten Tieren die groBten Extinktionsunterschiede, bei relativ hohen Serumtitern,
fiir die Seren von Kan. 3 und Kan. 4. Bei beiden Tieren wurden jeweils die Seren aus der

9. bis 54. Woche fiir die Erstellung eines Antiserumpools ausgewéhlt.

Bei den mit Ceftiofur-KLH immunisierten Tieren wiesen die Seren von Kan. 5 und Kan. 6
die grofften Extinktionsunterschiede, bei ausreichend hohem Titer, auf. Da es nach der
Restimulierung nur zu einem kurzzeitigen Titeranstieg kam, wurden jeweils nur wenige
Serumabnahmen fiir die Erstellung eines Antiserumpools verwendet. Bei Kan. 5 wurde fiir
die Erstellung des Antiserumpools die Seren aus der 14., 17., 18., 19., 33., 34. und 35.
Immunisierungswoche, und bei Kan.6 die Seren aus der 17., 18., 33. und 34.

Immunisierungswoche ausgewéhlt.

4.2 Herstellung der Ceftiofur-Derivate und Hydrolyse von

Ceftiofur bzw. Cefalexin

Bei der Uberpriifung der mikrobiologischen Aktivitit des Derivatisierungsansatzes von
Ceftiofur zu DFC wurde im BRT eine ca. 9 — 27mal schwichere Aktivitdt von DFC im
Vergleich zur Muttersubstanz Ceftiofur festgestellt. Fiir den Derivatisierungsansatz von
Ceftiofur zu DFA zeigte sich ein dhnliches Resultat. Die absoluten Nachweisgrenzen fiir
Ceftiofur bzw. DFC lagen im BRT-Hemmstofftest bei durchschnittlich 100 ng/ml bzw.
1000 ng/ml. Diese Ergebnisse deuten auf die Entstehung von Metaboliten hin, aufgrund
des chemischen Reaktionsmechanismus kann davon ausgegangen werden, dass zum
grofiten Teil der Hauptmetabolit DFC entstanden ist. Die Reaktivitdt entsprach insgesamt

den Literaturangaben.

Nach alkalischer Hydrolyse von Ceftiofur bzw. Cefalexin (jeweils ¢ =1 mg/ml) war

erwartungsgeméal im BRT keine mikrobiologische Aktivitdt mehr nachweisbar.
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4.3 Enzymimmuntests

4.3.1 EIAs zum Nachweis von CEFALEXIN

43.1.1 Kompetitiver direkter simultaner EIA zum Nachweis von Cefalexin
4.3.1.1.1 Optimierung der Empfindlichkeit des Testsystems

Die Bestimmung der optimalen Kombination von Enzymkonjugat und gefélltem
Antiserum ergab, dass die hochste Testempfindlichkeit mit einer Verdiinnung von 1:4000
der Antiserumpools von Kan. 3 bzw. Kan. 4 erzielt wurde, bei einer Verdiinnung des

Cefalexin-Enzymkonjugates von 1:20000 (Kan. 3) bzw. 1:40000 (Kan. 4) (Tabelle 4.3).

Mit diesen Kombinationen wurden Standardkurven in 10 % iger Magermilchpulverldsung
erstellt. In Tabelle4.4 sind die verschiedenen Testparameter (50 %-Dosis,
Nachweisgrenze, Messbereich der Standardkurven) zusammengestellt. Die mit
verschiedenen Antiseren erstellten Standardkurven fiir Cefalexin in 10 % iger
Magermilchpulverlosung  zeigen in  ithrem  Messbereich und in  der
Nachweisempfindlichkeit der Testsysteme Unterschiede. Wéhrend der Test unter
Verwendung des Antiserumpools von Kan.3 einen Konzentrationsbereich von
0,026 - 200 ng/ml erfasste und dabei eine durchschnittliche 50 %-Dosis von 2,1 ng/ml
sowie eine mittlere Nachweisgrenze von 0,8 ng/ml ermittelt wurde, wies der EIA unter
Verwendung des Antiserumpools von Kan. 4 einen Messbereich von 0,008 - 60 ng/ml auf,
bei einer durchschnittlichen 50 %-Dosis von 0,6 ng/ml sowie einer mittleren
Nachweisgrenze von 0,2 ng/ml. Die Bindung des Cefalexin-HRP-Konjugates konnte in
beiden EIAs durch die hochsten verwendeten Cefalexinkonzentrationen jeweils bis nahe

0 % der Extinktion des cefalexinfreien Ansatzes gehemmt werden (Abbildung 4.6).
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Abbildung 4.6: Standardkurvenvergleich der EIAs zum Nachweis von Cefalexin:
Cefalexin 1: unter Verwendung des Antiserumpools von Kan.3
Cefalexin 2: unter Verwendung des Antiserumpools von Kan. 4

4.3.1.1.2 Spezifitit des Testsystems

Beide Testsysteme wiesen eine hohe und sehr dhnliche Spezifitidt auf. Die meisten der
getesteten Cephalosporine, alle getesteten Penicilline sowie die durch alkalische Hydrolyse
bzw. enzymatische Spaltung erzeugten Derivate zeigten selbst in den hdchsten
verwendeten Konzentrationen keine kompetitive Hemmung. Nur die dem Cefalexin
strukturell sehr dhnlichen, in der Veterindrmedizin nicht zugelassenen Cephalosporine
Cefaclor, Cefadroxil und Cephradin zeigten eine messbare relative Kreuzreaktion

(Tabelle 4.5).
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Tabelle 4.5: Relative Kreuzreaktion der Antiseren von Kan.3 bzw. Kan.4 gegen
Cefalexin mit anderen -Laktam-Antibiotika

B-Laktam- relative Kreuzreaktion (%)
Antibiotikum mit Antiserum

Bezeichnung Kaninchen 3 Kaninchen 4

Cefapirin - -
Cefoperazon - -
Cefazolin - -
Ceftiofur - -
Cefaclor 31 53
Cefmandol <0,1 <0,2
Cefadroxil 55 22
Ceftriaxon - -
Cefoxitin - -
Cephradin 82 73
Cefmetazol - -
Cefotaxim - -
Cefsulodin - -
Cefuroxim - -
Cefquinom - -
Cefalonium - -
Cefacetril <0,03 < 0,01

Penicillin G - -
Ampicillin - -
Amoxicillin - -
Cloxacillin - -
Dicloxacillin - -
Oxacillin - -

DFC - ;
DFA - -
BPO - -

Penicillin G +P - -
Cefalexin +P - -
Ceftiofur +P - -
DFC +P - -
DFA +P - -

Legende:
DFC = Desfuroylceftiofur;

DFA = Desfuroylceftiofur-Acetamid,

BPO = durch alkalische Hydrolyse erzeugte Penicillin G Derivate (sieche 3.1.2);
+P = enzymatische Hydrolyse durch Penicillinase-Behandlung (siche 3.1.2);
- = keine Hemmung durch 0,1 mg/ml der betreffenden Substanz
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43.1.2 Kompetitiver direkter simultaner EIA zum Nachweis von Cefalexin (DASP)
4.3.1.2.1 Optimierung der Empfindlichkeit des Testsystems

Die nach den in 3.2.1.2.4 erlduterten Kriterien ermittelten optimalen Kombinationen von
Antiserum und Enzymkonjugat sowie deren Verdiinnungen zur Durchfiihrung der direkten

simultanen EIAs auf Basis der Doppelantikorpertechnik sind in Tabelle 4.6 aufgefiihrt.

Die in diesem Testaufbau erstellten Standardkurven fiir Cefalexin in 10 % iger
Magermilchpulverlosung zeigen geringe Unterschiede hinsichtlich des Messbereiches der
Kurven und Empfindlichkeit der Testsysteme (Tabelle 4.7). Wihrend der Test unter
Verwendung des Antiserumpools von Kan.3 einen Konzentrationsbereich von
0,195 - 200 ng/ml erfasste und dabei eine durchschnittliche 50 %-Dosis von 3,3 ng/ml
sowie eine mittlere Nachweisgrenze von 1,5 ng/ml ermittelt wurde, wies der EIA unter
Verwendung des Antiserumpools von Kan. 4 einen Messbereich von 0,098 - 100 ng/ml
auf, bei einer durchschnittlichen 50 %-Dosis von 0,5ng/ml und einer mittleren
Nachweisgrenze von 0,1 ng/ml. Die Bindung des Cefalexin-HRP-Konjugates konnte in
beiden EIAs durch die hochsten verwendeten Cefalexinkonzentrationen jeweils bis nahe

0 % der Extinktion des cefalexinfreien Ansatzes gechemmt werden (Abbildung 4.7).

