Untersuchungen zum Riickstandsnachweis von
Cephalosporin-Antibiotika in Kuhmilch nach
therapeutischer Applikation unter Verwendung
immunchemischer und mikrobiologischer Verfahren

INAUGURAL-DISSERTATION zur Erlangung des Grades eines Dr. med. vet.
beim Fachbereich Veterindrmedizin der Justus-Liebig-Universitit GieRen

W VVB LAUFERSWEILERVERLAG



Das Werk ist in allen seinen Teilen urheberrechtlich geschiitzt.

Jede Verwertung ist ohne schriftliche Zustimmung des Autors
oder des Verlages unzuldssig. Das gilt insbesondere fiir
Vervielfiltigungen, Ubersetzungen, Mikroverfilmungen

und die Einspeicherung in und Verarbeitung durch
elektronische Systeme.

1. Auflage 2012

All rights reserved. No part of this publication may be
reproduced, stored in a retrieval system, or transmitted,
in any form or by any means, electronic, mechanical,
photocopying, recording, or otherwise, without the prior
written permission of the Author or the Publishers.

1" Edition 2012

© 2012 by VVB LAUFERSWEILER VERLAG, Giessen
Printed in Germany

it i
VVB LAUFERSWEILER VERLA

STAUFENBERGRING 15, D-35396 GIESSEN
Tel: 0641-5599888 Fax: 0641-5599890
email: redaktion@doktorverlag.de

www.doktorverlag.de



Aus dem Institut fiir Tierdrztliche Nahrungsmittelkunde,
Professur fiir Milchwissenschaften
Fachbereich Veterindrmedizin

der Justus-Liebig-Universitit Gielen

Betreuer: Prof. Dr. Dr. habil. Ewald Usleber

Untersuchungen zum Riickstandsnachweis von
Cephalosporin-Antibiotika in Kuhmilch nach therapeutischer Applikation

unter Verwendung immunchemischer und mikrobiologischer Verfahren

INAUGURAL-DISSERTATION
zur Erlangung des Grades eines
Dr. med. vet.
beim Fachbereich Veterindrmedizin

der Justus-Liebig-Universitit Gielen

eingereicht von
MONIKA STEFFEN

Tierdrztin aus Wittlich

Giellen 2012



Mit Genehmigung des Fachbereichs Veterindrmedizin

der Justus-Liebig-Universitit Giellen

Dekan: Prof. Dr. Dr. h. c. Martin Kramer

Gutachter: Prof. Dr. Dr. habil. E. Usleber

Prof. Dr. Dr. h.c. mult. H. Bostedt

Tag der Disputation: 21. Juni 2012



Ich habe mein Gliick gefunden.

Meinem Mann und meinen Kindern in Liebe und Dankbarkeit



INHALTSVERZEICHNIS

2.1.

2.1.1
2.1.1.1
2.1.1.2
2.1.1.3
2.1.2.
2.1.2.1
2.1.2.2
2.1.2.3

2.2

2.2.1
2.2.2

2.3

2.3.1
23.2

2.4

24.1
2.4.2
243
244

EINLEITUNG. . ..oitiitiiiiiiiiitiiiiiitiatiietiaeiaetsetasiassssssascnssnscens 1

SCHRIFTTUM....ctiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiieietiecncincsacsecascacsscnsnns 3

Cephalosporine

Allgemeines zu Cephalosporinen.........cccoeeviieiiiiiiiiniiieiiiniennncnns
L@ 0110 1 1) 1 1
Chemisch-physikalische und biologische Eigenschaften...................
PharmakoKinetik..........c.eeveevineiiniiiiniiiiiiiiniiiiiiieiiinecienenneens
Toxizitit und NebenwWirkUnGen.........cccuvvieiiieiiiniiiriiinieinscnnsnonns

Ceftiofur und Desfuroylceftiofur........cccoeeviiiiiiniiiiiiiiiiiiiiinnnennn.

o e e o U i W

Chemisch-physikalische und biologische Eigenschaften..................
PharmakoKinetik..........ceevueviniiiniiiiniiiiiiiieiiiniiiieiiinecincenneens 12

Toxizitit und NebenWirkUnGeN..........ccuvviieiiieiiiniiiriiinieinscnsconns 15

Therapeutische Anwendung von Cefquinom und Ceftiofur

Iin der VeterinArmediZin....ooeeeeeeeeeeeeeneeeeeeeeeeeesesesesesssesessscsonaes 15
L@ 0110 1 1) 1 1 15
L) 3 1) L) 18

Bedeutung und rechtliche Bewertung von Riickstinden

von Cefquinom und Ceftiofur in der Milch..........ccccoiviiiiiiiannaen. 20
Cefquinom-Riickstinde in Milch.......cccocviiiiiiiiiiiniiiiiiiiiiiiniinnn 24
Ceftiofur-Riickstinde in Milch.......cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniane. 25
Nachweisverfahren fiir Cephalosporine in Milch..........c...cccoieaaeee. 26
Mikrobiologische Verfahren.........cccccevveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinniennnes 26
Rezeptorbindungstests.....ocovveiiiniiiiiiiiniiiiiiiieiiieiiieieinreincennnen 28
Enzymatische Tests....ccceeeiiiiiiiiiiiniiiiiniiiiinniiiiiniieiinnicscsnsccoes 30
Immunologische Tests...ccooeiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiiniieiinnieeisnsecsensscnnns 31



245
2.4.6

31
3.1.1
3.1.2
3.1.2.1
3.1.2.2
3.1.3
3.14
3.15
3.1.6
3.1.7
3.1.8
3.1.9

3.2
3.2.1
3.2.2
3.2.2.1
3.2.2.2
3.2.3
3.2.4

4.1

4.2

Physikalisch-chemische Nachweisverfahren...........cccocevviiviiiinnes 33

Sonstige Verfahren.......ccoceviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciienennnens 34
EIGENE UNTERSUCHUNGEN.....ccciitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinene. 40
Tiere, Materialien und Gerite.....c.c.eeeeeeeeeieeereneeeneeeeeeeeeeeeeeeeennees 40
3 P 40
Eingesetzte Priparate und Beschreibung der Applikation............... 45
COfQUINOML...cccunneiinniiiniiiniiiiiiiiniiiiiiieitiateisttestossssssssonnsennsns 45
] 117 7 46
Chemikalien und Biochemika.........cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienn 48
ANtIbIOtIKA. ..cviiiiiiiiiiiiiiirr e 48
Puffer und LOSUNGEN....ccccvviniiiiiiiiiiiiniiiiiiiieiiiriiinieiniciinteenccnns 48
IMMuUNreagenzien.....cvvveiiinriiieiiieiiiieieinreinrsiestcsnscssscenscsnscsnes 49
Probenmaterial.......cccviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiineen 50
L 11 e 50
Sonstige Materialien......cccoveviiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiienrcinscnes 50
MethodiK.....cooviieiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiirii e 51
Probengewinnung und Probenaufbereitung..........cccecvviiinniiinnnnn. 51
Enzymimmunologische Nachweise........cccceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnen 55
Enzymimmunologischer Nachweis von Cefquinom................c.ceee... 55
Enzymimmunologischer Nachweis von DFC...........ccccccvvvviiinnninnnnn. 56
Durchfithrung des Rezeptortests (Beta-s.t.a.r)....cccevvviiiiinricinnnene. 57
Durchfiihrung des Brillantschwarz-Reduktionstests (BRT)............ 58
ERGEBNISSE...ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicicieieenaeaas 60
Uberpriifung der Testsysteme zum Nachweis von Cefquinom.......... 60

Uberpriifung der Testsysteme zum Nachweis von Desfuroylceftiofur 61

II



4.3

4.4

4.5

5.1

5.2

8.1

10

Nachweis von Cefquinom in Milch nach

gleichzeitiger intramuskuliirer und intramammiérer Applikation..... 64

Nachweis von Cefquinom in Milch nach dem Trockenstellen........... 72

Nachweis von Desfuroylceftiofur in Milch nach

systemischer AppliKation.........cccvvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieineene 78

DISKUSSION. .ccttiiiiiiiiieiiiieiiiiititietieiitiaeitetetetactacscassasencnns 85

Nachweis von Cefquinom-Riickstinden in der Milch

nach therapeutischer Applikation.........cccoveviiiiiiiiiiniiiiiiniiiinnnnes 86

Nachweis von Desfuroylceftiofur-Riickstiinden in der Milch

nach therapeutischer Applikation.........cccovvviiiiiiiiiiniiiiiiniieinnnnes 91
ZUSAMMENFASSUNG. . ..ccttiiiiitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieietiiciesieccnecnnn 96
SUMMARY ..utiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiintiietietiieeietieccsesiscesccsscsnscnscaces 98
LITERATURVERZEICHNIS.....cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiincieinene, 100
Zitierte Rechtsvorschriften........c.ccoieviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciennn, 127
VERZEICHNIS DER VERWENDETEN ABKURZUNGEN........... 129
7 VA 5 - N\ 132

III



1 EINLEITUNG

Euterkrankheiten zdhlen zu den wichtigsten und wirtschaftlich bedeutsamsten
Abgangsursachen in der Rinderpraxis (ZEHLE et al. 2004; KIETZMANN und BAUMER
2008; LKV 2008).

Trotz Optimierung zahlreicher Umweltfaktoren zur Minimierung des Infektionsrisikos mit
Mastitiserregern ist eine Therapie mit antimikrobiell wirksamen Substanzen oft
unumgdnglich. Neben den klassischen Penicillinen sind heute Wirkstoffe mit kurzer
Wartezeit von Interesse. Von zunehmender Bedeutung hierbei sind die Cephalosporine,
insbesondere die Wirkstoffe Cefquinom und Ceftiofur. Obwohl im Rahmen des
Zulassungsverfahrens fiir Tierarzneimittel auch Daten zur Ausscheidung in Milch an die
EMA geliefert werden miissen, werden diese Daten als ,,Betriebsgeheimnis® behandelt und
daher in der Regel nicht verdffentlicht. Aus wissenschaftlicher Sichtweise wiére es jedoch
dringend erforderlich, Daten zur Ausscheidung dieser Substanzen in Milch zur Verfiigung zu

haben, auch um eine Bewertung der Riickstandsproblematik zu erleichtern.

Zudem stellt sich im Hinblick auf den Verbraucherschutz die Frage, wie eine sehr kurze
Wartezeit bei gleichzeitig guter Wirksamkeit im Hinblick auf die Ausscheidung in die Milch

zu sehen ist, insbesondere auf eine mogliche individuelle Variabilitit der Aussscheidung.

Bis heute liegt zur Untersuchung von Milch auf antimikrobielle Riickstinde kein Testsystem
vor, mit dem gleichzeitig alle in der landwirtschaftlichen Nutztierpraxis eingesetzten
Antibiotika zuverldssig nachgewiesen werden konnen. Aus diesem Grund wurde ein
integriertes Nachweissystem entwickelt, das durch Kombination von mikrobiologischen
Tests, Rezeptorbindungstests, immunologischen und physikalisch-chemischen Verfahren,
eine moglichst groBe Bandbreite an Substanzen auf MRL-Niveau erfassen kann (HEESCHEN
und SUHREN 1996; SUHREN und HEESCHEN 1996; SUHREN 2002; HOLTKOTTER et
al. 2002; KIRST 2008). Entscheidend ist dabei nicht nur der qualitative Nachweis einer
pharmakologisch wirksamen Substanz, sondern auch die quantitative Erfassung bei moglichst

geringem Zeit- und Kostenaufwand.

