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1 EINLEITUNG

Der Einsatz von Antibiotika bei lebensmittelliefdem landwirtschaftlichen Nutztieren und
die damit verbundene Rickstandsproblematik sindHimblick auf den vorbeugenden
Verbraucherschutz und die technologische Qualitéér dRohstoffe in der
Lebensmittelherstellung von besonderer BedeutungterJden zur antimikrobiellen
Therapie bei laktierenden Kihen eingesetzten Adtika spielen nach wie vor die
B-Laktamantibiotika die wichtigste Rolle, wie diegl&éhe Praxis der ,Hemmstoff*-

Kontrollen im Rahmen der Milchgulteverordnung zeigt.

Neben den klassischen Penicillinen werden bei Miltien in zunehmendem MalR3e Stoffe
aus der Gruppe der Cephalosporine eingesetzt, @aranch der Wirkstoff Cefquinom.
Praparate, die diesen Wirkstoff enthalten, sindhaaefgrund ihrer relativ kurzen
Wartezeiten fur den Milcherzeuger anwendungsrelevBie Ruckstandshéchstmenge
(Maximum Residue Limit, MRL) fur Cefquinom in Milchegt nach Verordnung (EWG)
Nr. 2377/90 bei 20 pg/kg. Zwar wird Cefquinom mitend gebrduchlichen
mikrobiologischen Verfahren, wie sie beispielswemeRahmen der Hemmstoffkontrollen
eingesetzt werden, qualitativ miterfasst, allerdirgst deutlich Gber dem MRL-Niveau.
Zudem st eine lIdentifizierung und Quantifizierunggn Cefquinom mittels dieser

Hemmstofftests nicht moglich.

Grundsatzlich ist jedoch fur viele Fragestellungmspesondere auch fur die rechtliche
Bewertung mdglicher Rickstéande in Konsummilch, hialr eine pauschale Untersuchung
auf Hemmstoffe erforderlich, sondern auch eine Mabgstimmung des Wirkstoffs.
Zudem liegen aufgrund der unzureichenden Empfindkéd des Hemmstofftests keine
verlasslichen Daten zur tatsachlichen Vorkommengieit von Cefquinom in der
Anlieferungsmilch im Hinblick auf das MRL-Niveau woAusreichend empfindliche
physikalisch-chemische Verfahren fur Cefquinom veurdzwar von mehreren Autoren
beschrieben, aufgrund des hohen Arbeits- und Kasferandes werden diese jedoch

derzeit in der Routineuntersuchung praktisch nethgesetzt.

Es besteht daher ein Bedarf an spezifischen undimatiphen Screening-Tests, die zudem
noch einfach und wirtschaftlich in der Anwendunghssllten. Eine Mdglichkeit ist hier

der Cefquinom-Nachweis mit immunchemischen Verfahiin solcher Test kénnte, in



Verbindung mit weiteren Schnelltestsystemen, im Ralm eines integrierten
Nachweissystems eine wertvolle Erganzung darstelldierbei werden verschiedene
Testsysteme hintereinander geschaltet und damteMdder jeweiligen Systeme optimal
genutzt. Fur Cefquinom wurden bisher keine immungkehen Verfahren beschrieben.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, Antil@irgegen Cefquinom herzustellen und
ein enzymimmunologisches Verfahren zum quantitatiMachweis dieses Cephalosporins

in Milch zu entwickeln und zu validieren.



SCHRIFTTUM
2.1 Hemmstoffe bzw. Rickstande von Antiinfektivan Milch

Antiinfektiva, insbesondere Antibiotika sind die ufifgste Ursache fir Rickstdnde von
Tierarzneimitteln in Anlieferungsmilch. Hier wiedmn stehen seit Jahrzehnten Stoffe aus
der Gruppe dep-Laktamantibiotika im Vordergrund (GEDEK, 1977; MTHELL et al.,
1998; MORETAIN und FROGER, 1995; SCHALLIBAUM, 19868UHREN, 2002;
SUHREN et al, 1996b; SUHREN und REICHMUTH, 1998W)ie prozentuale
Vorkommenshaufigkeit solcher - pauschal als Hemffestoezeichneten - Rickstande in
Anlieferungsmilch ist zwar relativ gering und liegt den letzten Jahren zumeist im
Bereich zwischen 0,05% und 0,1%, wie die Jahrestigriverschiedener Kontrollstellen
ausweisen. Bericksichtigt man jedoch die Untersogsléufigkeit, die beispielsweise
allein in Bayern bei ca. 2,5-3 Millionen Probenustehungen liegt (MILCHPRUFRING
BAYERN e.V., 2005), so bedeuten auch 0,04% posiBeéunde immer noch weit Gber
tausend Hemmstoff-positive Befunde pro Jahr. Insdeswvurden im Untersuchungsjahr
2003 0,11 % der Anlieferungsmilch-Proben Hemmspaf$itiv getestet (GOLINSKI et al.,
2003).