110



ITI

(€' 1°¢ "18A) oyndieydsoyd ‘ourfes paropgng ajeydsoyd = Sgd
‘urueAoowoy Jodwi] ojoyAe = HTI
‘oseprxo1odyonjoraoA ‘oseprxorad ysiperosioy = JIH
‘pAyoprerpreny = VD
:9puasga]
00l 0000€:} d¥H-UIXo[ej9D 00004:} (VD) HIY-uiIxe[ejeD 14
€ee 0006:1 ddH-uixs[eed 0006:1 (VD) HIM-uIxaleye €
(jwyBu ur) sajebnluoy sop swnJag sap (spoyjawsbunjddoy)
uonjesjuazuoy] dyH BunuunpJiap Bunuyoiazag BunuunpJaap uabounwuwij
(sgd/utesed % | ui) (sad w) suaysujuey|
jebnluojwAzug wnuasnuy sajjjejob SOp wnJag

(dSV Q) UIX3[eJ2)) UOA SIOMUIBN
wmnz syJd uauejjnwiis ual¥alip QO>55®QEOM U3ap Ul uauonenuazuosy "Mzq QOWQSQQS@HO\VHNWS.—,QOME%NQM pun -wunasnuy ®t®~g\:wgo :9'p 9[[OqRL



48!

qe310 (Sunpurg o[ewIXew) SOLOM[[NN SIP %, (), UOA HOMSUOIUNXH USUI JIWEDP Pun )I91ZNpal
%, (€ WN SWNNOIqNUY UdIODIBWWAZUS SOp Sunpurg oIp dYO[dM ‘UOHRNUIZUOYN-UIXI[8Jd)) dIUS[IIp S[e JWI)Soq dZUISSIOMYILN = DOMN (e
{qes10 (Sunpurg d[eWIXLW) SAIIM[[NN SIP %, (S UOA JIOMSUONNUNXH UUID AYI[dM ‘UONBIUIZUOI-UIXI[eJI)) d31Ud[aIp = S1s0q % 06 (4

‘urueAoowoy Jodwy o[oyAe = HT
‘oseprxo1odyonjomao ‘oseprxorad ysiperasioy = IH
‘pAyeplelpIEIND = VD
29puaga]
Z 10 g0 00l - 860°0 dYH-uIxaleje) (VO) HIM-uIxa[ejeD 14
Z gl e'e 00Z - S61°0 d¥H-uIxa[e;ed (VD) HIM-uIxa[ejeD €
u (jwyBu) (spoylaw
uaAlInyplepuels (Mamsuoipun -sBbunjddoyy)
uajopamabsne -X3- % 02) (jwyBu) (jw/Bu) uabounwuwij uaysuiuey
J3p |yezuy = OMN « SIS0Q-% 0S aAINypJepuels jebnluoywAzug winJaspuy

(dSVQ) UIxa[ejo)) UOA SIOMUJBN WNZ SY[H USUBINWIS UINAIIP udAniodwoy] 1op joyyorpuydwalsa], £ o[[oqe L



100 I 1 [ TTTT0] [ [ [ [T]III [ T T TTT
@ Cefalexin1 i Cefalexin2

= \

)
N

0,01 0,1 1 10 100 1000
Cefalexin (ng/ml)

o)

S
I
/

y 4

/-

I
o
|
I

o

Relative Bindung (B/B0 x 100)

Abbildung 4.7: Standardkurvenvergleich der EIAs zum Nachweis von Cefalexin
(DASP): Cefalexin 1: unter Verwendung des Antiserumpools von Kan. 3

Cefalexin 2: unter Verwendung des Antiserumpools von Kan. 4

4.3.1.2.2 Spezifitit des Testsystems

Die beiden Nachweissysteme unterscheiden sich kaum in ihrer Spezifitit, wie der
Vergleich der relativen Kreuzreaktion mit anderen Cephalosporinen und Penicillinen
zeigte. Bei orientierenden Untersuchungen zur Kreuzreaktivitit erwiesen sich die
Antiseren sowohl von Kan. 3 als auch von Kan. 4 als hochspezifisch fiir Cefalexin und
zeigten lediglich eine relative Kreuzreaktion mit dem strukturell sehr &dhnlichen
Cephalosporin Cefaclor. Das Antiserum von Kan. 3 zeigte hier eine relative Kreuzreaktion

von 25 % und das Antiserum von Kan. 4 zeigte eine relative Kreuzreaktion von 60 %.
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43.1.3 Vergleich der kompetitiven direkten simultanen EIAs zum Nachweis von

Cefalexin in verschiedenen Testaufbauten

Wie aus dem Vergleich der Tabellen 4.3 und 4.6 ersichtlich wird, mussten beim simultanen
EIA mit direkter Beschichtung die Antiseren bis ca. um den Faktor 2 (Kan. 3) bzw.
2,5 (Kan. 4) hoher konzentriert eingesetzt werden als bei der DASP-Technik. Dagegen
konnte das bei der DASP-Technik eingesetzte Enzymkonjugat unter Verwendung der
Antiserumpools in den Testsystemen mit direkter Beschichtung (bei beiden Kaninchen) in
einer ca. um den Faktor2 geringeren Konzentration eingesetzt werden. In beiden
Testsystemen konnte die Bindung des Cefalexin-HRP-Konjugates durch die hochsten
verwendeten Cefalexinkonzentrationen bis nahe 0% der Extinktion des jeweiligen

cefalexinfreien Ansatzes gehemmt werden.

Wie aus dem Vergleich der Tabellen 4.4 und 4.7 zu entnehmen ist, erfasste der EIA unter
Verwendung der DASP-Technik ungefdhr den gleichen Messbereich der Standardkurven
wie das Testsysteme mit direkter Beschichtung. Zudem erwies sich die DASP-Technik
hinsichtlich der Nachweisempfindlichkeit (50 %-Dosis) bei Kan. 3 ca. um den Faktor 1,5
schlechter als der EIA mit direkter Beschichtung.
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4.3.2 EIAs zum Nachweis von CEFTIOFUR
43.2.1 Kompetitiver indirekter EIA zum Nachweis von Ceftiofur
4.3.2.1.1 Optimierung der Empfindlichkeit des Testsystems

Fiir die Durchfiihrung der indirekten EIAs wurde zuerst die optimale Konzentration des
Festphasenantigens ermittelt. Als optimal erwies sich hier die Beschichtung mit
Ceftiofur-(Natriumsalz)-C-BSA-Konjugat in einer Konzentration von 3 pg/ml. Die
Bestimmung der optimalen Kombinationen von Antiserum und Enzymkonjugat sowie
deren Verdiinnungen zeigte, dass die hochste Testsensitivitit mit Verdiinnungen von
jeweils 1:1000 (Antiserumpool von Kan. 5 bzw. Antiserumpool von Kan. 6) und jeweils

1:400 fiir das Enzymkonjugat erreicht wurde (Tabelle 4.8).

Die mit diesen Kombinationen in den angegebenen Verdiinnungen bzw. Konzentrationen
erstellten Standardkurven fiir Ceftiofur in 10 % iger Magermilchlosung zeigen in ihrem
Messbereich und in der Nachweisempfindlichkeit fiir Ceftiofur folgende Unterschiede:
Wiéhrend das Testsystem unter Verwendung des Antiserumpools von Kan. 5 (EIA-1(C))
einen Konzentrationsbereich von 0,247 - 60 ng/ml erfasste und dabei eine
durchschnittliche 50 %-Dosis von 5,4 ng/ml sowie eine mittlere Nachweisgrenze von
1,9 ng/ml ermittelt wurde, wies der EIA unter Verwendung des Antiserumpools von Kan. 6
(EIA-2(CM)) einen Messbereich von 0,823 - 200 ng/ml auf, bei einer durchschnittlichen
50 %-Dosis von 12,6 ng/ml sowie einer mittleren Nachweisgrenze fiir Ceftiofur von
3,3 ng/ml. Die Bindung des Antiserums an das Festphasenantigen konnte in beiden
Testsystemen durch die hochsten verwendeten Ceftiofurkonzentrationen bis jeweils nahe
0 % der Extinktion des ceftiofurfreien Ansatzes gehemmt werden (Abbildung 4.8). In
Tabelle 4.9 sind verschiedene Parameter fiir die Empfindlichkeit der Testsysteme

zusammengestellt.
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Abbildung 4.8: Standardkurvenvergleich der EIAs zum Nachweis von Ceftiofur:
Ceftiofur 1: unter Verwendung des Antiserumpools von Kan.5
Ceftiofur 2: unter Verwendung des Antiserumpools von Kan. 6

4.3.2.12 Spezifitdt des Testsystems

Der Antiserumpool von Kan. 5 wies keine messbaren Kreuzreaktionen mit den getesteten
Cephalosporinen und Penicillinen sowie den durch alkalische Hydrolyse bzw.
enzymytische Spaltung erzeugten Derivaten (Tabelle 4.10) auf. Auch die
strukturverwandten Derivate (3.2.3) DFC und DFA fiihrten in den hochsten verwendeten
Konzentrationen zu keiner kompetitiven Hemmung im Testsystem. Fiir den Antiserumpool
von Kan. 6 wurden die gleichen Substanzen getestet, hier zeigte sich eine relative
Kreuzreaktion mit den in der Veterindrmedizin nicht zugelassen Cephalosporinen
Cetfriaxon (29 %), Cefotaxim (10 %) und Cefuroxim (20 %). Besonders hervorzuheben ist
jedoch die Kreuzreaktivitit dieses Antiserumpools mit den Ceftiofur-Derivaten
DFC und DFA (Tabelle 4.10). Die erstellten Standardkurven fiir DFC in 10 % iger
Magermilchpulverlésung unter Verwendung des Antiserumpools von Kan. 6 ergab eine
mittlere Nachweisgrenze von 100 ng/ml bei einer durchschnittlichen 50 %-Dosis von

ca. 300 ng/ml (Abbildung 4.9).
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Wihrend sich also der Antiserumpool von Kan.5 als hochspezifisch fiir die
Muttersubstanz Ceftiofur erwies, ergab sich fiir das Antiserum von Kan. 6 eine relative
Kreuzreaktion mit Ceftiofur-Metaboliten von ca. 5 %. Somit kann durch Kombination der
beiden Testsysteme eine Differenzierung des Gehaltes von Proben beziiglich der
Anwesenheit von Ceftiofur-Muttersubstanz und Metaboliten vorgenommen werden. Bei
Feststellung der Abwesenheit von Ceftiofur mit dem ersten Testsystem lassen positive
Ergebnisse im zweiten Testsystem auf die Anwesenheit von DFC(metaboliten) schliefen,
und zwar aufgrund der relativen Kreuzreaktion von ca.5 % in ca.20fach hoherer

Konzentration als nach Ceftiofur-Standards berechnet.
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Abbildung 4.9: Standardkurvenvergleich der EIAs zum Nachweis von Ceftiofur und
DFC: Ceftiofur 1: unter Verwendung des Antiserumpools von Kan. 5
(EIA-1(C)); Ceftiofur2 und DFC: unter Verwendung des
Antiserumpools von Kan. 6 (EIA-2(CM))
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Tabelle 4.10: Relative Kreuzreaktion der Antiseren von Kan.5 bzw. Kan. 6 gegen
Ceftiofur mit anderen B-Laktam-Antibiotika

B-Laktam- relative Kreuzreaktion (%)
Antibiotikum mit Antiserum

Bezeichnung Kaninchen 5 Kaninchen 6

Cefalexin - -
Cefapirin - -
Cefoperazon - -
Cefazolin - -
Cefaclor - -
Cefmandol - -
Cefadroxil - -
Ceftriaxon - 29
Cefoxitin - -
Cephradin - -
Cefmetazol - -
Cefotaxim - 10
Cefsulodin - -
Cefuroxim - 20
Cefquinom - -
Cefalonium - -
Cefacetril - -