Cefquinom wird im Rahmen der Hemmstoffkontrollen in Anlieferungsmilch qualitativ

nachgewiesen, dies aber erst oberhalb des MRL-Niveaus. Zwar existieren physikalisch-



chemische Verfahren oder z.B. das von THAL (2006) entwickelte enzymimmunologische
Nachweisverfahren, die dem Nachweis im Rahmen der Riickstandshdchstmengenverordnung
gerecht werden, diese Verfahren werden aber in der Routineuntersuchung nicht eingesetzt
(MITCHELL et al. 1998; SUHREN und REICHMUTH 1998 a, b; OKERMAN et al. 2003;
SUHREN und KNAPPSTEIN 2003).

Eine &dhnliche Problematik ergibt sich fiir Ceftiofur bzw. dessen Hauptmetaboliten
Desfuroylceftiofur (DFC). Ceftiofur wird nach systemischer Applikation vollstindig
metabolisiert und als Desfuroylceftiofur tiber die Milch ausgeschieden (JAGLAN et al. 1992;
EMEA 1999; BROWN et al. 1999, 2000; BECKER et al. 2003; HORNISH et al. 2003). Um
eine tatsdchliche Aussage iiber die Hemmstofffreiheit der Milch zu treffen, sollte deshalb
DFC moglichst miterfasst werden. Mit dem Routine-Hemmstofftest ist DFC jedoch erst weit

oberhalb der Hochstmenge erfassbar.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, unter Verwendung von zwei am Institut fiir Tierdrztliche
Nahrungsmittelkunde, Professur fiir Milchwissenschaften der Justus-Liebig-Universitit
GieBen entwickelten enzymimmunologischen Verfahren zum Nachweis von Cefquinom
(THAL 2006) und Ceftiofur bzw. Desfuroylceftiofur (MEIER 2008) mdgliche Riickstinde in
der Milch behandelter Kiihe nachzuweisen und deren Konzentration im Hinblick auf die

zuldssigen MRL-Werte und Wartezeiten der angewendeten Arzneimittel zu tiberpriifen.

Gleichzeitig sollte in dieser Anwendungsstudie die Vergleichbarkeit der Ergebnisse der
Enzymimmuntests mit denjenigen eines Rezeptortests (Peta-s.t.a.r.) und eines verbesserten

mikrobiologischen Testsystems (Brillantschwarz-Reduktionstest, BRT) gepriift werden.



2 SCHRIFTTUM

2.1 Cephalosporine

Allgemeines zu Cephalosporinen

Den Penicillinen und den Cephalosporinen gemeinsam ist die B-Laktamringstruktur, weshalb
sie auch als B-Laktam-Antibioka bezeichnet werden. Wéhrend die Struktur der Penicilline auf
der 6-Aminopenicillansdure aufbaut, leiten sich die Cephalosporine, wie auch Cephamycine
und Oxacepheme, Carbapeneme und Monolactame von der 7-Amino-Cephalosporansiure ab
(KROKER 2006). Da die Cephalosporine sowohl in der 3- als auch in der 7-B-Position
variiert werden konnen, bieten sie im Gegensatz zu den Penicillinen, die meist nur an der 6-
Aminogruppe substituiert werden, bessere Moglichkeiten zur strukturellen Modifikation und

Wirkungsoptimierung (GRAFE 1992).

So wurden im Laufe der Zeit die Cephalosporine besonders im Bereich des
Wirkungsspektrums und der Stabilitit gegeniiber B-Laktamasen optimiert, wonach die

Einteilung nach Entwicklungsgrad in vier verschiedene Generationen erfolgen kann.

Wiederum andere Autoren erachten eine Einteilung anhand der Darreichungsform —
parenteral oder oral anwendbare Stoffe — oder auch eine Einteilung nach Eigenschaften und

chemischen Strukturmerkmalen als sinnvoller (GRAFE 1992; KROKER 2006).

Der Wirkmechanismus geht fiir alle B-Laktam-Antibiotika mit einer Hemmung der
Biosynthese der bakteriellen Zellwand einher. Angriffsziel sind dabei die Penicillin-
bindenden Proteine (PBP) der Bakterienzellwand. Die PBP sind Transpeptidasen, deren Name
sich von ihrer groen Affinitdt zu Penicillinen herleitet. Die Transpeptidasen sind beteiligt an
der Vernetzung des Mureingeriistes der bakteriellen Zellwand. Grampositive Bakterien
besitzen im Gegensatz zu den gramnegativen Bakterien eine dickere Mureinschicht. Murein
ist ein Peptidoglykan, dessen Glykanketten, bestehend aus N-Acetylglucosamin und N-
Acetylmuraminsdure, durch Peptidketten miteinander quervernetzt sind. Die Transpeptidasen
verbinden zwei Peptidoglykanstringe, indem ein Glycinrest einer Pentaglycinbriicke mit

einem D-Alanin des anderen Stranges verkniipft wird.



Das pB-Laktam-Geriist der p-Laktam-Antibiotika ist der D-Alanyl-D-Alanin-Gruppe der
Transpeptidase strukturverwandt und inhibiert somit die Peptidoglykansynthese des Enzym:s.
Daraus resultiert ein instabiles Peptidoglykangeriist der Bakterienzellwand, wodurch sie dem
steigenden Innendruck durch Wachstum der Bakterienzelle nicht mehr standhalten kann.
Letztlich fiihrt dies zur Zelllyse, f-Lactam-Antibiotika haben somit eine bakterizide Wirkung
(LESSEL 1996; STAHLMANN und LOHDE 2001; KROKER 2006).

Allerdings besitzen einige Bakterien Resistenzmechanismen gegeniiber den [-Laktam-
Antibiotika. Dies kann zum einen eine geringere Anfélligkeit des Zielenzyms gegeniiber [3-
Lactamen sein. Zum anderen spielen Permeabilititsverdnderungen der dulleren Membran eine
Rolle. Nicht zuletzt kann das Antibiotikum durch bakterieneigene Enzyme zerstort oder
modifiziert werden. Wichtig zu nennen sind die B-Lactamasen, die die B-Laktam-Bindung
hydrolytisch spalten und dadurch das Antibiotikum inaktivieren. Die Inaktivierung durch -
Lactamasen zdhlt zu den verbreitesten Resistenzmechanismen gegeniiber p-Lactam-
Antibiotika (THEURETZBACHER 1998; WITTE und MIELKE 2003; ROBERT KOCH
INSTITUT 2007).

Die B-Lactamasen sind bei grampositiven Bakterien im Aussenbereich der Zellmembran
konzentriert und werden als Exoenzyme ausgeschieden. Bei gramnegativen Bakterien
hingegen befinden sie sich im periplasmatischen Raum, der zwischen der &ulleren
Bakterienmembran mit dem Mureingeriist und der inneren Bakterienmembran gelegen ist
(LESSEL 1996; PIDDOCK et al. 1997; PITOUT et al. 1997; THEURETZBACHER 1998;
STAHLMANN und LODE 2001).

B-Lactamasen sind in der Lage das eingesetzte Antibiotikum als Substrat umzusetzen und
somit eine irreversible Bindung des f-Lactam-Antibiotikums an Transpeptidasen zu
verhindern. Die bakterielle Zellwandsynthese kann wunbehindert voranschreiten, die

antibiotische Wirkung des B-Lactam-Antibiotikums ist aufgehoben (LESSEL 1996).

Es existieren iiber 100 Vertreter von B-Lactamasen. Eine Moglichkeit der Einteilung dieser
Enzyme ist das Klassifizierungsschema nach AMBLER. Es werden die Metallo-f-
Laktamasen von den Serin-f-Laktamasen unterschieden. Zu den Vertreteren der
letztgenannten [B-Laktamasen gehoren unter anderem die Extended-Spectrum-Beta-

Lactamasen (ESBL), die in der Lage sind die meisten p-Lactam-Antibiotika, auch



Cephalosporine der 3. und 4. Generation, zu hydrolisieren. Aufgrund verschiedener
Punktmutationen in den B-Lactamase-Genen besitzen sie ein erweitertes Substratspektrum.
Ein Austausch der ESBL-Gene erfolgt iiber konjugative Plasmide. Da ein Plasmid
gleichzeitig mehrere Transposons (mobile Elemente) mit Genen {ibertragen kann, besteht die
Moglichkeit der Entstehung von multiresistenten Erregern (WITTE und MIELKE 2003;
ROBERT KOCH INSTITUT 2007; EMA 2012).

Ein fiir B-Lactam-Antibiotika weiterer wichtiger Resistenzmechanismus der Bakterienzelle ist
die Synthese eines modifizierten Penicillin-bindenden Proteins (PBP2a) wie im Falle der
Methicillin-resistenten ~ Staphylococcus-aureus-Keime (MRSA). MRSA besitzen das
Resistenzgen mecA (kodiert das modifizierte PBP2a) und regulatorische Elemente, die in
threr Gesamtheit ein mobiles genetisches Element bilden, die Staphylokokken-Kassette
(staphylococcal cassette chromosome mec, SCCmec). Diese kann durch horizontalen
Gentransfer von Staphylococcus aureus aufgenommen werden und so die Resistenz gegen

alle B-Lactam-Antibiotika vermitteln (LESSEL 1996; DULLWEBER 2010).

2.1.1 Cefquinom
2.1.1.1 Chemisch-physikalische und biologische Eigenschaften

Cefquinom (siche Abbildung 2.1) ist einer der wenigen Wirkstoffe aus der Gruppe der
Cephalosporine die ausschlieBlich in der Veterindrmedizin eingesetzt werden. Es gehdrt zu
den Vertretern der vierten Generation (BOTTNER 1995; EMEA 2003; KROKER 2006;
INTERVET 2009). Es zeichnet sich durch sein breites Wirkungsspektrum gegeniiber
gramnegativen und grampositiven Bakterien und durch seine B-Lactamasestabilitdt aus, die
aus einer Aminothiazolylgruppe resultiert (CHIN et al. 1992; BOTTNER et al. 1995). An
Position C-3 befindet sich eine bizyklische Pyridinium-Gruppe, die LIMBERT et al. (1990)
und CHIN et al. (1992) ebenfalls fiir die hohe B-Lactamasestabilitit verantwortlich machen.
Somit ist Cefquinom weitestgehend resistent gegeniiber einer Hydrolyse durch B-Lactamasen,
besonders derer von Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae und Pseudomonas aeruginosa

(BOTTNER et al., 1995).



Cefquinom, wie auch die librigen Cephalosporine, verbindet sich vorzugsweise mit Penicillin-
bindenden Proteinen der bakteriellen Zellwand, was am Beispiel von Escherichia coli K-12

beschrieben wird (LIMBERT et al. 1990; ROSE et al. 1996 b).