Bezogen auf ganz Deutschland sind somit jahrlichatngsweise 5000-6000
Hemmestoff-positive Anlieferungsmilchproben zu engar Selbst wenn jeder positiven
Probe beispielsweise nur 1000 Liter Milch zugrufidgen sollten, was bei einem Betrieb
mit 30-50 Milchkiihen annahernd der mittleren tdghic Milchablieferung entsprechen
wuirde, so gelangte damit jahrlich Hemmestoff-halfigiéch in einer Grél3enordnung von 5-
6 Millionen Liter in die Molkereien. Durch Verdinng im Tankwagen mit der Milch
anderer Betriebe kann die Rulckstandskonzentratiomeru Umstdnden unter die
Erfassbarkeitsgrenze der in der Molkerei Ublicfiebaktam-Schnelltests sinken, woraus
das Risiko eines kontinuierlichen Eintrags von Bidtiika in die Milch im Spurenbereich
erwachst. Da auch die Kontrolluntersuchungen im nkah der Milchguteverordnung
lediglich  retrospektiven  Charakter haben, d.h. Hetoffrpositiv getestete
Anlieferungsmilch in der Regel der normalen Be- Medarbeitung zugefihrt wird, ist hier

keine vollstandige Vermeidung von Antibiotika-Rutksden moglich.

Zum Nachweis von Antibiotika in Milchproben werdan der Regel mikrobiologische

Hemmstofftests eingesetzt. Der Begriff ,Hemmstofietet sich von der Beobachtung ab,



dass einige Wirkprinzipien Mikroorganismen am Waghs hindern kénnen (GEDEK,
1986; TERPLAN und ZAADHOF, 1967). In der Praxis enscheidet man Hemmstoffe
durch den Weg des Eintrages in die Milch Uber eseknetorische oder postsekretorischen
Eintrag. Sekretorische Kontamination liegt vor, wéthemmstoffe Uber den Stoffwechsel
des Tieres in die Milch ausgeschieden werden, amimikrobiell wirksame Substanzen
bei Nichteinhaltung der Wartezeit (KNAPPSTEIN et, &003a+b). Aber auch andere
antimikrobiell wirksame Agenzien, beispielsweisdtéunhaltsstoffe oder natirlich in der
Milch enthaltene Abwehrstoffe, wie Lysozym, Laktwfe und das Laktoperoxidase-
Thiocyanat-Peroxid-System konnen unter  Umsténden ne ei sekretorische
Hemmstoffwirkung verursachen (BJORCK und HOPKIN949BOOTH und HARDING,
1986; CARLSSON und BJORCK, 1987; KIRST, 1992), obivdies aufgrund der
Ergebnisse der taglichen Praxis von Hemmstoffuntdrgsngen die absolute Ausnahme
darzustellen scheint.

Postsekretorisch entsteht eine Kontamination minimstoffen durch — versehentliches -
Vermischen der Milch behandelter Kiihe, oder durcmtémination bzw. Verschleppung
Uber nicht ausreichend gereinigte Melkgeratschaf&BRE et al., 1995; GEDEK, 1973;
MITCHELL et al., 1998, MORETAIN und FROGER, 1995CBALLIBAUM, 19863a;
SCHALLIBAUM 1989; SUHREN et al., 1996a; SUHREN uREICHMUTH, 1998b).
Seltener kénnen auch Desinfektions- und Reiniguittgimbedingt durch technische
Méangel der Melkanlagen oder Fehler bei der Bedigrider Melkanlagen, als Ursache fur
Hemmstoffe in Frage kommen (BRENTRUP und ALBERS939GEDEK, 1984;
TERPLAN und ZAADHOF, 1967).