Penicillin G - -
Ampicillin - -
Amoxicillin - -
Cloxacillin - -
Dicloxacillin - -
Oxacillin -

DFC - 5
DFA - 4
BPO - -

Penicillin G +P - -
Ceftiofur +P - -
DFC +P - -
DFA +P - -

Legende:
DFC = Desfuroylceftiofur;

DFA = Desfuroylceftiofur-Acetamid,

BPO = durch alkalische Hydrolyse erzeugte Penicillin G Derivate (sieche 3.1.2);
+P = enzymatische Hydrolyse durch Penicillinase-Behandlung (siche 3.1.2);
- = keine Hemmung durch 0,1 mg/ml der betreffenden Substanz
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4322 Kompetitiver direkter simultaner EIA zum Nachweis von Ceftiofur (DASP)

Orientierende Versuche zur Erstellung kompetitiver direkter simultaner EIAs auf Basis der
DASP-Technik unter Verwendung von polyklonalen Kaninchen-Antikdrpern ergaben, dass
kein ausreichendes Signal (> 0,3 Einheiten) fiir den ceftiofurfreien Nullwert erzielt werden
konnte. Da somit ein praktikables Nachweissystem nicht realisierbar war, wurde dieser

Testaufbau nicht weiterverfolgt.

4.3.3 Anwendbarkeit der entwickelten EIAs
433.1 Nachweis von CEFALEXIN in kiinstlich kontaminierter Milch

Die fiir den kompetitiven direkten simultanen EIA (direkte Beschichtung mit Antiserum)
ermittelten Wiederfindungsraten fiir Cefalexin in kiinstlich kontaminierter Rohmilch bzw.
Vollmilch sind in den Tabellen 4.11a und 4.11b dargestellt. Die kiinstlich kontaminierten
Milchproben wurden in Vierfachansidtzen in die EIAs eingesetzt (3.2.6). Die
Wiederfindungsraten lagen fiir Vollmilch zwischen 100,1 % und 123,2 % (EIA Kan. 3)
bzw. 101,3% und 128,6 % (EIA Kan. 4). Fiir Rohmilch lagen die entsprechenden Werte
zwischen 105,3 % und 118,6 % (EIA Kan. 3) bzw. 111,5 % und 132,0 % (EIA Kan. 4).

Die Variationskoeffizienten lagen jeweils im zufriedenstellenden Bereich.

4332 Nachweis von CEFTIOFUR in kiinstlich kontaminierter Milch

Die fiir den kompetitiven indirekten EIA ermittelten Wiederfindungsraten fiir Ceftiofur in
kiinstlich kontaminierter Rohmilch bzw. Vollmilch sind in den Tabellen 4.12a und 4.12b
dargestellt. Die kiinstlich kontaminierten Milchproben wurden in Vierfachansitzen in die
EIAs eingesetzt (3.2.6). Die Wiederfindungsraten lagen fiir Vollmilch zwischen 88,0 %
und 101,6 % (EIA-1(C)), Kan. 5) bzw. 96,4 % und 109,4 % (EIA-2(CM), Kan. 6). Die
entsprechenden Werte fiir Rohmilch lagen zwischen 106,2 % und 117,5 % (EIA-1(C)),
Kan. 5) bzw. 103,4 % und 138,7 % (EIA-2(CM), Kan. 6). Die Variationskoeffizienten

lagen jeweils im zufriedenstellenden Bereich.
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Tabelle 4.11a: Wiederfindung von Cefalexin in kiinstlich kontaminierter warmebehandelter
Vollmilch (kompetitiver direkter simultaner EIA)

Testsystem Cefalexin-Zusatz Mittelwert s VK Wiederfindung n
(ng/ml) (ng/ml)  (ng/ml) (%) (%)

EIA Kan. 3 10 12,3 2,8 22,7 123,2 25
25 27,8 4.1 18,9 111,0 19

50 53,9 8,1 15,1 107,8 40

100 100,1 12,7 12,7 100,1 19

200 214,7 23,5 10,9 107,4 16

EIA Kan. 4 10 12,9 2,6 20,0 128,6 25
25 28,5 4,9 171 114,0 18

50 54,7 7,9 14,4 109,4 36

100 101,3 11,5 11,3 101,3 15

200 212,9 21,2 10,0 106,5 16

Tabelle 4.11b: Wiederfindung von Cefalexin in kiinstlich kontaminierter Rohmilch
(kompetitiver direkter simultaner EIA)

Testsystem Cefalexin-Zusatz Mittelwert s VK Wiederfindung n
(ng/ml) (ng/ml)  (ng/ml) (%) (%)
EIA Kan. 3 10 11,9 2,2 18,8 118,6 10
25 26,8 4.1 15,2 107,1 11
50 52,7 8,9 17,0 105,3 20
100 105,4 15,1 14,4 105,4 10
200 2211 24.4 11,1 110,6 8
EIA Kan. 4 10 13,2 1,6 121 132,0 8
25 28,0 4.1 14,6 111,9 10
50 56,2 11,2 19,9 112,5 19
100 111,5 13,2 11,9 111,5 7
200 2544 13,8 54 127,2 6
Legende (zu Tabellen 4.11a und 4.11b):
EIA = Enzymimmunoassay;
Kan. = Kaninchen;
n = Anzahl der untersuchten Milchproben im Vierfachansatz;
s = Standardabweichung;
VK = Variationskoeffizient
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Tabelle 4.12a: Wiederfindung von Ceftiofur in kiinstlich kontaminierter warmebehandelter

Vollmilch (kompetitiver indirekter EIA)

Testsystem Ceftiofur-Zusatz Mittelwert s VK Wiederfindung n
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%) (%)
EIA-1(C), 10 8,8 1,9 22,0 88,0 8
Kan. 5 25 22,3 2,4 10,8 89,2 7
50 50,5 6,3 12,4 100,9 14
100 101,6 16,5 16,2 101,6
200 191,7 22,6 11,8 95,8
EIA-2(CM), 10 9,6 2,2 23,0 96,4 8
Kan. 6 25 25,4 3,3 13,2 101,6 8
50 54,7 9,3 16,9 109,4 17
100 108,5 10,9 10,0 108,5 11
200 211,0 19,5 9,2 105,5 8

Tabelle 4.12b: Wiederfindung von Ceftiofur in kiinstlich kontaminierter Rohmilch

(kompetitiver indirekter EIA)

Testsystem Ceftiofur-Zusatz Mittelwert s VK Wiederfindung n
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%) (%)

EIA-1(C), 10 11,8 1,5 13,1 117,5 4
Kan. 5 25 27,7 7,1 25,8 110,6 4
50 57,6 14,6 25,4 115,1 6

100 106,2 12,8 12,0 106,2 7

200 216,0 9,5 4,4 108,0 4

EIA-2(CM), 10 13,9 1,1 7,7 138,7 3
Kan. 6 25 29,3 0,6 1,9 117,3 3
50 58,7 7,3 12,5 117,3 6

100 113,9 16,6 14,6 113,9 9

200 206,7 16,3 7,9 103,4 4

Legende (zu Tabellen 4.12a und 4.12b):

EIA = Enzymimmunoassay;
Kan. = Kaninchen;
EIA-1(C)) = Enzymimmuntest, erfasst nur Ceftiofur-Muttersubstanz;

EIA-2(CM) = Enzymimmuntest, erfasst Ceftiofur plus DFC-Metaboliten;
n = Anzahl der untersuchten Milchproben im Vierfachansatz;
] = Standardabweichung;

VK = Variationskoeffizient
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4333 Nachweis von CEFTIOFUR in hemmstoffpositiver Anlieferungsmilch

Die in die Untersuchung einbezogenen Milchproben ergaben im mikrobiologischen
Testsystem (BRT-Hemmstofftest) ein deutlich positives Ergebnis (teilweise positiv in
1:3 Verdiinnung), das nach Behandlung mit Penicillinase schwicher positiv (unverdiinnte

Milchprobe 005) bis negativ war (unverdiinnte Milchproben 031 und 037).

Die beiden zur weiteren Bestitigung der Gruppenidentitit ,,-Laktam-Antibiotika®
durchgefiihrten Rezeptor-Bindungstests (SNAP® Beta-laktam Test, Peta-s.t.a.r.) fithrten
jeweils zu positiven (SNAP-Test) bzw. negativen (B-Star) Ergebnissen, was mit der
unterschiedlichen Nachweisempfindlichkeit der beiden Testsysteme fiir Ceftiofur
tibereinstimmte. Penicilliase-Behandlung der Milchproben fiihrte teilweise zu negativen
Ergebnissen in den Rezeptor-Bindungstests. Die Proben 005 und 031 waren auch nach

Penicillinase-Behandlung im SNAP-Test positiv.

Der  gruppenspezifische = Enzymimmuntest zum Nachweis von Penicillinen

(USLEBER et al., 1998) ergab fiir alle drei Milchproben ein negatives Ergebnis.

Aufgrund dieses Befundmusters konnten somit B-Laktam-Antibiotika als Hemmstoft-
ursache mit ausreichender Sicherheit identifiziert werden, gleichzeitig konnten allerdings

Penicilline als Verursacher weitgehend ausgeschlossen werden.