Cefquinom, oder auch (6R,7R)-7-[(Z)-2-(2-Amino-1,3-thiazol-4-yl)-2-
(methoxyimino)acetamido]-8-ox0-3-(5,6,7,8-tetrahydrochinolin-1-iomethyl)-5-thia-1-
azabicyclo[4.2.0.]oct-2-en-2-caboxylatsulfat, hat eine Molekiilmasse von 626,68. Die
Summenformel lautet Cy3 Hys Ng Os S, (VETIDATA 2008).

Cefquinom weist als organische Siure pK,-Werte von 2,5 und 2,9 auf, seine Fettloslichkeit ist

gering (KNAPPSTEIN et al. 2005).

Cefquinom wird parenteral eingesetzt, entweder subkutan bzw. intramuskulédr, in der
Mastitistherapie vor allem intramammir. Im Handelspréparat Cobactan® liegt Cefquinom als
Cefquinomsulfat vor. Der Euterinjektor in Salbenform sollte nicht iiber 30 °C gelagert
werden. Ein Uberschreiten der Temperatur kann zu Verinderungen von Farbe und
Homogenitdt der Salbenformulierung fithren, ebenso wurde eine steigende Viskositdt bestétigt

(KNAPPSTEIN et al. 2005; INTERVET 2009).

Die Injektionssuspension zur systemischen Anwendung sollte nicht {iber 25 °C und vor Licht

geschiitzt gelagert werden (INTERVET 2009).



/ N S
AN
CH, N =~ N~
O
Cefquinom HO O

Abbildung 2.1: Strukturformel von Cefquinom.



2.1.1.2 Pharmakokinetik

Cefquinom wird nach intramuskuldrer und subkutaner Applikation schnell resorbiert, sodass
beim Rind nach systemischer Verabreichung die maximale Serumkonzentration nach
eineinhalb bis zwei Stunden von 3 pg/ml erreicht wird. Die Plasmahalbwertszeit liegt bei

ungefdhr zweieinhalb Stunden (EMEA 1995; KROKER 2006; VETIDATA 2008).

Die Bindung von Cefquinom an Plasmaproteine liegt im Bereich von 5-15% (LIMBERT
1990; EMEA 1995; ROSE et al. 1996 a; VETIDATA 2008).

Die hochsten Cefquinom-Konzentrationen wurden im Bereich der Injektionsstelle, in den
Nieren und der Leber gemessen (EMEA 1995). Therapeutische Spiegel bleiben im
Bronchialsekret tiber cirka 24 Stunden erhalten (ROSE et al. 1996 a).

Liegen im Gewebe hohere pH-Werte vor, wie im Falle des Eutergewebes bei einer Mastitis
(pH 7,2-7,4 im Vergleich zum ,,Normalfall* bei pH 6,8), diffundiert der Wirkstoff besser aus
dem Blut in das Eutergewebe. Untersuchungen zeigten eine 60% hohere Cefquinom-

Konzentration in Milch euterkranker Kithe (INTERVET 2007).

Cefquinom wird nahezu unmetabolisiert iiber die Nieren ausgeschieden. Beim Kalb und auch
beim adulten Rind werden 84-95% des Wirkstoffes iber den Urin eliminiert, die restlichen

5% werden tiiber die Faeces ausgeschieden (CLINI PHARM 2008; VETIDATA 2008).

Zwolf Stunden nach intramammaérer Applikation von Cefquinom werden Wirkstoffgehalte
von ca. 19 pg/ml in Milch gemessen. Wirksame Konzentrationen finden sich bis 24 Stunden
nach intramammérer Verabreichung. Es wird nur ein sehr geringer Teil systemisch absorbiert,
24 Stunden nach Therapiebeginn finden sich Konzentrationen unter 200 pg/kg im
Nierengewebe. Die Ausscheidung erfolgt hierbei hauptsichlich iiber die Milch (EMEA 1995;
KNAPPSTEIN et al. 2005; CLINI PHARM 2008; VETIDATA 2008). Die niedrige
systemische Absorption stehen fiir EHINGER et al. (2006) im Zusammenhang mit den
chemisch-physikalischen Eigenschaften von Cefquinom. Als schwache Séduren liegen sie im
Blutplasma und in der Milch iiberwiegend ionisiert vor und penetrieren Membranen, wie die
Blut-Euter-Schranke, nur in geringem Malle, da diese nur von der nicht-ionisierten Fraktion

passiert werden kénnen (WALSER 1979; EHINGER 2006; KIETZMANN und BAUMER



2008). Bei einer systemischen Gabe von Cefquinom werden in allen Driisenbereichen des
Euters relativ einheitliche Konzentrationen erreicht, die aber niedriger sind als nach lokaler

intramammaérer Applikation (EHINGER 2006).

2.1.1.3 Toxizitit und Nebenwirkungen

Die akute Toxizitdt von Cefquinom ist niedrig. In 90 Tage-Studien an Ratten wurde eine
klinisch aufféllige hidmolytische Andmie bei einer hohen Dosierung von 2500 mg
Cefquinom/kg KGW nachgewiesen. In niedrigeren Dosen zeigten sich Verdnderungen des
Harnstoffgehaltes und der Erythrozyten im Urin. Es konnten bisher keine Hinweise auf
Teratogenitdt, Mutagenitdt, Kanzerogenitit, Immuntoxizitdt oder Reproduktionstoxizitit
nachgewiesen werden. Als Nebenwirkungen sind lokale Unvertréglichkeiten an der
Injektionsstelle moglich. (EMEA 1995; KLUGE und UNGEMACH 1998; VETIDATA
2008). HEINRITZI und HAGN (1999) beobachteten bei Sauen allergische Reaktionen in

Form von Urtikaria und Schwellungen am Applikationsort.

2.1.2 Ceftiofur und Desfuroylceftiofur
2.1.2.1 Chemisch-physikalische und biologische Eigenschaften

Ceftiofur (siche Abbildung 2.2) gehért zu den Vertretern der 3. Generation von
Cephalosporin-Antibiotika (BECONI-BARKER et al. 1995 a).

Ceftiofur, oder auch (6R-7R)-7-[[2-amino-4-thiazolyl)-Z-(methoxyimino)acetyl]amino]-3-
[[2-furanylcarbonyl]thio|methyl)-8-0x0-5-thia-1-azabicyclo-[4.2.0]oct-2-ene-2-carboxylat,

hat eine Molekiilmasse von 560,03. Die Summenformel lautet C;9H;7N50;S; (MACNEIL
1996; KOSHY und CAZERS 1996).

Ceftiofur wird unter sauren, aber vor allem unter basischen Bedingungen (pH 10)
(GILBERTSON et al. 1990; SUNKARA et al. 1999) rasch zum biologisch aktiven
Hauptmetaboliten Desfuroylceftiofur und Furanséure metabolisiert (BECONI-BARKER et al.
1995 a, b). Ebenso entscheidend wie der pH-Wert ist die Abhdngigkeit zur Temperatur. Je



hoher die Inkubationstemperatur, desto hoher auch die Zersetzungsrate von Ceftiofur

(SUNKARA et al. 1999).

Ceftiofur wird bei Schweinen und Rindern parenteral als Ceftiofurhydrochlorid eingesetzt und
zeichnet sich durch seine Wirksamkeit gegeniiber grampositiven als auch gramnegativen
Bakterien und seiner erhohten B-Laktamasestabilitit aus (KROKER 2006; PHARMACIA
GMBH, PFIZER 2007). Die gute antibakterielle Wirksamkeit beruht auf der 2-(2-
aminothiazol-4-yl)-2-methoxyaminoacetamid-Gruppe am C7 des Cephem-Kerns (STANKER
et al. 1998).

Ceftiofur wird unter verschiedenen Bezeichnungen (z. B. Excenel® RTU, Naxcel®)
ausschlieBlich in der Veterindrmedizin eingesetzt. Ceftiofur wirkt bakterizid gegeniiber
Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida, Actinobacillus pleuropneumoniae,
Streptococcus  suis,  Histophilu  somni, Arcanobacterium pyogenes, Bacteroides
melaninogenicus und Fusobacterium necrophorum. (BLACKALL et al. 1996; DRILLICH et
al. 2001; PHARMACIA GMBH, PFIZER 2007).

Ebenso liegen einige Studien zum parenteralen Einsatz von Ceftiofur in der Mastitistherapie
vor, wobei sich der Wirkstoff an dieser Stelle nicht durchsetzen konnte. Bis nach parenteraler
Applikation von Ceftiofur ein ausreichend hoher Wirkstoffspiegel im Eutergewebe erzielt
wird, konnen bei akuten oder perakut verlaufenden Mastitiden (beispielsweise Mastitiden
verursacht durch E. coli) bereits irreversible Gewebeschdden eingetreten sein, ausgelost durch
die rasche Keimvermehrung und Produktion von Endotoxinen (OWENS et al. 1990;
BERGMANN 1994; FUCHS 1994; ERSKINE et al. 1995, 2001, 2002; DE OLIVEIRA et al.
2000).
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Desfuroylceftiofur.
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2.1.2.2 Pharmakokinetik

Die Applikation von Ceftiofur erfolgt beim Schwein intramuskuldr, beim Rind hingegen
subkutan. Die Halbwertszeit betrdgt beim Schwein ca. 13 Stunden, beim Rind 9 Stunden. Die
Verstoffwechselung erfolgt vornehmlich iiber die Leber (BAUMGARTNER 2002). Ceftiofur
wird nach parenteraler Applikation durch Abspaltung von Furansdure rasch (<10 Minuten) zu
Desfuroylceftiofur metabolisiert (BECONI-BARKER et al. 1997; BROWN et al. 1999, 2000;
BECKER et al. 2003; HORNISH et al. 2003).

Des weiteren folgen reversible Metabolisierungsprozesse zu Disulfiden, wie z. B. dem 3,3-
DFC-Disulfid (DFC-Dimer), DFC-Cystein-Disulfid, DFC-Glutathion-Disulfid und DFC-
Protein-Konjugat (siche Abbildung 2.3). DFC kann reversibel an Makromolekiile im Plasma
und im Gewebe gebunden vorliegen oder als freies DFC, welches bei intaktem [B-Lactam-

Ring den antimikrobiell wirksamen Metaboliten des Ceftiofurs darstellt.

Untersuchungen von BECONI-BARKER et al. (1996) ergaben, dass lediglich DFC als
Ceftiofur-Metabolit im Blutplasma gefunden werden konnte. Der Prozentanteil an freiem

DFC ist verschwindend gering, zu 50 bis 100% liegt es an Proteinen gebunden vor.

Da all die genannten Metabolisierungsprozesse reversibel sind, ist es moglich, eine
Versorgung mit DFC iiber einen ldngeren Zeitraum zu gewihrleisten (JAGLAN et al. 1992;
BECONI-BARKER et al. 1995 a, b; BECONI-BARKER et al. 1996; SALMON et al. 1996;
BROWN 1999; OKKER et al. 2002; HORNISH et al. 2003; KROKER 2006).

Die Plasmahalbwertszeit von Ceftiofur und DFC betrdgt zwischen 30 Minuten und zwei
Stunden, die hochsten Konzentrationen nach Applikation finden sich bei allen Tierarten nach
ca. 12 Stunden in den Nieren, gefolgt von Lunge, Leber, Fettgewebe und Muskulatur
(BECONI-BARKER et al. 1996; EMEA 1999). BROWN et al. (1999, 2000), BECKER et al.
(2003) und HORNISH et al. (2003) war es spétestens 10 Minuten nach Applikation nicht

mehr moglich die Muttersubstanz Ceftiofur im Blutplasma nachzuweisen.