Wie den Jahresberichten aller der mit Hemmstoffialdl®n im Rahmen der
MilchgUteverordnung befassten Untersuchungsstetlerentnehmen ist, kénnen jedoch
heute Hemmstoff-Ruckstande praktisch mit Rickstandmtimikrobiell wirksamer
Tierarzneimittel gleichgesetzt werden (MILCHPRUFRINBAYERN e.V., 2005).
Allerdings ist hierbei zu bertcksichtigen, dass deh gebrauchlichen Hemmstofftests ein
durch die Sensitivitat und Spezifitat der eingesetizMethoden limitiertes - und damit
maoglicherweise unvollstandiges - Abbild der Belagissituation vermittelt wird (KROLL,
1999). Wirkstoffe, die mit diesen Methoden nichepdiur unzureichend erfasst werden,
stellen im Hinblick auf die wahre Rickstandsbelagtwon Anlieferungsmilch einen in



seiner Bedeutung nur schwer abzuschatzenden Fa&tqiKLEIN, 1999; PERRETEN et
al., 1997).

Die Haufigkeit des Vorkommens von Antibiotikarickstlen in Konsummilch scheint,
vermutlich bedingt durch Verdiinnungseffekte, seledmg zu liegen, obwohl neuere
publizierte Daten nicht verfigbar sind. LOCHBIHLEBt al. (1995) untersuchten
1992/1993 insgesamt 800 Konsummilchproben aus Bayed fanden nur in drei Proben
mittels Brillantschwarz-Reduktionstest Hinweise ddémmstoffe, wobei nur in einer
Probe Penicilline nachgewiesen wurden. Im Hemmdtaffor der Professur fur
Milchwissenschaften wird seit 5 Jahren, zumeist nmells pro Woche, pasteurisierte
Konsummilch aus dem Handel als Negativkontrolle d@n Hemmestoff-Test eingesetzt.
Bisher ergaben sich erst in einer dieser Milchpnoblenweise auf Penicillin-Rickstande
(USLEBER, personliche Mitteilung).

2.2 Rechtliche Grundlagen

Verschiedene europédische und nationale Rechtsvdteoh dienen dem Schutz des
Verbrauchers vor hemmstoffbelasteten Lebensmitéela Milch bzw. dem Schutz der
Molkerei vor unerwiinschten Hemmestoff-Ruckstandeiinieferungsmilch (SCHMITT,
2002). Dabei wurde die sogenannte Nulltoleranz géer Arzneimittelriickstanden in
Lebensmitteln tierischer Herkunft aufgrund des wmdhen Fortschrittes durch
Hochstmengen ersetzt (JULICHER, 1992; PETZ, 199®)chstmengenfestsetzungen
(Maximum Residue Limit, MRL) erfolgten EU-weit bish fir rund 50 Antibiotika
(TEUFEL, 2003) nach Verordnung (EWG) 2377/90. Zaiklne weitere EU-Verordnungen
beziehen sich auf diese Hochstmengen, beispielevaiés Verordnungen (EG) 852/2004
und (EG) 853/2004, auch 810 des Lebensmittel- witbfnittelgesetzbuches verweist auf
Verordnung 2377/90. Fur Cefquinom wurden seit 199kzessive Hochstmengen (,final
MRL") nach Anhang | der Verordnung (EWG) 2377/90 Nlarkergewebe der Spezies
Rind (auch laktierend), Schwein und Pferd festgdlsighe Tabelle 1) (EMEA, 2003b).



Tabelle 1: Hochstmengen (Maximum Residue Limit, MRL) fir Q&ftpm in
Lebensmitteln tierischen Ursprungs nach Verordn@WG) Nr. 2377/90, Anhang |

Spezies bzw. MRL

Rind MRL Schwein  MRL Pferd MRL
Muskel 50 pg/kg Muskel 50 png/kg Muskel &1 00}
Fett 50 pg/kg Haut+Fett 50 pg/kg Fett 5(kpg
Leber 100 pag/kg Leber 100 pg/kg Leber 100 po/kg
Niere 200 pg/kg Niere 200 pug/kg Niere 200 pg/kg

Milch 20 ug/kg

Lebensmittelunternehmer, d.h. in diesem Zusammaentizgetriebe, die Milch be- oder
verarbeiten, aber auch der milcherzeugende Landwitissen im Rahmen ihrer
betrieblichen Eigenkontrollen die Einhaltung der cRsvorschriften beziglich
Tierarzneimittelriickstanden sicherstellen. Auf Eigerebene bedeutet dies vor allem die
Anwendung von Antibiotika unter Kontrolle eines fEeztes, die Einhaltung der
entsprechenden Wartezeiten, die Fuhrung eines miBktiaches (mit Dokumentation des
Arzneimitteleinsatzes) sowie die Vermeidung eirekusidéren Kontamination.