Die Ergebnisse im EIA fiir Ceftiofur (EIA-1(C)) und im EIA fiir Ceftiofur plus
Metabolit(en) (EIA-2(CM) sind in der Tabelle 4.13 zusammengefasst. Die Messwerte
stimmten unter Beriicksichtigung der jeweiligen Nachweisgrenzen in ihrer Grof3enordnung
mit den Ergebnissen des BRT (letzte positive Verdiinnungsstufe) sowie den Ergebnissen
der Rezeptor-Bindungstests (vor und nach Penicilliase-Behandlung) tiberein. Die Differenz
beider Werte in beiden EIAs (in pg/kg Ceftiofur-Aquivalente) ist auf die Anwesenheit von
Metaboliten in einer Menge von ca. 280 - 720 pg/kg in den Milchproben zuriickzufiihren.
Insgesamt wiesen die Milchproben einen Gehalt an Ceftiofur und Metaboliten in einem
Bereich von ca. 300-800 ug/kg auf, was weit iber der derzeitigen giiltigen
Riickstandshochstmenge (100 pg/kg) liegt.
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4334 Nachweis von CEFTIOFUR in Kuhmilch nach therapeutischer Applikation

Die Ergebnisse der Untersuchung von Milchproben einer mit Ceftiofur behandelten Kuh
(dreimalige Applikation des Priiparates Excenel® RTU, vgl. 3.2.6.4) im mikrobiologischen
Testsystem (BRT) und im EIA fiir Ceftiofur (EIA-1(C)) bzw. in den EIA fiir Ceftiofur plus
Metabolit(en) (EIA-2(CM)) sind in der Tabelle 4.14 zusammengefasst.

Im EIA-1(C) zum Nachweis der Muttersubstanz wurden jeweils negative Ergebnisse (d.h.
unter der Nachweisgrenze von 1,9 + 1,0 pug/kg) erzielt. Der EIA-2(CM) zum Nachweis von
Ceftiofur und Metabolit(en) allerdings ergab schwach positive Ergebnisse im Bereich der
Nachweisgrenze (3,3 + 1,1 pg/kg) bis zwei Gemelke nach der letzten Applikation. Der
Maximalwert von ca. 10 pg/kg wurde am letzten Applikationstag nachgewiesen. Unter
Beriicksichtigung der Nachweisempfindlichkeit des EIA-1(C) ergab sich ein Gehalt von
ca. 8 ug/kg Ceftiofur-Aquivalenten, gleichbedeutend mit ca. 160 pg/kg Metabolit(en) in
der Milchprobe.
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Tabelle 4.14: Ergebnisprotokoll nach Applikation des Priparates Excenel® RTU

Ergebnisprotokoll Praparat Excenel® RTU

Tag 1 mg Ceftiofur’lkg KGW interne Messergebnisse in den Ergebnis

drei Tage lang Proben- ElAs fiir Ceftiofur (ng/ml) im BRT
subcutan Nr. EIA-1 (C) EIA-2 (CM)
Tag 1 einmal taglich 1 1,6 2,6 pos.
Tag 2 _ o 2 neg. neg. neg.
einmal taglich
Tag 2 3 neg. 2,3 neg.
Tag 3 . L 4 neg. 2,2 neg.
einmal taglich
Tag 3 5 3,0 10,7 -
Tag 4 6 neg. 3,0 -
Tag 4 7 neg. neg. -
Tag 5 8 neg. neg. -
Tag 5 9 neg. 2,0 -
Tag 6 10 neg. neg. -
Tag 6 11 neg. neg. -
Tag 7 12 neg. neg. -
Tag 7 13 neg. neg. -
Tag 8 - 14 neg. neg. -
Legende:
BRT = Brillantschwarz-Reduktionstest;
EIA-1(C)) = Enzymimmuntest, erfasst nur Ceftiofur-Muttersubstanz;
EIA-2(CM) = Enzymimmuntest, erfasst Ceftiofur plus DFC-Metaboliten;
KGW = Korpergewicht;
neg. = unter Nachweisgrenze des jeweiligen Testsystems;
pos. = positiv;

- = nicht durchgefiihrt
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5 DISKUSSION

In der Mastitisprophylaxe und -therapie bei laktierenden Rindern gehéren [B-Laktam-
Antibiotika nach wie vor zu den national und international am héufigsten eingesetzten
Pharmaka. Der Einsatz von Cephalosporinen hat in den letzten Jahren aufgrund ihrer guten
Wirksamkeit und kurzen Wartezeiten zugenommen. Damit ist die Moglichkeit einer
Riickstandsbildung dieser Substanzen in Milch gegeben (SUHREN ef al., 1990;
SUNDLOF et al., 1995; MOATS, 1996; MITCHELL et al.,, 1998; SCHWARZ und
WERCKENTHIN, 2001; ZWALD et al., 2004). Neben der postsekretorischen
Kontamination (z.B. durch mangelnde Melkhygiene) kommt der sekretorischen
Kontamination bei einigen Priparaten besondere Bedeutung zu, beispielsweise durch nicht
fachgerechte Verabreichung des Medikamentes (TROLLDENIER und ESCHER, 1978;
MCEWEN et al., 1991; RIVIERE, 1992; CULLOR et al., 1994; FINK-GREMMELS und
VAN MIERT, 1994).

Antibiotika-Riickstdnde in der Milch stellen u.a. ein lebensmitteltechnologisches Problem
dar, da sie die zur Herstellung fermentierter Produkte notwendigen Starterkulturen
schiadigen konnen und somit erhebliche wirtschaftliche Verluste in der Milch- und
Lebensmittelindustrie verursachen konnen (SUHREN, 1996; HONKANEN-BUZALSKI
und SUHREN, 1999). Wichtiger ist aber, dass der Konsum von mit Riickstinden
belasteten Lebensmitteln ein potentielles (allerdings schwer abschétzbares) Risiko fiir den
Verbraucher darstellt. Durch kontinuierliche orale Aufnahme selbst kleinster
Antibiotikamengen wird sowohl die Ausbildung von Allergien als auch die
Resistenzentwicklung bzw. -ausbreitung von Mikroorganismen sowie eine mogliche
Schiadigung der Darmflora diskutiert (MITCHELL und YEE, 1995; HONKANEN-
BUZALSKI und SUHREN, 1999; PAIGE et al., 1999).

Zur Vermeidung gesundheitlicher Risiken und damit zum Schutze des Verbrauchers
wurden rechtliche Regelungen getroffen, um eine wirksame Kontrolle von Lebensmitteln
tierischer Herkunft zu ermdglichen. Im Rahmen der Verordnung (EWG) Nr. 2377/90 der
Europédischen Union wurden Riickstandhochstmengen fiir die zur Behandlung von
lebensmittelliefernden Tieren zugelassenen Stoffe festgesetzt. Die Molkereien sind
verpflichtet durch regelméfBige Kontrollen dafiir zu sorgen, dass diese Hochstmengen
eingehalten werden. Die Untersuchung von Anlieferungsmilch zeigt, dass der grofite Anteil

positiver Befunde auf f-Laktam-Antibiotika zuriickzufiihren ist (MPR 2003;
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Tatigkeitsbericht 2002; HVL, 2003; KERP et al., 2004). Neben dem blo3en Nachweis von
~Hemmstoffen“, wie dies bereits seit langem in der Milchgiiteverordnung geregelt ist,
ist aus lebensmittelrechtlicher Sicht auch eine Identifizierung und Quantifizierung des
Riickstandes erforderlich (HEESCHEN, 1993; SUHREN, 2002a+b). Zur Einhaltung
gesetzlicher Vorschriften und zur Gewdéhrleistung einer guten Molkereipraxis werden

zuverldssige und empfindliche Testsysteme bendtigt.

Die zumeist eingesetzten Tests gemdll § 64 LFGB sind zwar empfindlich fiir B-Laktame,
lassen jedoch keine Identifizierung und Quantifizierung der Riickstinde zu. Physikalisch-
chemische Verfahren vermdgen dies zu leisten (BOISON, 1992; ZOMER et al., 1995;
ZOMER et al., 1996; MITCHELL et al., 1998; SCHENCK und CALLERY, 1998), doch
aufgrund des =zeitlichen, personellen und finanziellen Aufwandes sind sie nur in
beschranktem Umfang anwendbar und werden daher eher als Referenzverfahren eingesetzt
(BYGRAVE et al., 1995). So besteht ein Bedarf an schnellen, einfachen und preiswerten
Testsystemen, die eine Bestimmung von Art und Menge der Riickstinde erlauben.
Mittlerweile sind eine Reihe mikrobiologischer und immunchemischer Verfahren als
kommerzielle Testsysteme auf dem Markt (LITZ, 1995; KROLL, 2000; KROLL et al.,
2000). Deren Erfassungsbreite und Empfindlichkeit fiir Antibiotika ist jedoch
unterschiedlich, so dass kein Test alleine in der Lage ist alle Antibiotika gleichzeitig und

ausreichend empfindlich (auf MRL-Niveau) zu erfassen (SUHREN, 2002b).

Zur einfachen und flexiblen Analyse von Antibiotika-Riickstdnden in Milch wird daher die
Anwendung eines sogenannten ,integrierten Nachweis- und Differenzierungssystems
empfohlen. Es basiert auf der Ausnutzung verschiedener Methoden bzw.
Methodenkombinationen (mikrobiologische Tests, Rezeptor-Bindungstests, Enzym-
immuntests), die positiven Ergebnisse von Screeningtests werden mittels
substanzspezifischer Tests weiter untersucht und differenziert (HEESCHEN, 1993;
SUHREN et al., 1994; ANONYM, 1996; HEESCHEN und SUHREN, 1996; SUHREN
et al., 1996b; USLEBER et al., 2000; SUHREN, 2002a+b; HOLTKOTTER et al., 2002,
KERP et al., 2004).

Aufgrund ihrer hohen Spezifitit und Sensitivitit, bei schneller und einfacher
Durchfiihrung, gewinnen enzymimmunologische Verfahren als substanzspezifische Tests
in der Lebensmittelhygiene zunehmend an Bedeutung, sie konnen hier die analytischen
Moglichkeiten deutlich verbessern (NEWSOME, 1986; STANKER und BEIER, 1996;
SPINKS, 2000; FRANEK und HRUSKA, 2005). Es erscheint daher sinnvoll, verschiedene
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enzymimmunologische Verfahren zu entwickeln, die einerseits den gruppenspezifischen
Nachweis bestimmter im Hinblick auf die EU-Verordnungen relevanten Substanzgruppen
(z.B. Cephalosporine) ermoglichen und andererseits auch den spezifischen Nachweis

einzelner Vertreter dieser Gruppe erlauben.