Die Ausscheidung von Ceftiofur als DFC erfolgt zu mehr als 60% iiber den Urin, bei Schafen
liegt dieser Prozentanteil bei iiber 90%. Der restliche Anteil wird iliber die Faeces

ausgeschieden. Dort fanden sich vor allem der Hauptmetabolit DFC, DFC-Cystein-Disulfid

12



und 3,3-Desfuroylceftiofur-Disulfid (DFC-Dimer), wohingegen kaum eine Spur der
Muttersubstanz nachweisbar war (JAGLAN et al. 1992; BECONI-BARKER et al. 1995 b,
1996; SALMON et al. 1996; EMEA 1999).

Bei laktierenden Kiihen wird nur ein sehr geringer Prozentanteil (ca. 0,1%) der parenteral
verabreichten Ceftiofur-Dosis in die Milch ausgeschieden. Auch hier liegt nicht die
Muttersubstanz Ceftiofur vor, sondern DFC, teilweise an Proteine gebunden, oder als

Cysteindisulfid (JAGLAN et al. 1992; EMEA 1999; BECKER et al. 2003).

Nach intramammaérer Applikation finden sich dagegen auch Riickstinde der Muttersubstanz
im Milchsekret, wobei diese bei erkrankten Kiihen ldnger nachweisbar sind als bei
eutergesunden Tieren (TYCZKOWSKA et al. 1993; ERSKINE et al. 1995; SMITH et al.
2004; MAKESWARAN et al. 2005). Eine mdgliche Erkldrung dafiir ist die Tatsache, dass in
erkrankten Arealen die Anzahl an Entziindungsmediatoren hoch ist, die Ceftiofur, das zum
grofiten Teil an Proteine gebunden ist, mit sich tragen (OKKER et al. 2002; WASHBURN et
al. 2005).
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Abbildung 2.3: Von JAGLAN et al. (1992) postulierte Metabolisierung von Ceftiofur

nach intramuskuldrer Applikation beim Rind.
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2.1.2.3 Toxizitit und Nebenwirkungen

Ceftiofur weist nur eine sehr geringe Toxizitdt auf. Wie bei allen Cephalosporinen und
Penicillinen ist jedoch bei allen Applikationsformen die Maoglichkeit von
Uberempfindlichkeitsreaktionen zu beachten (EMEA 1999; KAUSCHE und ROBB 2003;
PHARMACIA GMBH, PFIZER 2007).

KLUGE und UNGEMACH (1998) beschreiben nach der Applikation von Ceftiofur an der

Injektionsstelle (Rind und Schwein) voriibergehende Gewebereizungen und Schwellungen.

In 90-Tage-Studien an Ratten wurden bei Applikation von hohen Dosen (3000 mg/kg KGW)
erniedrigte  Serumglucosewerte, Storungen 1im Elektrolythaushalt, eine erniedrigte
Erythrozytenzahl und Storungen des Gastrointestinaltraktes beobachtet. Bei gleicher

Dosierung zeigten sich beim Hund Verdanderungen des hdmatopoetischen Systems.

Beziiglich weiterer negativer Wirkungen ergaben sich bisher keine Hinweise auf teratogene,
mutagene, kanzerogene, immuntoxische oder reproduktionstoxische Eigenschaften von
Ceftiofur. Versuche an Meerschweinchen ergaben, dass auch Desfuroylceftiofur

Uberempfindlichkeitsreaktionen der Haut ausldsen kann (EMEA 1999).
FOREMANN (1998) konnte in Untersuchungen an Pferden keinen Zusammenhang zwischen

der parenteralen Gabe (i.m.) von Ceftiofur und der Haufigkeit des Auftretens von Diarrhoe

nachweisen.

2.2 Therapeutische Anwendung von Cefquinom und Ceftiofur

in der Veterinidrmedizin

2.2.1 Cefquinom

Cefquinom wird in Deutschland unter dem Handelsnamen Cobactan® vertricben, wobei

verschiedene Prédparate verfligbar sind.
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Cobactan®” LA 7,5% ist bei Atemwegserkrankungen des Rindes, jedoch nicht bei laktierenden
Kiihen, ausgeldst durch Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida und Histophilus

somni, zugelassen. Die Wartezeit filir essbare Gewebe betriagt 13 Tage.

Als Cobactan® 4,5% Pulver (Losungsmittel zur Herstellung einer Injektionslosung ist der
Packung beigefiigt) findet Cefquinom Anwendung bei bakteriellen Erkrankungen des
Atemtraktes (hervorgerufen durch Pasteurella multocida und Mannheimia haemolytica) und
bei Septikdmien. Dieses Préparat ist fiir Pferde und Rinder zugelassen. Bei Rindern umfasst
die Anwendung auch die Therapie von Dermatitis digitalis, infektioser Bulbar-Nekrose und

akuter interdigitaler Necrobazillose (Panaritium).

Die Indikationen beim Rind decken sich mit denen einer fiir Rind und Schwein zugelassenen

2,5% igen Injektionssuspension, Unterschiede bestehen in der Léange der Wartezeit.

Bei der 4,5% igen Formulierung betridgt die Wartezeit 2 Tage filir essbares Gewebe und 36
Stunden fiir Milch, bei der 2,5% igen Suspension betrigt die Wartezeit 5 Tage fiir essbares
Gewebe und 1 Tag fiir Milch.

Cobactan” LC ist eine Formulierung von Cefquinom zur intramamméren Applikation bei
laktierenden Kiihen. Es wird hiufig in Kombination mit Cobactan® 2,5% igen Suspension
eingesetzt, um eine lokale als auch systemische Abdeckung gegeniiber gramnegativen und
grampositiven Mastitiserregern (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus

dysgalactiae, Streptococcus agaglactiae und Streptococcus uberis) zu gewéhrleisten.

Die empfohlene Dosierung fiir die 2,5% Injektionslosung liegt bei adulten Rindern bei 1 mg
Cefquinom’kg KGW bei einer Anwendung einmal téglich an drei bis fiinf
aufeinanderfolgenden Tagen. Zur lokalen Behandlung wird jeweils ein Injektor pro Melkzeit
(alle 12 Stunden) und Euterviertel mit je 75 mg Cefquinom an drei aufeinanderfolgenden
Melkzeiten in die Zitze instilliert. Die Wartezeit fiir letztere Formulierung betragt fiir essbare

Gewebe 4 Tage und fiir Milch 5 Tage.

Weiterhin wird ein Trockensteller mit 150 mg Cefquinom pro Euterinjektor unter dem
Handelsnamen Cobactan® DC vertrieben. Die Formulierung umfasst die fiir Cobactan® LC

aufgefiihrten empfindlichen Erreger. Auf essbares Gewebe gilt eine Wartezeit von zwei
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Tagen, die Wartezeit auf Milch variiert je nach Zeitpunkt des Trockenstellens. So betrédgt sie
einen Tag nach dem Abkalben, wenn die Trockenstehperiode lédnger als fiinf Wochen ist und
36 Tage nach der Behandlung, wenn die Trockenstehperiode fiinf Wochen und weniger

betragt INTERVET 2005, 2009; VETIDATA 2008).

Tabelle 2.1: Ubersicht Cefquinom-haltiger Arzneimittel (Stand 2009).

Wartezeit Milch

Bezeichnung Applikationsform Tierart (Tage)
Cobactan® LA 7,5% i.m. Rinder, nicht bei nicht anwendbar
laktierenden
Kihen
Cobactan® 4,5% i.m., i.v. Rind, Pferd 1,5
Cobactan® 2,5% i.m. Rind, Schwein 1
Cobactan® LC i.mam. Rind 5
Cobactan® DC i.mam. Rind 1
(Trockenstehperiode >5 Wochen)
36

(Trockenstehperiode <5 Wochen)
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2.2.2 Ceftiofur

Ceftiofur ist in Deutschland unter anderem unter dem Handelsnamen Excenel® verfiigbar.
Laut EUROVET Lila Liste 20.1 ist Excenel® zum Zeitpunkt der Probengewinnung (2008) in
drei verschiedenen Formulierungen auf dem deutschen Markt erhiltlich. Excenel® 1 g und
Excenel® 4 g als Trockensubstanz (Ceftiofur-Natriumsalz), welche zur intramuskuldren
Anwendung beim Rind und beim Schwein mit einem Losungsmittel versetzt werden miissen
und die gebrauchsfertige Suspension Excenel® RTU 50 mg/ml auf der Basis von
Ceftiofurhydrochlorid, mit der Zulassung zur intramuskuldren Injektion beim Schwein und

zur subkutanen Injektion beim Rind (MARTLBAUER o.J.; LVN 2008)

Das Anwendungsgebiet erstreckt sich beim Schwein auf die Therapie bakterieller
Atemwegserkrankungen  verursacht durch  Pasteurella  multocida,  Actinobacillus
pleuropneumoniae und Streptococcus suis. Beim Rind ist es wirksam gegeniiber Mannheimia
haemolytica, Pasteurella multocida und Histophilus somni, den bakteriellen Erregern von
Atemwegserkrankungen. Des weiteren kommt es bei Rindern mit Panaritium (akute
interdigitale Nekrobazillose), hervorgerufen durch Fusobacterium necrophorum und
Bacteroides melaninogenicus und bei der akuten postpartalen Metritis, hervorgerufen durch

Escherichia coli, Arcanobacterium pyogenes und Fusobacterium necrophorum, zuom Einsatz.

Die Dosis fiir Rinder von 1 mg Ceftiofur pro kg KGW wird einmal téglich an drei bis fiinf

aufeinanderfolgenden Tagen verabreicht.

Die Wartezeit fiir essbare Gewebe liegt beim Schwein bei 5 Tagen, beim Rind bei 8§ Tagen
(PHARMACIA GMBH, PFIZER 2007).

Nur bei diesem Préparat gilt die Wartezeit von null Tagen fiir Milch. Bei fachgemifBer
Applikation treten laut EMEA (1999) keine Riickstinde von Ceftiofur oder dessen
Metaboliten in Milch auf, allerdings kann eine unsachgeméfe Applikation, z. B.
intramammir, zu erhdhten Riickstandsmengen in der Milch fithren (MARTLBAUER o. J.;
TYCZKOWSKA et al. 1993; ERSKINE et al. 1995; SMITH et al. 2004; MAKESWARAN et
al. 2005).
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Bis 2010 waren Ceftiofur-haltige Prdparate nur von der Firma Pfizer verfiigbar. Mit
Auslaufen des Patentschutzes fiir Ceftiofur sind seit kurzem eine Reihe Ceftiofur-haltiger
Arzneimittel auch von anderen Pharmafirmen erhiltlich, auf die in Tabelle 2.2 kein Bezug

genommen wird.

Tabelle 2.2.: Ubersicht Ceftiofur-haltiger Arzneimittel (Stand 2009).