Der Verantwortlichkeit der Molkerei entsprechen dieute praktisch durchgehend
durchgefuhrterp-Laktam-Schnelltests auf Tankwagenebene vor Abpuangsz Milch in
den Stapeltank. Der wirtschaftliche Schaden fur M&kerei durchp-Laktam-positive
Tankinhalte kann dabei betrachtlich sein, da neteam Wert der Rohmilch (meist 20-30
Tausend Liter) die Entsorgung des Inhalts eines Arizneimitteln kontaminierten
Tankwagens nur noch Uber eine kostenaufwendige r&f@niong in daflr zugelassenen
Entsorgungseinrichtungen mdglich ist. Die friherlidii® Entsorgung in beliebigen
landwirtschaftlichen Biogasanlagen ist aufgrund Berstufung hemmstoffhaltiger Milch
als Material der Kategorie 2 (enthalt Rickstandgbahterieller Stoffe nach Richtlinie
96/22 (EG) Anhang | Gruppe B Nummer 1) gemaR Attkaler EU-Verordnung (EG)
1774/2002 nicht mehr uneingeschrankt moglich, d#metikel 15 derselben Verordnung
nur zugelassene Betriebe eine derartige Entsordurgfiihren dirfen.



Die Hemmstoffprifung der Anlieferungsmilch im Rahmaer Milchgute-Verordnung ist
de facto eine Uberprifung auf Antiinfektiva (Antibiotika Wz Sulfonamide). Derzeit wird
Anlieferungsmilch in fast allen Bundeslandern viatpro Monat auf Hemmestoffe gepruft,
wobei der Zeitpunkt der Kontrolle dem Landwirt rtidbekannt ist. Nach Milchgute-
Verordnung waren lediglich zwei Untersuchungen jenst vorgeschrieben. Die mit
Hemmstoff-positiven Befunden verbundenen Milchgekiage (5 Cent je kg fir den
gesamten Monat des positiven Befundes) sind, beneiNetto-Auszahlungspreis von
deutlich weniger als 30 Cent pro kg, ein sehr ditleér wirtschaftlicher Verlust fir den

Landwvirt.

SchlieB3lich missen nach Richtlinie 96/23/EWG sietatl Rickstandskontrollen aller
Lebensmittel auf Antibiotika durchgefuhrt werdenobei eine Identifizierung und
Quantifizierung der Wirkstoffe erforderlich ist. ®iProbennahme, der Umgang mit den
Proben und die Anforderungen an die Analyseverfakied in Artikel 15 dieser Richtlinie
und in der Entscheidung 97/747/EG genauer besamieb

Im 810 des deutschen Lebensmittel- und Futterrgagsdtzbuches (LFGB) ist verankert,
dass Lebensmittel, die mit Stoffen mit pharmakaober Wirkung behaftet sind, nur bei
Nichtuberschreitung eines bestimmten Grenzwertesian Verkehr gebracht werden
durfen. Die Verordnungen (EG) 852/2004 ff. hebere diis Ende 2005 gultige

Milchverordnung weitgehend auf, betriebseigene hlabrdliche Kontrollen im Sinne der
Ruckstandskontrolle von Rohmilch sowie in Milch hed verarbeitenden Betrieben sind
aber weiterhin von besonderer Bedeutung. Gemald déorschriften des

Arzneimittelgesetzes miissen Halter von lebensingteinden Tieren ein Bestandsbuch
fuhren, in dem die ordnungsgepedAnwendung von Arzneimitteln dokumentiert wird.
Behandelnde Tierarzte missen einen Arzneimittel-@mungs- und Abgabebeleg mit der

Angabe der einzuhaltenden Wartezeit ausfillen wrdHilter Uber diese aufklaren.