5.1 Herstellung der Immunreagenzien
5.1.1 Herstellung der Protein-Konjugate

Niedermolekulare Substanzen wie die Cephalosporine wirken als Haptene per se nicht
immunogen und mussten, zur Herstellung wirksamer Immunogene, an Trédgerproteine

gekoppelt werden.

Da sich niedermolekulare Substanzen nur mit kompetitiven Testsystemen nachweisen
lassen, wurden zur Erstellung der EIAs Antigen-Enzymkonjugate (direkter Testaufbau)

sowie Festphasenantigene (indirekter Testaufbau) notwendig.

Hierzu wurden in Abhéngigkeit von den jeweils vorhandenen funktionellen Gruppen im
Molekiil (Carboxylgruppe des Proteins und im Dihydrothiazinring der Cephalosporine;
Aminogruppe des Proteins und in den Seitenketten von Cefalexin bzw. Ceftiofur)
verschiedene Kopplungsmethoden angewandt, die bereits bei Penicillinen erfolgreich

angewendet worden waren (USLEBER et al., 1998).

Fiir die erste Immunisierungsreihe wurde Cefalexin ausgewéhlt, da dieses die Molekiil-
Grundstruktur der Cephalosporine am ehesten reprisentiert. Ein weiterer, in der Praxis
wichtiger Vertreter dieser Gruppe ist Ceftiofur, da es aufgrund einer Wartezeit fiir Milch
von null (Ceftiofur-Hydrochlorid = Excenel® RTU) bzw. einem Tag (Ceftiofur-
Natriumsalz = Excenel®) hiufig bei laktierenden Rindern zur Anwendung kommt und so
daher als zweite Markersubstanz ausgewihlt wurde. Cefalexin und Ceftiofur besitzen
jeweils in der Seitenkette freie Aminogruppen, die als Kopplungsstelle fiir verschiedene
Kopplungsmethoden genutzt werden konnen. So wurden sowohl Cefalexin als auch
Ceftiofur durch Vernetzung freier Aminogruppen durch das homobifunktionelle
Kopplungsreagenz Glutardialdehyd zur Immunogensynthese an KLH gekoppelt
(Cefalexin-GA-KLH; Ceftiofur-GA-KLH) (AVRAMEAS, 1969; AVRAMEAS und
TERNYNCK, 1969). Nach dem gleichen Prinzip wurde Ceftiofur-Natrium zur
Festphasenantigen-Synthese an BSA gekoppelt (CeftiofurNa-GA-BSA).
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Andere Kopplungsmethoden nutzen die freie Carboxylgruppe des B-Laktamringes, um mit
geeigneten Kopplungsreagenzien die Cephalosporine an freie Aminogruppen von
Proteinen zu binden. Dieses Prinzip liegt der Carbodiimidmethode (GOODFRIEND et al.,
1964; WONG, 1993) zugrunde und wurde in der vorliegenden Arbeit fiir die Herstellung
der Enzym-Konjugate angewandt. Einschrinkend ist jedoch darauf hinzuweisen, dass
prinzipiell diese Kopplungsmethode auch {iber die freie Aminogruppe des Haptens wirken
kann. Mit dieser Methode wurden Cefalexin bzw. Ceftiofur an HRP gekoppelt
(Cefalexin-C-HRP; Ceftiofur-C-HRP). Nach dem gleichen Prinzip wurde Ceftiofur-
Natrium bzw. Ceftiofur-Hydrochlorid zur Festphasenantigen-Synthese an BSA gekoppelt
(CeftiofurNa-C-BSA; CeftiofurHCI-C-BSA).

Die UV-Spektren des Cefalexin-HRP-Konjugates sowie des Ceftiofur-HRP-Konjugates
wurden im Bereich von 380 - 420 nm vom Absorptionsspektrum des Enzyms geprigt. Es
erfolgte keine Uberlagerung mit den Eigenabsorptionsspektren der Antibiotika
(250 - 320 nm), so dass der Gehalt an HRP in den Konjugaten quantifizierbar war, und so
die Kopplungsrate relativ gut abgeschétzt werden konnte. Bei den anderen Protein-
Konjugaten war dies aufgrund starker Uberlagerung nur als qualitative Abschitzung
moglich. Die entscheidende Priifung erfolgte iiber die Funktionalitit — insbesondere
Sensitivitdt, Spezifitit, laborinterne Reproduzierbarkeit und Stabilitit — im jeweiligen

Testsystem unter Verwendung der spezifischen Antikorper.

5.1.2 Gewinnung spezifischer Antiseren und Immunisierungsverlauf

Zur Gewinnung spezifischer Antiseren wurden jeweils vier Kaninchen mit dem
synthetisierten Cefalexin-KLH-Konjugat bzw. dem Ceftiofur-KLH-Konjugat immunisiert.
Mit beiden Immunogenen konnte jeweils eine spezifische Immunantwort induziert werden.
Bereits ab der vierten Woche nach der Grundimmunisierung waren in allen Kaninchen
spezifische Antikorper nachweisbar. Diese Beobachtung stimmt mit Beschreibungen in der
Literatur zur Antikorper-Erzeugung gegen bestimmte Cephalosporine iiberein
(BLACKMOORE et al., 1988; KITAGAWA et al., 1988a+b; KACHAB et al., 1992;
ROSE et al., 1995; MEYER et al., 1999).

Die mit Cefalexin-KLH immunisierten Tiere wiesen iber Wochen einen hohen relativen

Serumtiter von 1:100000 auf, wihrend die durch das Ceftiofur-KLH induzierten
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Antikorpertiter vergleichsweise niedrig waren, und lediglich nach den erfolgten Re-

stimulierungen jeweils kurzfristig hdhere Werte erreichten.

5.2 Herstellung der Ceftiofur-Derivate

Zur Herstellung von Ceftiofur-Metaboliten wurde wie von BECONI-BARKER et al.
(1995b) beschriecben Ceftiofur mit DTE nach einer modifizierten Methode von
CHAPMAN und OWEN (1950) zu DFC und in einem zweiten Reaktionsschritt zu DFA
derivatisiert. Alle drei Substanzen (Ceftiofur, DFC, DFA) wurden zum Vergleich ihrer
mikrobiologischen Aktivitit im BRT und zur Uberpriifung auf Reste nicht derivatisierter

Muttersubstanz sowie flir Kreuzreaktivititsstudien in die entwickelten EIAs eingesetzt.

Die bei der Uberpriifung der mikrobiologischen Aktivitit im BRT ermittelte, um einen
Faktor von 9-27 schwichere Aktivitit von DFC und DFA im Vergleich zur
Muttersubstanz Ceftiofur, deutet auf die Entstehung von Metaboliten hin und auch
aufgrund des chemischen Reaktionsmechanismus wurde davon ausgegangen, dass zum
groBten Teil der Hauptmetabolit DFC entstanden war. Die festgestellte mikrobiologische
Restaktivitit 1dsst sich nicht mit noch vorhandenen Resten der Muttersubstanz Ceftiofur
erkldren, da die Nachweisgrenze im BRT fiir Ceftiofur bei 50 - 100 ng/ml liegt, jedoch fiir
die Ansidtze in dem fiir Ceftiofur wesentlich empfindlicheren, entwickelten EIA
(EIA-1(C)) mit einer mittleren Nachweisgrenze fiir Ceftiofur-Muttersubstanz von
1,9 ng/ml (und einer relativen Kreuzreaktion mit DFC von unter 3 %), keine Restgehalt an

unverianderter Muttersubstanz detektiert werden konnte.

5.3 Entwicklung und Anwendung der EIAs

Grundsdtzlich wire, analog zu den fiir die Penicilline publizierten Arbeiten, ein
gruppenspezifisches  enzymimmunologisches  Testsystem zum  Nachweis von
Cephalosporinen in Milch wiinschenswert. Dies scheint jedoch aufgrund der differierenden
Strukturvariabilitdt der Cephalosporine nicht realisierbar zu sein. In der Literatur sind
daher bisher keine gruppenspezifischen Antikdrper beschrieben worden. Der hier
verwendete Ansatz der Immunogensynthese (iiber die Aminogruppe) zielte darauf ab, bei

einfachen Reaktionsschritten mdoglichst universell fiir Cepalosporine zu funktionieren.
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Zudem wurde die Entwicklung substanzspezifischer Tests fiir einzelne Vertreter der
Cephalosporin-Gruppe (Cefalexin, Ceftiofur) weiterverfolgt, da diese Testsysteme im
Rahmen eines routinetauglichen integrierten Nachweissystems einen guten Beitrag leisten

konnen.

5.3.1 EIAs zum Nachweis von CEFALEXIN

Die entwickelten Nachweisverfahren fiir Cefalexin wurden nach dem Prinzip des
kompetitiven direkten simultanen EIA erstellt. Hierzu wurden zwei verschiedene
Verfahren angewandt, zum einen die direkte Beschichtung der Mikrotiterplatten mit
gefilltem Antiserum gegen Cefalexin und zum anderen die DASP-Technik. Zur
Minimierung von unspezifischen Reaktionen wurden unterschiedliche Synthesereaktionen
fiir die Herstellung von Immunogen und Enymkonjugat gewéhlt (VAN WEEMEN und
SCHUURS, 1975; MARTLBAUER, 1993).

Die Anti-Cefalexin-Seren von zwei Kaninchen mit den hochsten Titern erwiesen sich als
recht spezifisch fiir Cefalexin und zeigten lediglich Kreuzreaktivitit mit strukturell sehr
dhnlichen Cephalosporinen (Cefaclor, Cefadroxil und Cephradin). Da jedoch diese
Substanzen in der Veterindrmedizin nicht eingesetzt werden, ist der Nachweis von

Cefalexin de facto ein hochspezifisches System fiir Cefalexin in Milch.