Wartezeit Milch

Bezeichnung Applikationsform Tierart (Tage)
Excenel® 1g i.m. Rind, Schwein 1
Excenel® 4g i.m. Rind, Schwein 1
Excenel® RTU s.c. (Rind) Rind 0

50 mg/ml i.m. (Schwein) Schwein
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2.3 Bedeutung und rechtliche Bewertung von Riickstinden

von Cefquinom und Ceftiofur in der Milch

Zum Schutze des Verbrauchers vor toxikologischen Risiken und zur Sicherstellung der
technologischen Qualitét von Milch wurden 1990 in der VO 2377/90 (EWG) Hochstmengen,
Maximum Residue Limits (MRLs) fiir Tierarzneimittelriickstinde festgelegt. Am 16. Juni
2009 wurde die VO 2377/90 aufgehoben und durch die Riickstandshdchstmengenverordnung
470/2009 ersetzt. Die Anhdnge I bis IV der VO 2377/90 wurden in die Tabellen 1 und 2 der
VO 37(2010) tiberfiihrt.

Fiir Ceftiofur ist der MRL-Wert fiir Milch 100 pg/kg (Summe aller den B-Lactamring
enthaltenden und als Desfuroylceftiofur gemessenen Riickstinde) und fiir Cefquinom 20
ng/kg (VO 2377/90 Anhang I bzw. VO 37(2010); EMEA 1995; SUHREN und REICHMUTH
1998 a, b; SUHREN 2002).

Ausgehend vom MRL-Wert wird die Wartezeit eines Arzneimittels fiir lebensmittelliefernde
Tiere festgelegt (MITCHELL et al. 1998; SUHREN 2002; KIETZMANN 2004;
KNAPPSTEIN et al. 2005, FABRE 2006).

Da bisher noch kein Testsystem entwickelt werden konnte, das alle antibiotisch wirksamen
Substanzen auf MRL-Niveau erfassen kann, wurden ,,integrierte Nachweissysteme* erstellt
(Abbildung 2.4). Sinn dieser Systeme ist es, durch eine Kombination von verschiedenen
Testverfahren bei der Untersuchung von Milch mdéglichst viele Substanzen (Hemmstoffe)
nachzuweisen und Verantwortlichkeiten von Milcherzeuger, Milchverarbeiter und
Lebensmitteliiberwachung festzulegen (HEESCHEN und SUHREN 1996; SUHREN und
HEESCHEN 1996; SUHREN 2002; HOLTKOTTER et al. 2002; KIRST 2008).

Unter dem Begriff ,,Hemmstoffe* werden im weitesten Sinne antimikrobiell wirksame
Substanzen, korpereigene Abwehrstoffe, Reinigungs-, Desinfektions- und
Konservierungsmittel zusammengefasst. Es sind Substanzen, die Mikroorganismen in ihrer
Entwicklung hemmen oder abtéten (GEDECK 1986; BAUMGARTNER 2008; KIRST,
2008). Haufig wird der Begriff Hemmstoffe mit Antibiotika-Riickstdnden gleichgesetzt. Das
Lebens- und Futtermittelgesetzbuch (LFGB) verbietet es, vom Tier gewonnene Lebensmittel

in den Verkehr zu bringen, in oder auf denen Stoffe mit pharmakologischer Wirkung oder
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deren Umwandlungsprodukte vorhanden sind (LFGB §10). Im Rahmen der Milch-
Giiteverordnung (MilchGiiV) gelten diejenigen Substanzen als Hemmstoffe, die zu einem
positiven Ergebnis im Hemmstofftest fithren. Zur Feststellung von Hemmstoffen sind
monatlich mindestens zwei Untersuchungen durchzufiihren (laut MichGiiV). Die aktuell
tatsichlich untersuchte Probenzahl belduft sich auf monatlich vier Untersuchungen zur
Feststellung von Hemmstoffen. Ein positiver Hemmstoffnachweis bedeutet fiir den
Milcherzeuger neben einem Verlust der S-Klasse, einen Milchgeldabzug von 5 Cent/kg Milch
(MilchGiiV).

/ Milchproben
Mikrobiologische
Tests (1)
v
Vorlaufige Vorlaufige
Bestatigungstests (2) Bestatigungstests (2)

v v
Bestatigungstest Bestatigungstest
Identifizierungs-/ Identifizierungs-/

Quantifizierungsmethoden (3) Quantifizierungsmethoden (3)

(1) Geobacillus stearothermophilus, Streptococcus thermophilus, Bacillus cereus u.a.
(2) B-Lactamasen, Rezeptorbindungstests, Immuntests u. a.

(3)  HPLC, LC, u. a.

Abbildung 2.4: Ubersicht iiber das integrierte System der Hemmstoff-Untersuchung.
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Die intensive Uberwachung der Anlieferungsmilch hat in den letzten Jahren dazu gefiihrt,

dass positive Hemmstoftbefunde abgenommen haben (SUHREN 2002, KLOTH 2011).

Bundesweit reagierten 1986 0,2% der Proben Hemmstoff-positiv (BEYER 1986). Nach
Angaben von SUHREN (2002) lag der Anteil an positiven Befunden im Jahr 2000 bei 0,09%,
davon machten die B-Laktamantibiotika den hdochsten Anteil von 98,1% an identifizierten
Riickstdnden aus. An dieser Zahl hat sich seither nur recht wenig gedndert, nach wie vor sind

knapp 0,1% der Hemmstofftests positiv (Tabelle 2.3).

Neuere Daten von KRESS et al. (2007) zeigen, dass in Deutschland Penicilline immer noch
die haufigste Hemmstoffursache sind, dass aber Cephalosporine zunehmend an Bedeutung

gewinnen.

Der LKV Rheinland-Pfalz hatte im Jahr 2008 von 222.922 untersuchten Milchproben 219
Proben (0,098%) als Hemmstoff-positiv befunden. Deutschlandweit wurde durch die
Arbeitsgemeinschaft deutscher Rinderziichter e.V. (ADR) bei Qualititsuntersuchungen durch
die Landeskontrollverbinde und Milchpriifringe fiir das Jahr 2007 folgende Werte (Tabelle

2.3) zusammengestellt.

Daten iiber eine genauere Differenzierung der Wirkstoffe, die zu den Hemmstoff-positiven

Befunden gefiihrt haben, liegen leider in keinem der Fille vor (ADR 2008).

Im Jahresbericht 2007 des BVL zum Nationalen Riickstandskontrollplan wurden insgesamt
1.970 Milchproben iiberpriift, davon 1.343 auf antibakteriell wirksame Stoffe. Von diesen war
lediglich eine Probe positiv auf das Antibiotikum Benzylpenicillin (entspricht 0,075%). Das
BVL bewertet die erhobenen Ergebnisse als keine akute Gefdhrdung fiir den Verbraucher,
allerdings verweist es auf das Risiko der Ausbildung von Resistenzen (BVL 2008/2009).
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Tabelle 2.3: Haufigkeit Hemmstoff-positiver Befunde in Milch (Auszug aus
,Rinderproduktion in Deutschland 2007, Tabelle 4.19
., Qualitdtsuntersuchungen (in 1.000) durch die Landeskontrollverbdnde
und Milchpriifringe “ und Tabelle 4.20 ,, Einstufung der Anlieferungsmilch *,
herausgegeben von der ADR (Arbeitsgemeinschaft deutscher Rinderziichter
e.V.), Ausgabe 2008).

LKV Zahl Hemmstoff-
Hemmstoff- positiv
Untersuchungen (in %)
(in 1.000)
Schleswig-Holstein 213 0,06
Niedersachsen/Bremen 165 0,10
Weser-Ems 211 0,07
Nordrhein-Westfalen 265 0,10
Hessen 156 0,11
Rheinland-Pfalz, 221 0,10
Saarland
Baden-Wdrttemberg 289 0,07
Bayern 1.908 0,04
Mecklenburg- 74 0,08
Vorpommern
Brandenburg 13 0,08
Sachsen-Anhalt 12 0,16
Tharingen 8 0,04
Sachsen 33 0,06
Total 2007 3.569 0,06
Total 2006 4.306 0,06
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231 Cefquinom-Riickstinde in Milch

Nach ordnungsgemaiBer Applikation von Cefquinom-Prdparaten und bei Einhaltung der
Wartezeit wurden von verschiedenen Autoren keine Riickstinde oberhalb des MRL-Wertes
gemessen (KIETZMANN 2004; KNAPPSTEIN et al. 2005). Nach intramuskuldrer
Applikation von 1 mg Cefquinom pro kg KGW lagen die Riickstandskonzentrationen zwolf

Stunden nach der letzten von fiinf Applikationen unter der Nachweisgrenze.

Ein dhnliches Ausscheidungsverhalten zeigte sich nach der intramammairen Verabreichung
Cefquinom-haltiger Euterinjektoren. Die Ausscheidung von Cefquinom erfolgte nach
intramammadrer Applikation hauptsédchlich iiber die Milch, eine systemische Resorption des
Wirkstoffes war nur sehr gering. Nach zehn Melkzeiten lagen die Werte unter 20 pg/l (EMEA
1995; KNAPPSTEIN et al. 2005; CLINI PHARM 2008; VETIDATA 2008).

KNAPPSTEIN et al. (2005) konnten in ihren Versuchen mit Cobactan® LC-Injektoren bei
einer von fiinf Milchkiihen einen Tag nach Ablauf der Wartezeit Cefquinom-Konzentrationen
oberhalb des MRL-Wertes finden. Verantwortlich dafiir war eine unsachgeméfle Lagerung
des Arzneimittels. Bei einer Lagerung der Euterinjektoren iiber 30 °C, fiihrt dies neben der
Verdanderung von Farbe und Homogenitit der Salbensuspension, zu einer erhohten
Ausscheidung iiber den MRL-Wert und einer verldngerten Ausscheidungszeit iiber die
vorgesehene Wartezeit von Cefquinom in die Milch hinaus (TEUFEL 2001; KNAPPSTEIN
et al. 2005).

Die Melkfrequenz beeinflusste ebenfalls die Ausscheidung von Cefquinom. So war die
Ausscheidung nachweisbarer Cefquinom-Riickstdnde bei dreimal tiglich gemolkenen Kiihen
wesentlich geringer, als bei Tieren, die anderthalbmal oder zweimal téglich gemolken wurden

(p<0,05) (JONES und SEYMOUR 1988; KNAPPSTEIN et al. 2005).
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2.3.2 Ceftiofur-Riickstinde in Milch

Fiir das Ceftiofur-Praparat Excenel® RTU gilt eine Wartezeit von null Tagen fiir Milch.
Einige Untersuchungen ergaben keine Hinweise auf einen Ubergang von Ceftiofur in die
Milch (JAGLAN et al. 1992; TYCZKOWSKA et al. 1993; ERSKINE et al. 1995; EMEA
1999; BROWN et al. 2000).

BERENDSEN et al. (2009) postulieren aufgrund ihrer Versuche mit Nierenextrakten, dass

moglicherweise bisher unbekannte Metaboliten existieren.

Die Wartezeit von null Tagen gilt nur, wenn das Medikament ordnungsgemal appliziert wird.

Fiir eine intramammare Verabreichung besteht in der EU keine Zulassung, hier ist jedoch mit
hohen Riickstandskonzentrationen der wunverdnderten Muttersubstanz zu rechnen
(MARTLBAUER o.J.; TYCZKOWSKA et al. 1993; BAUMGARTNER 2002; KERP et al.
2003; SMITH et al. 2004; MAKESWARAN et al. 2005).