2.3 Charakterisierung von Cefquinom
23.1 Allgemeines zfi-Laktamantibiotika bzw. zu Cephalosporinen

Der Einsatz antibakterieller Substanzen hat eingdaGeschichte. Nach FRIEDRICH und
MULLER-JAHNKE (1996) setzte man laut dem ,Papyri=E* aus dem 16. Jahrhundert
vor Christus den Schimmel vom Schéadel toter Mensdherapeutisch ein. Aus China

liegen Berichte aus der Zeit um 1000 v. Chr. GberAhwendung schimmligen Sojabreis

zur Wundbehandlung vor. Auch aus Europa gibt eshyelstliche Zeugnisse, hier wurde

schimmliges Brot benutzt. Lange glaubten die Meeschan die so genannte

Miasmenlehre. Dieser zu Folge entstanden Krankmeibgeblich Gber Ausdiinstungen des
Bodens, des Wassers oder von Sumpfgebieten oden Btankmachende Bestandteile der
Luft. Diese Auffassung wurde erst im 19. Jahrhuhdarch Pasteur und Koch widerlegt.

Sie beschrieben erstmals einzellige Mikroorganismed ihren Zusammenhang mit der
Entstehung bakterieller Erkrankungen. Daraus esjelo die Grundlage fir den Einsatz

antibakterieller Substanzen (FRIEDRICH und MULLERHNKE, 1996).

1929 entdeckte Alexander Fleming die antibaktemellEigenschaften des Pilzes
Penicillium notatum (FLEMING, 1929). Durch die Forschung weiterer Véisschatftler,

wie Florey, Chain, Heatley und Abraham konnte FAimi@ls erstes Antibiotikum, bereits
zur Zeit des 2. Weltkriegs, eingesetzt werden.zZBisAufklarung der Strukturformel 1949
wurden noch viele weitere Analoga des Penicillimdeckt. 1945 bekamen Fleming,

Florey und Chain als Begriinder der modernen Artikatherapie den Nobelpreis.

BROTZU entdeckte 1948 auf Sardinien in der Naheereiklaranlage einen Pilz,
Acremonium chrysogenum (= Cephalosporium acremonium), mit der Fahigkeit, eine
antibiotisch wirkende Substanz zu produzieren. 1§8kng es Guy G. F. Newton und
Edward P. Abraham erstmals in einer Kultur diesgze® neben dem schon bekannten
Penicillin eine weiterg-Laktamstruktur zu isolieren, das Cephalosporim8RAHAM,
1983). 1962 wurde die Struktur dieser Substanzekléigt und ein Jahr spater erstmals die
7-Amino-Cephalosporansaure, das Grundgerist dehalegporine, technisch hergestellt
(ABRAHAM und NEWTON, 1961; MORIN et al., 1962). lten folgenden Jahrzehnten
wurden hieraus mehrere neue Verbindungen hergededl sich in ihren Seitenketten
unterscheiden. Das Wirkungsspektrum wurde so bessnd den gramnegativen Bereich
erweitert und digd-Laktamasestabilitat erhoht (BOYD et al., 1975; DES et al., 1996;



DEMAIN und ELANDER, 1999; FRIEDRICH und MULLER-JAHKE, 1996; NOSEK,
1997; ROLINSON, 1979+1998).

Die B-Laktamantibiotika verdanken ihren Namen dgiLaktam-Ringstruktur ihres
molekularen Grundgeristes (Abbildung 1). Diese dindsich in der 6-
Aminopenicillansaure (6-APS) bei den Penicillinerdwer 7-Amino-Cephalosporansaure
(7-ACS) bei den Cephalosporinen, als auch in dav@ansaure, den Cephamycinen,
Oxacephemen, Carbapenemen und Monalactamen wid@érend die Clavulansaure als
B-Laktamaseinhibitor in Kombinationspraparaten Andwemg findet, spielen die
letztgenannten Gruppen in der Veterinarmedizind&olle. Cephalosporine werden heute
teilsynthetisch hergestellt (FECKNER et al., 200B)izkulturen wie Cephalosporium-
oder Streptomycesarten produzieren die Grundstruktne 7-Aminocephalosporanséaure,
aus dem Penicillingerust mit Hilfe des bifunktideel Enzyms Expandase/Hydroxilase.
Dieses Enzym wird nicht nur von Hyphenpilzen, sondrich von Bakterien synthetisiert.
Bei diesen sind die Expandase und die Hydroxilags rigenstéandige Enzyme (KUHN et
al., 1999; NOSEK, 1997). Wahrend Benzylpenicillipophil ist, ist Cephalosporin C
hydrophil und daher aufwendiger in der Extraktios dem Kulturmedium.
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Abbildung 1: Vergleich der chemischen Grundstruktur (IUPAC-Nokiatur) der
Penicilline (,Penam-Grundkoérper® der 6-Aminoperiogaure, links) und der
Cephalosporine (,3-Cephem-Grundkorper® der 7-Amepd@losporansaure, rechts).
Beide weisen einefr-Laktamring (A) auf, der bei den Penicillinen mihem 5-gliedrigen
Thiazolidonring (B) und bei den Cephalosporinen mdinem 6-gliedrigen
Dihydrothiazinring (C) verkndpft ist. Penicilline insl  (mit Ausnahme der
Langzeitpenicilline) meist nur an der 6-AminogrupgRl) substitutiert, wahrend
Cephalosporine ublicherweise Substituenten an deminogruppe (R1) sowie an der 3-