Um Fehlinterpretationen von Messergebnissen vorzubeugen, wurden bei den erstellten
Standardkurven nur Extinktionen von iiber 30 % und unter 70 % des antibiotikafreien
Ansatzes, entsprechend dem quasi-linearen Bereich der Standardkurven, beriicksichtigt. Es
ergaben sich (bei direkter Beschichtung mit Antiserum) mittlere Nachweisgrenzen fiir
Cefalexin in Milch von 0,8 ng/ml (Antiserumpool Kan. 3) bzw. 0,2 ng/ml (Antiserumpool
Kan. 4). Im Testsystem basierend auf der DASP-Technik ergaben sich mittlere
Nachweisgrenzen fiir Cefalexin in Milch von 1,5 ng/ml (Antiserumpool Kan. 3) bzw.
0,1 ng/ml (Antiserumpool Kan.4). Da mit der aufwendigeren DASP-Technik keine
wesentliche Verbesserung der Nachweisempfindlichkeit erreicht werden konnte, wurde auf

eine ausfiihrlichere Charakterisierung dieses Testsystems verzichtet.

Die in dieser Arbeit entwickelten immunchemischen Nachweissysteme fiir Cefalexin
wiesen damit eine deutlich hohere Nachweisempfindlichkeit als das von KITAGAWA

etal. (1988b) beschriebene enzymimmunologische Nachweisverfahren (mit einer

133



Nachweisgrenze fiir Cefalexin in Milch von 30 ng/ml) auf. Auch im Vergleich zu den in
der Literatur beschriebenen physikalisch-chemischen Verfahren (PATEL et al., 1988;
MEYER et al., 1999; DAESELEIRE et al.,, 2000a+b; ZHI et al., 2001; GHIDINI et al.,
2003) ist die Nachweisempfindlichkeit als sehr gut zu bezeichnen. Der MRL fiir Cefalexin
in Milch (100 pg/kg) wird analytisch weit unterschritten mit einer mittleren
Nachweisgrenze von 0,2 pg/kg. Damit ist, neben einer reinen Riickstandkontrolle,
ein Einsatz dieses Testsystems beispielsweise im Rahmen von Untersuchungen zur

Umweltkontamination (Wasser, Boden) mit Cefalexin vorstellbar.

5.3.2 EIAs zum Nachweis von CEFTIOFUR

Zur Entwicklung von Nachweisverfahren fiir Ceftiofur wurden nach dem Prinzip der
kompetitiven Enzymimmuntests jeweils ein indirektes und ein direktes Verfahren getestet.
Basierend auf der DASP-Technik, wurden im direkten Verfahren keine ausreichenden
Extinktionswerte fiir den Nullwert erreicht, so dass ein indirektes Testformat
weiterentwickelt wurde. Bei der Uberpriifung der Testspezifitiit ergaben sich fiir zwei
Testsysteme unter Verwendung verschiedener Antiseren analytisch interessante
Unterschiede. Wihrend sich das Antiserum von Kan.5 als hochspezifisch fiir die
Muttersubstanz Ceftiofur erwies und keinerlei Kreuzreaktivitit mit anderen P-Laktam-
Antibiotika zeigte, ergab sich flir das Antiserum von Kan. 6 eine relative Kreuzreaktion
mit Ceftiofur-Metaboliten von ca. 5 %. Durch Kombination der beiden Testsysteme konnte
somit eine Differenzierung des Gehaltes von Proben (z.B. Milchproben) an Ceftiofur-
Muttersubstanz und Metaboliten vorgenommen werden. Bei Feststellung der Abwesenheit
von Ceftiofur-Muttersubstanz mit dem ersten Testsystem (EIA-1(C)) waren positive
Ergebnisse im zweiten Testsystem (EIA-2(CM)) auf die Anwesenheit von
DFC(metaboliten) zuriickfithren, und zwar in ca. 20fach hoherer Konzentration als nach
Ceftiofur Standards berechnet. Der EIA-2(CM)) erfasste dariiber hinaus die
strukturverwandten Verbindungen Ceftriaxon, Cefotaxim und Cefuroxim. Da diese
Substanzen jedoch in der Veterindrmedizin nicht eingesetzt werden, ist mit den
entwickelten Testsystemen eine differenzierende Analytik von Ceftiofur und Metaboliten

in Milch méglich.

Auch fiir die Testsysteme zum Nachweis von Ceftiofur wurden zur Quantifizierung anhand

der Standardkurven nur Extinktionen {iber 30 % und unter 70 % beriicksichtigt.
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Es ergaben sich mittlere Nachweisgrenzen im indirekten Testsystem fiir Ceftiofur in Milch
von 1,9 ng/ml (EIA-1(C)) bzw. von 3,3 ng/ml (EIA-2(CM)) und fiir DFC in Milch lag die
mittlere Nachweisgrenze bei ca. 100 ng/ml (EIA-2(CM)).

Die in dieser Arbeit entwickelten immunchemischen Nachweissysteme fiir Ceftiofur
wiesen im Vergleich zu anderen Systemen eine dhnliche, hdufig sogar eine hohere
Nachweisempfindlichkeit auf (ROSE et al., 1995; BUCKLEY und STANKER, 1996;
ROSE et al., 1996a+b; STANKER et al., 1996; STANKER et al., 1998).

Auch im Vergleich zu physikalisch-chemischen Nachweissystemen ist das in dieser Arbeit

erstellte Verfahren dhnlich sensitiv (vgl. Tabelle 2.10).

5.3.3 Anwendbarkeit der entwickelten EIAs

Die Anwendbarkeit der entwickelten Testsysteme fiir Cefalexin bzw. Ceftiofur wurde
anhand kiinstlich kontaminierter Milchproben (pasteurisierte Milch, Rohmilch) iiberpriift.
Eine wie bei physikalisch-chemischen Verfahren iibliche, aufwendige Probenvorbereitung
war nicht erforderlich. Zur Minimierung unspezifischer Einfliisse der Probenmatrix auf das
Testsystem erwies es sich als ausreichend, die Milchproben durch Zentrifugieren zu
entfetten. Verglichen mit anderen EIAs fiir Antibiotika (FLOB, 1977; SCHNAPPINGER,
1992; STANKER et al., 1998), in denen die Proben noch mit Puffer verdiinnt werden
mussten, stellt dieses eine einfache Maflnahme dar. Die Wiederfindungsraten fiir Cefalexin
in einem Dotierungsbereich von 10 -200 ng/ml lagen bei 100,1 % bis 132,0 %. Die
Wiederfindungsraten fiir Ceftiofur im gleichen Dotierungsbereich lagen bei
88,0 % bis 138,7 %. Die Variationskoeffizienten entsprachen der vom Codex Committee
on Residues of Veterinary Drugs in Food geforderten Reproduzierbarkeit fiir

Riickstandsanalysen im Bereich von > 1 pg/kg < 10 pg/kg (CCRVDF, 2003).

Die praktische Anwendbarkeit der entwickelten EIAs fiir Ceftiofur wurde zusétzlich an
hemmstoffpositiven Anlieferungsmilchproben aus der Tatigkeit des HVL untersucht. Die
Ubereinstimmung zwischen den Ceftiofur-EIAs (Messwert) und dem BRT-Hemmstofftest
(letzte positive Verdiinnungsstufe) war gut. Insgesamt wiesen die untersuchten
Anlieferungsmilchproben einen Gehalt an Ceftiofur und Metaboliten in einem Bereich von
ca. 300 - 800 pg/kg auf. Dieser Befund deutet auf eine nicht fachgerechte Applikation des

Medikaments hin, denkbar wére eine intramammaére Applikation. Nach MRL-Summary
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der EU (EMEA, 1999a; EMEA, 2002a) kommt als Riickstandsbildner bei fachgerechter
(d.h. bei Rindern subcutaner) Applikation von Ceftiofur-Préparaten praktisch nur der
Metabolit DFC in der Milch vor, die Riickstandshochstmenge gilt fiir die Summe aller den
B-Laktamring enthaltenden und als DFC gemessenen Riickstinde. Hochstmengen-
iiberschreitungen um ein Vielfaches des MRL-Wertes — die derzeit giiltige
Riickstandshochstmenge liegt bei 100 pg/kg (EWG Verordnung Nr. 2377/90 vom 26. Juni
1990) — heben die Bedeutung regelméBiger Hemmstoffuntersuchungen hervor. An dieser
Stelle sei auch auf die generelle Problematik des Ceftiofur-Nachweises in der

Routinekontrolle hingewiesen.

Zudem wurde in Zusammenarbeit mit der Klinik fiir Wiederkduer und Schweine,
Innere Medizin und Chirurgie der Wiederkduer, der Justus-Liebig-Universitit Gie3en
(Prof. Dr. K. Doll) ein Anwendungsversuch zum Ausscheidungsverhalten von Ceftiofur
und Ceftiofur-Metaboliten nach therapeutischer Applikation des Priiparates Excenel® RTU
durchgefiihrt. Eine Milchkuh wurde nach Herstellerempfehlung behandelt. Die
Einzelgemelke wurden mittels der EIAs untersucht. Ein Maximalwert von ca. 10 pg/kg
wurde am letzten Applikationstag nachgewiesen. Unter Beriicksichtigung der
Nachweisempfindlichkeit des EIA-1(C) ergab sich ein Gehalt von ca. 8 pg/kg Ceftiofur-
Aquivalenten, gleichbedeutend mit ca. 160 pg/kg DFC(metaboliten) in der Milchprobe.
Die Beobachtung, dass Individualwerte die maximale Riickstandsmenge iiberschreiten
konnen, deckt sich mit anderen Angaben in der Literatur (ERSKINE et al, 1995;
PHARMACIA & UPJOHN COMPANY, 1998; STANKER et al., 1998; EMEA, 1999a).