KNAPPSTEIN et al. (2005) konnten zudem nachweisen, dass intravends verabreichtes
Ceftiofur bei an Escherichia coli-Mastitis erkrankten Tieren zu einer deutlich hoéheren
Ausscheidung des Antibiotikums iiber die Milch fiihrt, als bei eutergesunden Tieren, denen
die gleiche Dosis appliziert wurde. Die Konzentration von Ceftiofur scheint in entziindeten
Geweben hoher zu sein als im gesunden Gewebe. Die Affinitit von Ceftiofur an
Plasmaproteine zu binden ist sehr hoch. Bei Entziindungsreaktionen spielen Akute-Phase-
Proteine eine wichtige Rolle. Eine Bindung des Wirkstoffs an diese Proteine wird als eine
mogliche Erkldrung fiir eine erhohte Ceftiofur-Konzentration angegeben (OKKER et al.
2002; WASHBURN et al. 2005).
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24 Nachweisverfahren fiir Cephalosporine in Milch

Eine Uberwachung von Milch beziiglich der Vorschriften der Riickstandshdchstmengen
Verordnung (EG) Nr. 470/2009 setzt voraus, dass geeignete Nachweisverfahren zur
Qualifizierung und Quantifzierung moglicher antibiotisch wirksamer Riickstinde zur
Verfiigung stehen. Trotz der wissenschaftlichen und technischen Fortschritte der letzten Jahre
immer geringere Spuren von Tierarzneimitteln nachzuweisen, wurde bisher kein Testsystem
entwickelt, dass alle Substanzen auf MRL-Niveau erfassen kann. Deshalb wurden integrierte
Nachweissysteme (Abbildung 2.4) entwickelt, die durch eine Abfolge verschiedener
Testverfahren eine bestmdgliche, wirtschaftliche und schnelle Erfassung aller Substanzen
ermoglichen (USLEBER et al. 1994 b; HEESCHEN und SUHREN 1996; SUHREN 2002;
KRESS et al. 2007; KIRST 2008).

Auskunft liber die Empfindlichkeiten der einzelnen Testverfahren fiir den Nachweis von

Cefquinom und Ceftiofur geben Tabellen 2.4, 2.5 und 2.6.

Die bisherigen Nachweisverfahren lassen sich in den folgenden Kapiteln dargestellt in
mikrobiologische Verfahren, Rezeptorbindungstests, enzymatische Tests, immunologische

Tests, physikalisch-chemische Nachweisverfahren und sonstige Verfahren einteilen.

24.1 Mikrobiologische Verfahren

Mikrobiologische Verfahren sind nach wie vor die wichtigsten Screeningmethoden fiir den
Nachweis von Antibiotika-Riickstdnden und anderen Hemmstoffen in Lebensmitteln. Fiir den
Nachweis in Milch sind zahlreiche Testsysteme kommerziell erhiltlich, deren Testprinzip auf
der Hemmung von als Testkeimen eingesetzter Mikroorganismen gegeniiber Hemmstoffen
beruht. Der bekannteste Testkeim ist Geobacillus (ehemals Bacillus) stearothermophilus var.
calidolactis. Daneben werden fiir spezifische Fragestellungen auch Bacillus subtilis, Bacillus
cereus, Micrococcus luteus, Escherichia coli, Bacillus megaterium und Streptococcus
thermophilus eingesetzt (MITCHELL et al. 1998; NOUWS et al. 1999; NAVRATILOVA
2008). In einer Testprobe enthaltene Hemmstoffe reduzieren oder verhindern das Wachstum
bzw. die Stoffwechselaktivitit des Testkeims, was z.B. durch eine ausbleibende

Farbverdnderung eines dem Ndhrmedium beigefiigten Indikators sichtbar gemacht wird.
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Vorteile mikrobiologischer Hemmstofftests sind die einfache Durchfiithrung, die Erfassung
einer grolen Anzahl von Wirkstoffen und der hohe Probendurchsatz. Sie sind iiber mehrere
Wochen hinweg haltbar und relativ kostengiinstig (SUHREN et al. 1996 b, 1998; SUHREN
und HEESCHEN 1996).

Nachteilig ist, dass nicht alle antimikrobiellen Substanzen nachgewiesen werden konnen,
bzw. dass die Erfassbarkeit {iber dem zuldssigen MRL-Wert liegt. Gerade fiir die Erfassung
von Cefquinom sind die Nachweisgrenzen der gebrdauchlichen mikrobiologischen Verfahren
hoher als der MRL (ZAADHOF und MARTLBAUER 2001; SUHREN und KNAPPSTEIN
2003).

Zudem ist eine direkte Identifzierung eines Wirkstoffes oder eine Abgrenzung zwischen

Antibiotika und anderen Hemmstoffen nicht bzw. eingeschriankt moglich.

Verdanderungen der Milch in Form von erhohten Zellzahlen oder verdnderte Gehalte an
Milchinhaltsstoffen konnen zu Stérungen und falsch-positiven Ergebnissen fiihren (OLIVER
et al. 1984; CARLSSON und BJORCK 1987; SUHREN und HEESCHEN 1987 b, 1990;
VAN EENENNAAM et al. 1993; ANDREW et al. 1997; SCHENCK und CALLERY 1998;
NEAVES 1999; ANDREW 2000; FABRE 2006; SUHREN und KNAPPSTEIN 2007).

In der amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB sind auch

Methoden zur Untersuchung von Milch auf Hemmstoftfe aufgefiihrt (DAP 2007; DGA 2009).

Methode L 01.00-6 (DGA 2009) beschreibt den Nachweis mittels des Agar-Diffusions-
Verfahren-Bléttchentests. Beim Blittchentest bildet sich im Agar um Hemmstoff-haltige
Proben eine klare Hemmzone. Eingesetzt werden mit der zu untersuchenden Milchprobe
getrinkte Blittchen, die auf einem mit Geobacillus stearothermophilus angereicherten
Néhrboden bebriitet werden. Die in der Probe enthaltenen Antibiotika diffundieren in den
Agar und hemmen das Wachstum des Testkeims. Die Gréfe des Hemmbhofes wird
ausgewertet und ist abhidngig von Art und Konzentration des Hemmstoffes (ZAADHOF und
MARTLBAUER 2001).
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Eine weitere Methode ist laut L 01.01-5 (DAP 2007) der Brillantschwarz-Reduktionstest
(BRT). Das Testprinzip des bekanntesten Vertreters der mikrobiologischen Verfahren beruht
auf einer Redoxreaktion des Indikators Brillantschwarz. Beim BRT reduziert der Testkeim
Geobacillus  stearothermophilus var. calidolactis das Brillantschwarz von seiner
blauschwarzen Farbe in die gelbe Farbe der Reduktionsstufe. Dies ist der Fall, wenn in der
hinzugegebenen Probe keine Hemmstoffe enthalten sind, die das Wachstum des Testkeims
hemmen. Sind Hemmstoffe in einer Probe enthalten, kommt es nur zu einem geringfiigigen
oder gar keinem Wachstum des Testkeims, der Redoxindikator Brillantschwarz wird nicht
gespalten (KRAACK und TOLLE 1967; AIM 2010; CHR HANSEN o. J.). Der BRT ist von

verschiedenen Herstellern kommerziell verfligbar.

Die in dieser Arbeit untersuchten Proben wurden mithilfe eines modifizierten und hinsichtlich
seiner Nachweisempfindlichkeit verbesserten BRT-Hemmstofftests von der Firma AiM
(Analytik in Milch GmbH, Miinchen) untersucht. Die Testsysteme stehen sowohl in
Mikrotiterplattenform zur Verfiigung, werden aber auch als Einzelrohrchen fiir den

landwirtschaftlichen Unternehmer angeboten.

Die bisher erwahnten Methoden L 01.00-6 (Bléttchentest) und L 01.01-5 (BRT) (DAP 2007;
DGA 2009) ermoglichen keine Identifizierung und Quantifizierung der Hemmstofte.

Ein weiteres Beispiel fiir Testsysteme mit Farbindikatoren ist der Delvotest (Vertrieb durch
DSM, Food Specialties; MILKU Tierhygiene GmbH, Bovenden Lenglern). Eingesetzter
Testkeim ist ebenfalls Geobacillus stearothermophilus var. calidolactis. Der ndhrstoffreiche
Agar enthélt den pH-Indikator Bromkresolpurpur. Im Falle einer Hemmstoff-freien Probe
verschiebt sich der pH-Wert durch das Wachstum und die Stoffwechselprodukte der
Testkeime ins Saure, woraufthin ein Farbumschlag von violett nach gelb zu beobachten ist

(JONES und SEYMOUR 1988).

2.4.2  Rezeptorbindungstests

In den vergangenen Jahren wurden speziell fiir die Untersuchung von Milch eine Reihe von
Rezeptorbindungstests zum spezifischen Nachweis von [-Lactamantibiotika entwickelt

(SCHLIEPHAKE 1998). Hier werden spezifische Rezeptorproteine fiir f-Lactamantibiotika
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eingesetzt, deren genaue Natur jedoch dem Firmengeheimnis der kommerziellen Anbieter

solcher Tests unterliegt.

Rezeptorbindungstests sind einfach in der Durchfithrung, kostengiinstig und liefern schnelle
Ergebnisse. Damit die Bindungsreaktionen zwischen Antibiotikum und Rezeptorprotein oder
Rezeptorenzym stattfinden kann, sind zur Inkubation Temperaturen von 45-64 °C nétig. Dies
setzt einen apparativen Aufwand voraus (Heizblock), wobei dies auch der Fall bei

mikrobiologischen Verfahren ist (Heizbad von 64 °C fiir den BRT).

Ein weiterer Nachteil ist ebenfalls der storende Einfluss origindrer Milchinhaltsstoffe, wie
z.B. Lysozym und Lactoferrin, auf die Testergebnisse, stark erhohte Keimzahlen, pH-Wert
(<6,4-6,3), somatischer Zellgehalt (>1 Million/ml) und das Laktationsstadium beeinflussen
diese ebenfalls (CULLOR 1993; VAN EENENNAAM 1993; ANDREW et al. 1997;
SUHREN und REICHMUTH 1998 b; SUHREN und HEESCHEN 1990; ANDREW 2000;
SUHREN und KNAPPSTEIN 2007).

Die mittels Rezeptorbindungstests nachweisbaren antimikrobiellen Substanzen beschridnken
sich auf Penicilline und Cephalosporine, da nur diese Antibiotika an die spezifischen
Rezeptorproteine (Penicillin-bindende Proteine) binden konnen. Fiir andere Substanzklassen
muss ein fiir diese Substanzen empfindlicher Testkeim eingesetzt werden (SUHREN und

HEESCHEN 1987 b).

Zur Untersuchung von Anlieferungsmilch werden in Deutschland vor allem zwei Testsysteme
eingesetzt, der SNAP-Test (IDEXX GmbH, Ludwigsburg) und der Beta-s.t.a.r. (Chr. Hansen
GmbH, Nienburg).