Methylgruppe (R2) aufweisen.

Entsprechend des Zeitraumes ihrer Entwicklung wir@ufig eine Einteilung der

Cephalosporine in vier ,Generationen* vorgenomnuia, in der Veterindrmedizin noch
weithin gebréuchlich ist (Abbildung 2). Unter den der Tiermedizin eingesetzten
Cephalosporinen herrschen tberwiegend Vertreteedgen Generation (z.B. Cefalexin,
Cefacetril, Cefalonium, Cefapirin) vor. Cefquino@efoperazon und Ceftiofur gehdren zu
den sogenannten neueren Cephaloporinen der driBeneration (EMEA, 1995),

Cefquinom wird nach anderer Interpretation zur telerGeneration gerechnet (Intervet,
2004a). Unter diesen Wirkstoffen wird Cefquinomsaliel3lich in der Veterindrmedizin
eingesetzt. Die praktische Relevanz dieser Eimgilist jedoch umstritten (SCHOLZ,
2001; SCHOLZ et al.,, 2000; SHAH, 2001). Neben dertddung nach Generationen
konnen die Cephalosporine auch nach ihren Wirkuggeechaften bzw. ihrem

Wirkungsspektrum, chemischen Strukturmerkmalen odeplikationsarten eingeteilt

werden (GRAFE, 1992).
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Abbildung 2: Vergleich der Strukturformeln von CephalosporintiBiotika, die fir einen
Einsatz bei laktierenden Kiihen zugelassen sindeiNdlem Substanznamen ist jeweils der
MRL-Wert fur Milch (ug/kg) angegeben.
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Der Wirkort der B-Laktamantibiotika liegt in der bakteriellen Zellmbran. Die
Bakterienhille besteht bei grampositiven Bakterimn etwa 50% aus Murein, bei
gramnegativen Bakterien macht dieses Peptidoglypkarb-10% der Zellwand aus. Murein
bestent aus Ketten von N-Acetylglucosamin und N#posuraminsaure, die Uber
Oligopeptidketten durch membranstéandige Transpagtid quervernetzt werden.
Bakterielle Transpeptidasen haben eine hohe Adtiriiir B-Laktame und werden daher als
penicillinbindende Proteine (PBPs) bezeichnet (LEISS996). De3-Laktamring spaltet
sich nach dem Andocken auf und bindet durch seinanyl-D-Alanin-Konfiguration
kovalent an das aktive Zentrum der bakteriellen [Bafk-Transpeptidase (BOYD, 1983).
B-Laktame wirken so peptidmimetisch und inhibitohiscDie Zellwand héalt dem
steigenden Innendruck in der Bakterienzelle bee¢né&Vachstum nicht mehr stand und es
kommt zur Lysis. Somit bieten nur proliferierendeellén mit Zellwand einen
Angriffspunkt, weshalb diese bakterizid wirkendentiBiotika nicht mit bakteriostatisch
wirkenden kombiniert werden sollten. Die Zellwéander tierischen Zellen besitzen kein
Murein und sind daher unempfindlich gegentber @elnaktamring. Die unterschiedliche
Zusammensetzung der Zellwand bei grampositiven grmasnnegativen Keimen macht
auch klar, warum die klassischen Penicilline besondm grampositiven Spektrum
wirken. Allerdings besitzen manche Bakterien bestien Resistenzfaktoren, sie kdnnen
z.B. B-Laktamasen produzieren. Diese spalten das Rirgsyhiydrolytisch und machen
das Antibiotikum so unwirksam. (GEISEL und SCHMITZ)00; KROKER et al., 1996;
MASON und KIETZMANN, 1999). Gegen diesen Effekt wWen besonders bei den
medikamentellen Formulierungen von PenicillingfLaktamase-Inhibitoren (z.B.
Clavulansaure) zugesetzt. Diese haben zwar keimekteh antibiotischen Effekt, besitzen
jedoch die Fahigkeit bestimmpeLaktamasen zu blockieren (STAHLMANN und LODE,
2001).
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2.3.2 Gesundheitliche und technologische Risikdurch Riuckstdnde von
p-Laktamantibiotika in Lebensmitteln tierischen Urspngs
2.3.2.1 Gesundheitliche Risiken fur den Verbrauche