Mit den entwickelten EIAs ist somit eine differenzierende Analytik von Ceftiofur und
seines Hauptmetaboliten DFC in der Milch moglich. Dies ist insbesondere im
Zusammenhang mit einer Ursachenaufklidrung bei Riickstands-positiven Milchproben von
Bedeutung: Bei Feststellung der Abwesenheit von Ceftiofur mit dem EIA-1(C) lassen
positive Ergebnisse im EIA-2(CM) auf die Anwesenheit von DFC(metaboliten) schlie3en,
und zwar in ca. 20fach hoherer Konzentration als nach Ceftiofur-Standardkurve berechnet.
Bei nicht-fachgerechter Anwendung von Ceftiofur ist mit hohen Riickstands-
konzentrationen der Muttersubstanz und Metaboliten in Milch zu rechnen. Bei
fachgerechter Anwendung ist zwar Ceftiofur als Muttersubstanz in Milch nicht
nachweisbar (< 1,9 pg/kg), es ergaben sich aber Hinweise auf deutliche
Riickstandskonzentrationen von DFC. Ein Ziel ist die weitere Optimierung des

Nachweises, d.h. die Entwicklung eines spezifischen Tests fiir DFC.
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Mit einer Durchfiihrungsdauer von ca. 2,5 h eignen sich die in dieser Arbeit entwickelten
Testsysteme zum Nachweis von Cefalexin und Ceftiofur bzw. DFC als Routineverfahren
zum Laborscreening auf Riickstéinde dieser Substanzen. Aufgrund ihrer hohen Spezifitit
und Sensitivitdt stellen enzymimmunologische Verfahren eine wertvolle Ergéinzung im
Rahmen eines routinetauglichen integrierten Nachweissystems dar und koénnen zur
Identifizierung und Quantifizierung Riickstands-verursachender Substanzen beitragen. Die
hier vorgestellten EIAs zum Nachweis von Cefalexin bzw. Ceftiofur erwiesen sich als gut
geeignet zum Nachweis der nach Verordnung (EWG) Nr. 2377/90 mit Hochstmengen in
Milch belegten Cephalosporine Cefalexin sowie Ceftiofur und seiner Metaboliten. Die
Nachweisbarkeit liegt weit unterhalb der gesetzlich vorgeschriebenen Hochstgrenzen von
jeweils 100 pg/kg. Mit diesen Charakteristika sind die in dieser Arbeit entwickelten
enzymimmunologischen = Testsysteme  anderen  Verfahren in  Bezug  auf
Nachweisempfindlichkeit, Testdurchfiihrung und Kosteneffektivitit iiberlegen. Eine
Anwendung ist nicht auf die Matrix Milch beschrinkt, nach entsprechender
Probenaufbereitung wire auch eine Untersuchung von Fleisch bzw. Fleischerzeugnissen

auf entsprechende Riickstinde denkbar.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Entwicklung und Anwendung
enzymimmunologischer Verfahren zum Nachweis der im Hinblick auf die EU-

Verordnungen relevanten Cephalosporine Ceftiofur und Cefalexin in Milch.

Zur Herstellung immunogener Protein-Konjugate wurde jeweils Cefalexin bzw. Ceftiofur
mittels Glutardialdehyd an ein Tragerprotein (KLH) gekoppelt. Jeweils vier Kaninchen
wurden mit dem Cefalexin-KLH-Konjugat (1,7 mg/Tier) bzw. dem Ceftiofur-KLH-

Konjugat (2,3 mg/Tier) immunisiert.

Zur Herstellung von Antigen-Enzymkonjugaten wurden Cefalexin bzw. Ceftiofur mittels
Carbodiimid an Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert. Ceftiofur-Proteinkonjugate als
Festphasenantigene fiir den kompetitiven indirekten Enzymimmuntest (EIA) wurden durch
Kopplung von Ceftiofur an BSA mittels Carbodiimid bzw. mittels Glutardialdehyd
hergestellt.

Mit dem Cefalexin-HRP-Konjugat und den verschiedenen Kaninchen-Antiseren wurden
kompetitive direkte EIAs erstellt. Es zeigte sich, dass der direkte EIA unter Verwendung
gefdllter Antiseren als Beschichtung das empfindlichste Testsystem mit einer mittleren
Nachweisgrenze fiir Cefalexin von 0,2 £ 0,1 nug/kg darstellte (Antiserum Kaninchen 4).
Der Nachweis von Cefalexin im kompetitiven direkten EIA unter Verwendung der DASP-

Technik erbrachte im Vergleich dazu keine Verbesserung der Testempfindlichkeit.

Mit dem Ceftiofur-HRP-Konjugat und den verschiedenen Kaninchen-Antiseren wurden
kompetitive direkte EIAs auf Basis der DASP-Technik erstellt. Mit dem Ceftiofur-BSA-
Konjugat und den verschiedenen Kaninchen-Antiseren wurden kompetitive indirekte EIAs
erstellt. Der indirekte EIA unter Verwendung von Ceftiofur-C-BSA als Beschichtungs-
antigen erwies sich als empfindlichstes Testsystem, mit einer mittleren Nachweisgrenze fiir
Ceftiofur von 1,9 £ 1,0 mg/kg (Antiserum Kaninchen 5) bzw. 3,3 = 1,1 pg/kg (Antiserum
Kaninchen 6).

Zur Bestimmung der Spezifitit des kompetitiven direkten EIA zum Nachweis von
Cefalexin bzw. des kompetitiven indirekten EIA zum Nachweis von Ceftiofur wurde der
Einfluss anderer Cephalosporine sowie strukturdhnlicher Penicilline auf die Testsysteme
untersucht. Hierzu wurden ca. 30 Substanzen, darunter auch chemisch (hydrolytisch) oder

enzymatisch (Penicillinase) gespaltene Antibiotika sowie durch chemische Derivatisierung
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von Ceftiofur hergestellte Metaboliten (Desfuroylceftiofur = DFC, Desfuroylceftiofur-
Acetamid = DFA) getestet. Die EIAs zum Nachweis von Cefalexin zeigten in
Abhidngigkeit vom verwendeten Antiserum (Kaninchen 3 bzw. Kaninchen 4) neben der
Reaktion mit Cefalexin eine relative Kreuzreaktion mit den in der Veterindrmedizin nicht
zugelassenen Cephalosporinen Cefaclor (31 % bzw. 53 %), Cefadroxil (55 % bzw. 22 %)
und Cephradin (82 % bzw. 73 %). Das Testsystem erwies sich somit unter praktischen
Gesichtspunkten als spezifisch fiir den Nachweis von Cefalexin in Milch. Die EIAs zum
Nachweis von Ceftiofur zeigten in Abhdngigkeit vom verwendeten Antiserum
(Kaninchen 5 bzw. Kaninchen 6) unterschiedliche Kreuzreaktivitit. Bei Verwendung des
Antiserums von Kaninchen 5 erwies sich das Testsystem als hochspezifisch fiir Ceftiofur.
Bei Verwendung des Antiserums von Kaninchen 6 zeigten sich neben der Reaktion mit
Ceftiofur relative Kreuzreaktionen mit den in der Veterindrmedizin nicht zugelassenen
Cephalosporinen Cefotaxim (10 %), Cefuroxim (20 %) und Ceftriaxon (29 %), sowie mit
Ceftiofur-Metaboliten (5 %). Hier wurde eine mittlere Nachweisgrenze fiir den Ceftiofur-
Hauptmetaboliten DFC von 100 £ 50 pg/kg ermittelt. Die Kombination beider Testsysteme
fiir Ceftiofur ermdglicht somit eine Differenzierung des Riickstandsgehaltes an Ceftiofur-

Muttersubstanz und Metaboliten in Milch.

Die praktische Anwendbarkeit der entwickelten EIAs wurde an kiinstlich kontaminierter,
wiérmebehandelter Vollmilch und an Rohmilch gepriift. Milchproben wurden durch
Zentrifugieren entfettet und ohne weitere Aufbereitung in den kompetitiven direkten EIA
zum Nachweis von Cefalexin bzw. den kompetitiven indirekten EIA zum Nachweis von
Ceftiofur eingesetzt (Dotierung jeweils 10 - 200 ng/ml). Die Wiederfindungsraten fiir
Cefalexin lagen in warmebehandelter Vollmilch bei 100,1 % bis 128,6 % und in Rohmilch
bei 105,3 % bis 132,0 %. Die Wiederfindungsraten fiir Ceftiofur lagen in
warmebehandelter Vollmilch bei 88,0 % bis 109,4% und in Rohmilch bei
103,4 % bis 138,7 %. Die praktische Anwendbarkeit der entwickelten EIAs zum Nachweis
von Ceftiofur wurde zusétzlich bei Anlieferungsmilchproben im Rahmen der Giitepriifung
durch den HVL und in einem Anwendungsversuch zum Ausscheidungsverhalten von
Ceftiofur und Ceftiofur-Metaboliten nach therapeutischer  Applikation eines

ceftiofurhaltigen Prédparates bei laktierenden Rindern iiberpriift.

Die hier vorgestellten EIAs erwiesen sich als gut geeignet zum Riickstandsnachweis dieser
beiden Verbindungen entsprechend Verordnung (EWG) Nr. 2377/90. Die Nachweisbarkeit
beider Verbindungen lag jeweils deutlich unterhalb der Hochstmenge (MRL: 100 pg/kg).
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7 SUMMARY

This paper describes the development and application of enzyme immunoassays (EIAs) for
the detection of cefalexin and ceftiofur in bovine milk, with regard to the relevant EU-

regulations.

For the production of immunogenic protein-conjugates, cefalexin or ceftiofur were each
coupled to a carrier-protein (KLH) using glutardialdehyde as the coupling reagent. The
cefalexin-KLH-conjugate (1.7 mg/animal) respectively the ceftiofur-KLH-conjugate

(2.3 mg/animal) were used to raise antibodies in two groups of each four rabbits.

In order to generate antigen-enzyme-conjugates, the conjugation of cefalexin or ceftiofur to
HRP was achieved by a carbodiimide procedure. The synthesis of solid-phase-antigens was
achieved by coupling ceftiofur to BSA wusing as well carbodiimide procedure as

glutardialdehyde procedure.

Using the cefalexin-HRP-conjugate and the different rabbit-antisera, competitive direct
EIAs were developed. An EIA employing antiserum of one animal (rabbit4) as the
coating-antibody proved to be the most sensitive approach, with an average detection limit
for cefalexin of 0.2 £ 0.1 pg/kg. In comparison, no improvement of sensitivity could be
achieved for the detection of cefalexin in a competitive direct EIA using a DASP-

technique.

Using the ceftiofur-HRP-conjugate and different rabbit-antisera, competitive direct EIAs
based on DASP-technique were also developed. However, when using the ceftiofur-BSA-
conjugate as the coating-antigen in competitive indirect EIAs, this approach was found to
yield the most sensitive test system, with average detection limits determined for ceftiofur

of 1.9 £ 1.0 pg/kg and 3.3 £ 1.1 pg/kg, using serum of rabbit 5 and rabbit 6, respectively.