Bei beiden Systemen handelt es sich um kompetitive Tests, d. h. das Messsignal
(Farbentwicklung) ist umso niedriger, je hoher der Gehalt an Penicillinen/ Cephalosporinen in
der Probe ist. Deshalb ist zur Auswertung der Vergleich mit einer Negativkontrolle
erforderlich. Beide Tests konnen entweder visuell mit dem bloBen Auge oder instrumentell

(Reflektanz) ausgewertet werden.

Wihrend der SNAP-Test mit einem enzymmarkierten Rezeptor arbeitet, ist beim Peta-s.t.a.r.

der Rezeptor goldmarkiert. Beide Tests laufen bei Temperaturen von 45 °C ab, daher wird
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eine Heizvorrichtung zur Testdurchfiihrung bendtigt (ANON. 1994; BELL et al. 1995; JUNG
1996; MITCHELL et al. 1998; SUHREN und REICHMUTH 1998 b; KREUZER 1998;
NEAVES 1999; SUHREN und KNAPPSTEIN 2003; FABRE 2006; ZVIRDAUSKIENE und
SALMSKIENE 2007; NAVRATILOVA 2008; IDEXX LABORATORIES 2012).

Verschiedene weitere Hersteller bieten dhnliche Testsysteme an, z. B. den Charm Rosa Test
(SCHALLIBAUM 1986; SUHREN und HEESCHEN 1987 a, b; BRADY und KATZ 1989;
CULLOR 1993; MITCHELL et al. 1998; SALTER et al. 2001; NAVRATILOVA 2008;
CHARM SCIENCE INC. 2009) oder den Delvo-X-Press (JONES und SEYMOUR 1988;
CULLOR 1993; SCANNELLA et al. 1997; MITCHELL et al. 1998; KREUZER 1998;
NEAVES 1999; PFLEGER und ZIEGELWANGER 2000; FABRE 2006; NAVRATILOVA
2008).

243 Enzymatische Tests

Ein enzymatisch-colorimetrisches Testverfahren zum Nachweis von B-Lactamantibiotika ist
der Penzymtest, der in verschiedenen Testvarianten vorliegt (Penzym, Penzym S). Das
Testprinzip beruht auf einem aus Streptomyces gewonnenen Enzym (DD-Carboxypeptidase),
welches durch B-Lactamantibiotika inhibiert wird. Eine Milchprobe wird mit der DD-
Carboxypeptidase inkubiert. Sind B-Lactame in der Milchprobe enthalten, kann durch die
DD-Carboxypeptidase kein D-Alanin hydrolysiert werden und durch dabei freigesetztes
Wasserstoffperoxid eine rosa-orange Farbverbindung entstehen. Bei Hemmstoff-positiven
Proben verbleibt die gelbe Farbung der Probelosung. Die Menge an oxidiertem Indikator kann
in Beziehung zur [-Lactamkonzentration der Milch gesetzt werden, mittels einer
mitgelieferten Farbskala erfolgt die Auswertung (WINTERER 1985; JONES und SEYMOUR
1988; DEGELAEN 1994; SUHREN et al. 1996 a; MITCHELL et al. 1998; KREUZER 1998;
NEAVES 1999; NAVRATILOVA 2008; NEOGEN EUROPE 2012).

Die verschiedenen Testvarianten unterscheiden sich hinsichtlich der Nachweisempfindlichkeit
und der Auswertung (negative Ergebnisse beim Penzym pink-orange und beim Penzym-S
pfirsisch-orange). Der Penzym-S-Test ist dem Penzym-Test iiberlegen. So konnten SUHREN
et al. (1996 a) mittels dem Penzym-S-Test fiinf von sieben f-Lactamantibiotika unterhalb der

zuldssigen MRL-Werte detektieren. Zum Nachweis von f-Lactamantibiotika fiir die
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Massenuntersuchung in Milchlabors und als Bestitigungstest wird abgeraten (JUNG 1996;
WALTE et al. 1996; KNIGHT et al. 2007).

Zusammen mit dem Delvo-X-Press-Test wurde der Penzym-Test von BOISON (2001) nicht
als geeignet befunden, B-Lactamantibiotika im Bereich der zuldssigen MRL-Werte zu
detektieren. JONES und SEYMOUR (1988), heben zwar die nur zwanzigminiitige Testdauer
hervor, rdumen aber Schwierigkeiten bei der Auswertung anhand der Farbverdnderung und
eine unzureichende Nachweisbarkeit fiir B-Lactamantibiotika ein. Der MRL-Wert von 20
ng/kg fir Cefquinom kann mittels des Penzym/ Penzym-S-Test nicht erreicht werden
(WALTE et al. 1996; KROLL et al. 1999 a, b).

244 Immunologische Tests

Immunologische Verfahren werden im integrierten Nachweissystem (Abbildung 2.4) im
Anschluss an mikrobiologische Verfahren und Rezeptorbindungstests durchgefiihrt. Sie
ermoglichen eine weitere Differenzierung des Wirkstoffs und bei bekannter Identitdt eine

zuverlédssige quantitative Bestimmung.

Ausgenutzt wird die Fahigkeit von Antikorpern, spezifische Antigene zu erkennen und zu
binden. Gebildete Antigen-Antikdrperkomplexe werden durch markierte Reagenzien sichtbar
gemacht. Bei der Untersuchung von Lebensmitteln werden Riickstéinde fast ausschlieBlich mit
bekannten AntikOrpern nachgewiesen, die mit Markern versehen werden. Als Marker dienen
im Enzymimmunoassay (EIA) Enzyme, wie die Meerrettichperoxidase oder die Alkalische
Phosphatase, und im Radioimmunoassay (RIA) radioaktive Isotope. Auch fluoreszierende
Substanzen kommen als Marker zum Einsatz (FIA) (NEWSOME 1986; USLEBER et al.
1994 b; MITCHELL 1998; MARTLBAUER 2004; NAVRATILOVA 2008).

Bei denen in dieser Arbeit angewendeten Untersuchungsverfahren handelt es sich um

enzymimmunchemische Tests, worauf im Folgenden niher eingegangen wird.

Sowohl der EIA zum Nachweis von Cefquinom, als auch der EIA zum Nachweis von DFC

werden als indirekter kompetitiver ELISA durchgefiihrt.
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Dazu werden in einem ersten Schritt Mikrotiterplatten mit Antigen-Protein-Konjugat
beschichtet. Das Antigen-Protein-Konjugat heftet an das Tragermaterial (Mikrotiterplatte)
und bildet so die Festkorperphase. Um noch freie Proteinbindungsstellen auf dem

Tragermaterial abzusittigen, wird eine Casein-Losung aufgebracht.

Anschliessend wird die zu untersuchende Probe mit freiem Antigen und spezifischen
Antikorper (Kaninchen-Antiserum) in die Kavititen der Mikrotiterplatte gegeben. Das freie
Antigen der Probe konkurriert mit den Bindungsstellen der Festkorperphase um die speziellen
Antikorper des Kaninchenserums. Umso grofler die Menge an freiem Antigen ist, desto
geringer ist die Bindung der spezifischen Antikorper an die Festkdrperphase. Es folgt ein
Waschschritt zum Entfernen ungebundener Reagenzien. Darauthin wird ein Konjugat aus
enzymmarkierten = Antikdrpern  (hier  Anti-Kaninchen-IgG-HRP, d. h. mit
Meerrettichperoxidase markierte Antikorper, die gegen Immunglobuline der Tierart
(Kaninchen), von der die spezifischen Antikdper stammen gerichtet sind) auf die Platte
gegeben. Diese enzymmarkierten Sekundérantikorper binden an die spezifischen Antikorper,
die an der Festkorperphase der Platte gebunden haben. Nach einer Inkubationszeit und einem
Waschschritt wird Substrat zugegeben, dass die an die Festkorperphase gebundenen
Antikorper durch Substratumsatz des Enzyms sichtbar macht. Der Substratumsatz ist
demnach umgekehrt proportional zur freien Antigenmenge in der Probe (USLEBER 1991;
ROSE et al. 1995; STRASSER et al. 2001; THAL 2006; MEIER 2008).

Beispiele fiir kommerziell erhéltliche immunchemische Analyseverfahren fiir den Nachweis
von [B-Lactamantibiotika in Milch sind der LacTek-Test und der Parallux™-Test (IDEXX
Laboratories Inc., Westbrook, USA) (NAVRATILOVA 2008).

Der LacTek-Test ist ein kompetitiver Enzymimmunrezeptor-Test im Rohrchenformat. Neben
dem herkdmmlichen LacTek-Test fiir Penicilline, ist ein spezieller LacTek-Test zum
Nachweis von Ceftiofur erhiltlich (ESCOBAR o. J., JUNG 1996; MITCHELL et al. 1999;
NEAVES 1999; BELL und SCANNELLA 2007). Nach einer neueren eigenen Recherche

scheint der LacTek-Test jedoch nicht mehr kommerziell verfiigbar zu sein.

Beim Parallux-Test™ handelt es sich um einen Fluoreszenzimmunoassay (FIA). Er wird in
verschiedenen Varianten angeboten, unter anderem auch als Parallux™ Ceftiofur Assay

(NEAVES 1999; HUTH et al. 2002; OKERMANN et al. 2003; NAVRATILOVA 2008;
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IDEXX LABORATORIES 2001). Die Nachweisgrenzen der kommerziell erhiltlichen
Testverfahren sind in den Tabellen 2.4 und 2.5 aufgefiihrt.

Die Nachweisbarkeit des von THAL (2006) entwickelten immunchemischen

Nachweisverfahrens fiir Cefquinom liegt bei 1-2 ng/ml.

Der von MEIER (2008) entwickelte EIA kann Ceftiofur bzw. DFC bis zu einer Konzentration
von 1-3 ng/ml (Ceftiofur) und 50-100 ng/ml (DFC) nachweisen (KERP et al. 2004).

2.4.5 Physikalisch-chemische Nachweisverfahren

Physikalisch-chemische Nachweisverfahren bieten den Vorteil geringe Riickstandsmengen zu
spezifizieren und zu quantifizieren. Sie sind als Multimethoden in der Lage mdglichst viele

Verbindungen zu erfassen (JACKMAN et al. 1991; BECKER et al. 2004; FABRE 2006).

Die héufigsten Methoden zur Quantifizierung von B-Lactamantibiotika sind aufgrund der
ausgeprigten UV-Absorptionseigenschaften (UV-Max 260-290 nm) der Cephalosporine
chromatographische Verfahren mit UV-Detektion. Das Grundprinzip dieser Verfahren ist eine

Stofftrennung durch Verteilung zwischen einer stationiren und einer mobilen Phase.

Bei der Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC) handelt es sich um eine
Weiterentwicklung der Fliissigkeitschromatographie (Liquid chromatography, LC). Dabei
wird eine fliissige Probe unter hohem Druck iiber eine stationdre Phase (Sdule) transportiert.
Entscheidend ist die Loslichkeit des zu untersuchenden Stoffes in der fliissigen Phase. Sind

die Substanzen voneinander getrennt, erfolgt die Detektion bzw. Messung.

HPLC-Verfahren (high performance liquid chromatography,
Hochdruckfliissigkeitschromatographie) mit UV- oder Fluoreszenzdetektion werden in den
letzten Jahren immer mehr von fliissigkeitschromatographischen Verfahren mit

massenspektrometrischer Detektion (LC/MS) ergénzt (FABRE 20006).