Ruckstdnde antimikrobiell wirksamer TierarzneinitteLebensmitteln stellen unter zwei
verschiedenen Gesichtspunkten ein Risiko dar. Znenesind pharmakologisch wirksame
Stoffe bei Aufnahme Uber die Nahrung generell e@sugpdheitliches Risiko fir den
Verbraucher. Wahrend die akute Toxizitdt von Amilka in diesem Zusammenhang
keine Rolle spielt, sind immunologische Reaktionad bakterielle Resistenzbildung nicht

zu vernachlassigen.

Insbesondere bei def-Laktamantibiotika besteht ein grundsatzliches Wisieiner
Auslosung von Allergien bzw. von allergischen Reaieén bei bereits Penicillin-
Uberempfindlichen Personen nach oraler Aufnahmeh adeinerer Wirkstoffmengen.
Ursache hierfur ist die Eigenschaft vdpLaktamantibiotika, unter Spaltung des
B-Laktamrings kovalente Bindungen mit Proteinen (zxdt Serumproteinen, aber auch
Molkenproteinen), einzugehen, wodurch antigene kallgrgene Eigenschaften generiert
werden (BECKER, 1976; DEWDNEY und EDWARDS, 1984;\WBNEY et al., 1991;
RUSSEL und LESSOF, 1971).

IgE-Antikorper gegen Penicilline bzw. Cephalospersind haufig gegen ddhiLaktam-
Nucleus in geotffneter und an Protein konjugieriamfr(z.B. Benzylpenicilloyl-Konjugate,
BPO) gerichtet. Dieser fungiert als so genanntejgmdeterminant* (DEWDNEY und
EDWARDS, 1984), Kreuzallergien sind in diesem Falahrscheinlich, da der
B-Laktamring in allen Penicillin- und Cephalospoendaten vorkommt.
Benzylpenicilloylkonjugate sind somit auch ein wiges Werkzeug bei der Diagnostik
einerB-Laktam-Allergie bzw. dem Nachweis von IgE-Antikérp, beispielsweise mittels
Radioallergosorbent Test (RAST). Weitere Reaktidmswy. Umlagerungsreaktionen der
konjugierten Penicilloyl-Metaboliten kdnnen danngspannte ,minor determinants*
generieren. Antikérper konnen sich aber auch sigehifgegen Seitenkettenreste oder
Kombinationen aus Grundgerist und Seitenkette aicht wobei ein  hoher
Substitutionsgrad die Komplexitat der Immunreaktionerhéht (ADKINSON, 1990;
AUDICANA et al., 1994; BALDO et al., 2001; BERZOFSKund SCHECHTER, 1981;
BLANCA et al., 2002; BUNDGAARD, 1976; DE HAAN et .al1976; DEWDNEY et al.,
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1991; GOMEZ et al.,, 2004; HAMILTON-MILLER, 1976; H® und POOLE, 1971;
MUTSCHLER, 1996; PHAM und BALDO, 1996; SIMON und KLE, 1993). Die
prazise in-vitro Diagnostik de¥-Laktamantibiotika-Allergie wird durch diese kompéan
immunologischen Reaktionen erschwert (BLANCA et 4889; BLANCA et al., 2002;
KELKAR und LI, 2001; ROMANO et al., 2004; ZHAO €k a2002; VEGA et al., 1991).

Allergische Reaktionen bei Patienten sind nach ageutischer Anwendung von
Cephalosporinen mindestens so haufig zu beobachienbei strukturverschiedenen
Penicillinderivaten und sind vor allem auf ahnlicheitenketten zurtickzufiihren (BALDO,
1999; BALDO et al., 2001; KELKAR und LI, 2001). DAnteil der Patienten, die sowohl
auf Penicilline, als auch auf Cephalosporine reagiehéangt von der Strukturahnlichkeit
der jeweiligen Substanzen ab, wird aber auf nickkhmals 16% aller Patienten mit
B-Laktamallergie geschatzt (HARLE und BALDO, 19900MALBOS et al., 2001;
VOGEL et al., 2004).