To check specificity of the competitive direct EIA for the detection of cefalexin and the
competitive indirect EIA for the detection of ceftiofur, other cephalosporins and
structurally related penicillins were tested under the conditions of each immunoassay. A
total of about 30 substances was tested, among these some chemically (hydrolysis) or
enzymatically (penicillinase) cleaved antibiotics, as well as chemically modified analogues
of ceftiofur (e.g., desfuroylceftiofur = DFC, desfuroylceftiofur-acetamide = DFA). The
assays for cefalexin showed, depending on the antisera used, relative cross reactions

(cefalexin = 100%) with some cephalosporins, which are, however, not approved for use in
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veterinary medicine: cefaclor (antiserum rabbit 3: 31 %; antiserum rabbit4: 53 %),
cefadroxile (55 %; 22 %) and cephradine (82 %; 73 %). Under practical considerations, the
EIA for cefalexin was specific for the detection of cefalexin in milk. For ceftiofur
specificity varied depending on the antisera used (rabbit 5 or rabbit 6). When using the
antiserum from rabbit 5, the competitive indirect EIA was highly specific for ceftiofur.
When using the antiserum from rabbit 6 there were cross-reactions with cefotaxime
(10 %), cefuroxime (20 %) and ceftriaxone (29 %). These substances are not approved for
use in veterinary medicine. More important was that DFC also cross-reacted (5%) in this
test version. For this compound, which is the major metabolite of ceftiofur in milk, an
average detection limit of 100 £ 50 pg/kg was found. The combination of both EIA test
systems for the detection of ceftiofur therefore enables a differentiation between residues

of the parent compound (ceftiofur) and those of the metabolite (DFC) in milk.

The applicability of the EIAs was studied using artificially contaminated milk (pasteurized
milk, raw bovine milk, contamination levels 10 - 200 ng/ml each). The samples were
defatted by centrifugation and then assayed, without any further treatment, both in the
competitive direct EIA for the detection of cefalexin and in the competitive indirect EIA
for the detection of ceftiofur. The recovery of cefalexin from pasteurized milk was between
100.1 % and 128.6 %, in raw milk between 105.3 % and 132.0 %, respectively. The
recovery of ceftiofur from pasteurized milk was between 88.0 % and 109.4 %, in raw milk
between 103.4 % and 138.7 %, respectively. The applicability of the EIAs for the detection
of ceftiofur was further tested by analysing inhibitor-positive bulk milk samples obtained
from the german milk ordinance and by testing samples of an application trial to
investigate the excretion behaviour of ceftiofur and its metabolites after therapeutic

treatment of dairy cattle.

The EIAs described here were found to be suitable for the detection of the cephalosporin
antibiotics cefalexin and ceftiofur/ceftiofur metabolites in milk. The detection limits of
these assays in milk were well below the requirements of European Union regulation
2377/90 concerning maximum residue limits (MRL) for these compounds in milk

(MRL: 100 pg/kg).
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9 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ABI = Amtsblatt der Europdischen Gemeinschaft, Amtsblatt der Europédischen Union
Abs. = Absorption

7-ACS = 7-Aminocephalosporansdure

7-ADCA = 7-aminodesacetoxycephalosporanic acid

A. dest. = Aqua destillata, destilliertes Wasser

ADI = acceptable daily intake, ,,annehmbare (orale) Tagesdosis”

AMG = Arzneimittelgesetz

AP = alkalische Phosphatase

6-APS = 6-Aminopenicillansdure

ASU = Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren

B. = Bacillus

B = antibiotikahaltiger bzw. antigenhaltiger Ansatz, Extinktionswert bei 450 nm
B0 = antibiotikafreier bzw. antigenfreier Ansatz, Extinktionswert bei 450 nm
BAFM = Bundesanstalt fiir Milchforschung

BbT = Bundesverband der beamteten Tierdrzte

BGBI = Bundesgesetzblatt

BPO = durch alkalische Hydrolyse erzeugte Penicillin G Derivate, Benzylpenicilloyl
BRT = Brillantschwarz-Reduktionstest

BSA = bovines Serumalbumin, Rinderserumalbumin

¢ = Konzentration

C = 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl-)Carbodiimid, Carbodiimid

[C] = Cefalexin bzw. Ceftiofur

CCRVDF = Codex Committee on Residues of Veterinary Drugs in Food

Cav = average Ceftiofur, durchschnittliche Ceftiofurmenge

Chach 24n = gemessene Konzentration nach 24 Stunden

Chmax = gemessene Maximalkonzentration

d=Tag

DASP = Double Antibody Solid Phase, Doppelantikorpertechnik

DAZ = Deutsche Apotheker Zeitung

DC = Diinnschicht Chromatographie

DFA = Desfuroylceftiofur-Acetamid

DFC = Desfuroylceftiofur

DMSO = Dimethylsulfoxid

DTE = Dithioerythritol

DVG = Deutsche Veterindrmedizinische Gesellschaft e.V.

E. = Escherichia

E = Extinktion

ED(P)C = 1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl-)Carbodiimid

EIA = Enzymimmunoassay

ELISA = Enzyme-linked-immuno-sorbent assay, Enzymimmunoassay

215



EMEA = The European Agency for the Evaluation of Medicinal Products, Européische
Agentur fiir die Zulassungspriifung von Arzneimitteln

et al. = et altera, und andere

EU = Europdische Union

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

FAC = Fortschritte der antimikrobiellen und antineoplastischen Chemotherapie

FAO = Food and Agriculture Organization

FDA = Food and Drug Administration

FEDESA = European Federation for Animal Health

FIA = Fluoreszenzimmunoassay

FITIA = flow injection immunoanalysis

g = Gravitation, Erdbeschleunigung

g = Gramm

GA = Glutardialdehyd

GC = Gaschromatographie

GC/MS = Gaschromatogtaphie-Massenspektrometrie

GDCH = Gesellschaft Deutscher Chemiker

GMBS = N-[(y-maleimido-butyryl)oxy]sulfosuccinimid-Ester

H. = Haemophilus

h = Stunde(n)

HCI = Hydrochlorid

HPLC = high performance liquid chromatography, Hochdruckfliissigkeitschromatographie
HRP = horseradish peroxidase, Meerrettichperoxidase

HVL = Hessischer Verband fiir Leistungs- und Qualitétspriifungen in der Tierzucht e.V.
IDF = International Dairy Federation

Ig = Immunglobulin

i.m. = intramuskulér

IU = international units, internationale Einheiten (Enzymaktivitét)

1.v. = intravends

k.A. = keine Angabe

Kan. = Kaninchen

KGW = Korpergewicht

KLH = keyhole limpet hemocyanin

KLH-SMCC = Maleimid-aktiviertes KLH

1 = Liter

A = Lambda, Symbol fiir Wellenlidnge

LC = liquid chromatography, Fliissigkeitschromatographie

LC-ES(P)-MS = liquid chromatography-electrospray ionization mass spectrometry,
Fliissigkeitschromatographie-Massenspektrometrie

LC/MS = liquid chromatography mass spectrometry, Fliissigkeitschromatographie
Massenspektrometrie
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LC-MS/MS = liquid chromatography/tandem mass spectrometry, Fliissigkeits-
chromatographie-Massenspektrometrie

LC-MS SIM = liquid chromatography-mass spectrometry selected ion monitoring, Fliissig-
keitschromatographie-Massenspektrometrie

LFGB = Lebensmittel-, Bedarfsgegenstinde- und Futtermittelgesetzbuch, Lebensmittel
und Futtermittelgesetzbuch

max = maximal

MBS = N-(m-maleimidobenzoyl)Succinimid

MIC = minimum inhibitory concentration, minimale Hemmkonzentration

MS = Massenspektrometrie

MS-BSA = Mercaptosuccinyl-bovine Serumalbumin

mg = Milligramm

ug = Mikrogramm

ml = Milliliter

ul = Mikroliter

mmol = millimol

min = Minuten

MPR = Milchpriifring

MRL(s) = Maximum Residue Limit(s), Riickstandsh6chstmenge(n)

MRSA = Methicillin-resistente Staphylococcus aureus-Stamme

n = Anzahl

Na = Natriumsalz

NaOH = Natronlauge

NAHMS = National Animal Health Monitoring System, nationales Uberwachungs-
programm der Tiergesundheit

NARMS = National Antimicrobial Resistance Monitoring System, nationales
Uberwachungsprogramm der antimikrobiellen Resistenzentwicklung

NHS-Succinat = N-hydroxysuccinimid-Succinat

NOEL = no observed effect level; hochste Wirkstoffkonzentration, die keine substanz-
spezifischen Wirkungen mehr auslost

NWG = Nachweisgrenze

ng = Nanogramm

nm = Nanometer

OVA-S = thioliertes Ovalbumin

P = Probe

+ P = enzymatische Hydrolyse durch Penicillinase-Behandlung

PABA = Para-Amino-Benzoesiure

pg = Picogramm

PharmStoffV = Verordnung iiber Stoffe mit pharmakologischer Wirkung

PBP =Penicillin-bindende-Proteine

PBS = phosphate buffered saline, Phosphat gepufferte-Kochsalzlosung, Phosphatpuffer
Pen G = Penicillin G
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PEG = Paul-Ehrlich-Gesellschaft fiir Chemotherapie

R = Referenz

RIA = Radioimmunoassay

RT = Raumtemperatur

S. = Staphylococcus

s.c. = subcutan

SMPB = Sulfosuccinimidyl 4-(p-maleimidophenyl)-butyrat
SPFIA = solid-phase fluorescence immunoassay, Festphasen- Fluoreszenzimmunoassay
Str. = Streptococcus

TLC = thin-layer chromatography, Diinnschicht Chromatographie
Tmax = Zeitpunkt der gemessenen Maximalkonzentration

TMB = Tetramethylbenzidin

Ty, = Halbwertszeit

UV = Ultraviolett

VK = Variationskoeffizient

VO = Verordnung

WHO = World Health Organisation, Weltgesundheitsorganisation
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