Insbesondere zur Induktion von Allergien durftendgeh in der Regel - aus
rickstandsanalytischer Sicht — immer noch relatohen Rickstandskonzentrationen
erforderlich sein. Wahrend in den Anfangen der Bintikatherapie bei Milchkihen sehr
hohe Ruckstandskonzentrationen in Konsummilch inkg@ereich nicht uniblich waren
und demzufolge auch das Allergierisiko nicht veassigbar war (FLOI3, 1997), wurden
derartige Féalle in den letzten Jahrzehnten nichtrnierichtet. FuB-Laktamantibiotika
wird daher das Allergierisiko durch Milchkonsumtda@ingem als vergleichsweise gering
eingestuft, vor allem da die Antigen-Dichte selbgpbositiven Milchproben sehr niedrig ist
(DEWDNEY und EDWARDS, 1984; DEWDNEY et al., 1991;(M, 1975; TERPLAN
und ZAADHOF, 1975; TEUFEL, 2003; TROLLDENIER und EBER, 1978).

In der Praxis bedeutsamer dirfte dagegen die Migit einer Resistenzbildung von
Mikroorganismen durch subtherapeutische orale DesenAntibiotika sein, obwohl hier
keine Daten zur praktischen Relevanz von Ruckstande Milch und anderen
Lebensmitteln tierischen Ursprungs verfugbar silmd. Hinblick auf Rickstdnde von
Antiinfektiva in Lebensmitteln sind die Verbreitungakterieller Resistenzen bzw.
maogliche Wirkungen auf die menschliche Darmflorkeraings wesentliche Aspekte der
Diskussion (BLANCA et al., 2003; BRACHT, 2004BRADat al., 1993; DEBACKERE,
1995; MARTH und ELLICKSON, 1959; MITCHELL und YEB995; WALSER, 1979).
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Inhibitorische Effekte niedriger Wirkstoffkonzenticmen auf die menschliche Darmflora
sind zudem auch ein wichtiges Kriterium bei dertf&zung von Hochstmengen nach EU-
Verordnung 2377/90 im Rahmen des Zulassungsveriahi@urch die Européische

Arzneimittelbehdrde (EMEA). Dieses Kriterium wurdeeispielsweise auch fur die

Abschatzung des ,acceptable daily intake (ADI)“-Yéer von Cefquinom (3,8 pg/kg

Kdrpergewicht) beriicksichtigt (EMEA, 1995).

2.3.2.2 Technologische Risiken

Neben dem Gesichtspunkt des gesundheitlichen M&rbesschutzes sind durch
Hemmestoffe verursachte technologische Stérungenvihtiger Faktor, der insbesondere
bei der Herstellung fermentierter Milcherzeugnisgge bedeutende wirtschaftliche Rolle
spielt. Die bei der Verarbeitung von Milch zu Samicherzeugnissen oder zu Kése zum
Einsatz kommenden Bakterienkulturen (z.B. Milchs#éakterien) sind teilweise sehr
empfindlich gegentber einigen haufig bei Milchkihexingesetzten Antibiotika,
insbesondere gegenubef-Laktamantibiotika. Beispielsweise wirdStireptococcus
salivarius ssp.thermophilus, eine wichtige Joghurtkultur, durch Penicillin @reits in
einem Konzentrationsbereich von 4-10 pg/kg geherbontch die hemmende Wirkung auf
diese Bakterienkulturen, was im Bereich der Molkéegztlich begriffspragend zu dem
Ausdruck ,Hemmstoff* fuhrte, kénnen durch Ruckst@andehr grof3e Milchmengen
unbrauchbar werden (MARTH und ELLICKSON, 1959; SUENR 1996; TERPLAN und
ZAADHOF, 1967).

In Tabelle 2 sind beispielhaft die minimalen Hemmkentrationen (technologische
Stoérgrenze) einiger Starterkulturen gegenuber REmicG aufgelistet. So kdnnen
beispielsweise 100.000 I.E. Penicillin G (1 I.Enkdlin G entspricht ca. 600 ng), die vo