Alle genannten Verfahren finden bisher keine Anwendung in der Routinediagnostik, sondern

dienen als Referenzverfahren. Griinde dafiir sind der hohe apparative Aufwand, die
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Bereitstellung von qualifiziertem Fachpersonal, der Zeitaufwand und der daraus resultierende
hohe Kostenfaktor (USLEBER et al. 1994 a; MITCHELL et al. 1998; OKERMAN et al.
2003).

In Tabelle 2.6 sind einige in der Literatur beschriebene physikalisch-chemische Verfahren fiir
den Nachweis von Cefquinom, Ceftiofur und Ceftiofur-Metaboliten sowie deren

Nachweisgrenzen aufgefiihrt.

2.4.6  Sonstige Verfahren

1995 entwickelten CUTTING et al. (1994) ein Agarosegel-Elektrophorese-Verfahren in
Kombination mit einem Indikatoragar aus Geobacillus stearothermophilus var. calidolactis
zum Nachweis von sechs f-Lactamantibiotika in Milch. Ceftiofur ist mittels dieses
Verfahrens ab Konzentrationen von 50 pg/kg nachweisbar (SCHENCK und CALLERY
1998).

Da bisher weiterhin die Notwendigkeit eines integrierten Ansatzes besteht, mit denen eine
bezahlbare Methode zur Qualifizierung und Quantifizierung von Wirkstoffen auf Ebene der
Riickstandshochstwerte erreicht werden kann, setzen neuere Forschungen auf den Einsatz von
Biosensoren. In Zusammenarbeit des Lehrstuhls fiir Hygiene und Technologie der Milch der
Tierdrztlichen Fakultit der LMU Miinchen und des Lehrstuhls fiir Analytische Chemie im
Institut fiir Wasserchemie und Chemische Balneologie der TU Miinchen wurde ein neues
BioSensor-System zum Nachweis von Antibiotika in Milch entwickelt (Munich-Chip-
Readersystem MCR3). In einem Validierungsprojekt des Milchpriifring Bayern e.V. wird die
Praxistauglichkeit des MCR3 iberpriift und evaluiert (BAUMGARTNER 2009;
BAUMGARTNER et al. 2010). BAUMGARTNER et al. (2010) halten einen Einsatz des
Munich-Chip-Readersystems MCR 3 in Ergdnzung zu bisherigen Routinemethoden des

integrierten Nachweissystems als durchaus sinnvoll.

Biosensor-Analysen beruhen darauf, dass Bindungspartner wie Antikdrper, Enzyme oder
Zellen an einen Messwandler (Transducer) gebunden werden und die zu analysierende
Substanz (Analyt) spezifisch binden. Hat der Bindungspartner die zu analysierende Substanz

gebunden, wandelt der Transducer dies in ein messbares, elektrisches Signal um. Im Fall des
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MCR 3 misst eine CCD-Kamera eine Antigen-Antikorper-Reaktion in einem Micro-Array-

System mit Chemilumineszenz als Signal (CACCIATORE 2005; BAUMGARTNER 2009)
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Tabelle 2.4:

Nachweisgrenzen kommerziell erhéltlicher Testverfahren (mikrobiologische

Verfahren und Rezeptortests) fiir den Nachweis von Cefquinom in Milch.

Nachweisverfahren

Nachweisgrenze
Cefquinom pg/kg

Referenz

BRT 80 NOUWS et al. (1999)
BRT 150 KNAPPSTEIN et al. (2005)
BRT 150-250 SUHREN und KNAPPSTEIN (2007)
BRT 100-200 KLOTH (2011)
BRT-MRL-Suchtest 40-60 CHR. HANSEN GMBH (0.J.)
BRT-AS 250 SUHREN und REICHMUTH (1998 a)
BRT-AS-Brillant 100-150 SUHREN und KNAPPSTEIN (2007)
BRT-AS-Special 250 SUHREN und REICHMUTH (1998 a)
BRT-AS-Special 90 GDCh (2002)
BRT-AS-Special >MRL-Wert SUHREN (2002)
BRT-AS-Special 200->250 SUHREN und KNAPPSTEIN (2007)
Delvo-X-Press 40 KROLL et al. (1999 a, b)
Delvo SP 250 SUHREN und REICHMUTH (1998 a)
Delvo SP 100 KNAPPSTEIN et al. (2005)
Delvo SP 100-250 SUHREN und KNAPPSTEIN (2007)
Beta-Star 10 KROLL et al. (1999 a, b)
Beta-Star 12,5 KNAPPSTEIN et al. (2005)
Beta-Star 10-15 SUHREN und KNAPPSTEIN (2007)
SNAP-Test Beta-Lactam 17,5-27,5 SUHREN und REICHMUTH (1998 a, b)
SNAP-Test Beta-Lactam 20 KROLL et al. (1999 a, b)
SNAP-Test Beta-Lactam 23-27 GDCh (2002)
SNAP-Test Beta-Lactam <MRL-Wert SUHREN (2002)
CHARM-Test 20 KROLL et al. (1999 a, b)
CHARM-|I-Test 20 SUHREN und REICHMUTH (1998 a);

CHARM SCIENCE INC. (2009)
CHARM-II-Test 10-20 GDCh (2002)
ROSA-MRL Beta-Lactam 15-25 CHARM SCIENCE INC. (2009)
Penzym 50 WALTE et al. (1996)
Penzym 40 KROLL et al. (1999 a, b)
Penzym-S 45 WALTE et al. (1996);

SUHREN und REICHMUTH (1998 a)
Penzym-S >MRL-Wert SUHREN (2002)
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Tabelle 2.5: Nachweisgrenzen kommerziell erhéltlicher Testverfahren (mikrobiologische

Verfahren bzw. Rezeptortests) fiir den Nachweis von Ceftiofur in Milch.

Nachweisverfahren Nachweisgrenze Referenz

Ceftiofur ug/kg
BRT 70-100 CHR. HANSEN GMBH (0. J.)
BRT <MRL-Wert HEESCHEN und SUHREN (1996)
BRT >60 MOLLENHAUER (1999)
BRT 30 NOUWS et al. (1999)
BRT-MRL-Suchtest 70-100 CHR. HANSEN GMBH (o. J.)
BRT-AS 150 SUHREN und REICHMUTH (1998 a)
BRT-AS 100 MOLLENHAUER (1999)
BRT-AS-Special 100 SUHREN und REICHMUTH (1998 a)
BRT-AS-Special 30-100 MOLLENHAUER (1999)
BRT-AS-Special <MRL-Wert SUHREN (2002)
Delvo-X-Press 2-4 SCANNELLA et al. (1997)
Delvo-X-Press 4-8 KREUZER (1998);

SUHREN und REICHMUTH (1998 a);
MOLLENHAUER (1999); NEAVES (1999)

Delvo-X-Press 50 KROLL et al. (1999 a, b)

Delvo SP <MRL-Wert HEESCHEN und SUHREN (1996)

Delvo SP 100 SUHREN und REICHMUTH (1998 a)

Delvo SP 50-75 MOLLENHAUER (1999)

Delvotest-P nicht nachweisbar  JAGLAN et al. (1992)

Delvotest-P nicht nachweisbar  EMEA (1999)

Beta-Star 100 KROLL et al. (1999 a, b)

Beta-Star 100-150 MOLLENHAUER (1999)

Beta-Star 75-150 NEAVES (1999), GDCH (2002)

Beta-Star >500 ABOUZIED et al. (2009)

SNAP-Test Beta-Lactam 50 ANON. (1994); BELL et al. (1995);
KROLL et al. (1999 a, b)

SNAP-Test Beta-Lactam 6 KREUZER (1998); MOLLENHAUER (1999)

SNAP-Test Beta-Lactam <MRL-Wert SUHREN (2002)

SNAP-Test Beta-Lactam 8-10 SCHNEIDER et al. (1994)

SNAP-Test Beta-Lactam 3,5-5,5 SUHREN und REICHMUTH (1998 a)

SNAP-Test Beta-Lactam 5-6 GDCh (2002)

SNAP-Test Beta-Lactam 12 IDEXX LABORATORIES (2011)
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Fortsetzung: Tabelle 2.5:

CHARM-II-Test 25 SUHREN und REICHMUTH (1998 a)

CHARM-|I-Test 40 NEAVES (1999);
CHARM SCIENCE INC (2009)

CHARM-II-Test <MRL-Wert SUHREN (2002)

CHARM-II-Test 5-10 GDCH (2002)

CHARM-Test 20 KREUZER (1998)

CHARM-Test 50 KROLL et al. (1999 a, b)

CHARM-Test 46 SALTER et al. (2001)

ROSA MRL-3-Beta-

Lactam Test 10-20 CHARM SCIENCE INC. (2009)

ROSA MRL-Beta-

Lactam Test 30-60 CHARM SCIENCE INC. (2009)

LacTek Ceftiofur <MRL-Wert MUSSER und ANDERSON (1999)

LacTek B-Lactam 50 SCHNEIDER et al. (1994)

LacTek B-Lactam >MRL-Wert NEAVES (1999)

Penzym 90 SUHREN et al. (1996); WALTE et al. (1996);
SUHREN und HEESCHEN (1998 a)

Penzym 100 KROLL et al. (1999 a, b)

Penzym 80 MUSSER und ANDERSON (1999);
NEOGEN EUROPE (2012)

Penzym 40-70 NEAVES (1999)

Penzym <MRL-Wert SUHREN (2002)

Penzym-S 70 SUHREN et al. (1996 a); WALTE et al. (1996),
SUHREN und HEESCHEN (1998 a)

Penzym-S 20-40 GDCh (2002)

Parallux B-Lactam 33,7 GDCh (2002), HUTH et al. (2002)
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Tabelle 2.6:

Nachweisgrenzen physikalisch-chemischer Testverfahren fiir den Nachweis

von Cefquinom, Ceftiofur und Ceftiofurmetaboliten (DFC).

Nachweis- nachgewiesene Nachweisgrenzen Referenz

verfahren Substanz in pg/kg

HPLC-UV Cefquinom 7 SORENSEN und SNOR (2000)

LC-UV Cefquinom 2-3 SUHREN und KNAPPSTEIN (2003)

LC-MS/MS Cefquinom 10-30 BECKER et al. (2004)

HPLC-UV Cefquinom <2 KNAPPSTEIN et al. (2005)

LC-ES-MS Ceftiofurund 50 TYCZKOWSKA et al. (1993)
Metabolite

LC-ESP-MS Ceftiofur 3-5 STRAUB et al. (1994)

LC-UV Ceftiofur 2-5 MOATS und HARIK-KHAN (1995)

HPLC-UV Ceftiofur 0,5 ROSE et al. (1995)

LC-MS/MS Ceftiofur 50 SCHENCK und CALLERY (1998)

LC-UV Ceftiofur 2,5-4 SCHERMERHORN et al. (1998)

HPLC-UV Ceftiofur und k. A. STANKER et al. (1998)
Metabolite

HPLC DCD k. A. EMEA (1999)

HPLC-UV Ceftiofur 7 SORENSEN und SNOR (2000)

LC-MS/MS Ceftiofur 0,4 HOLSTEGE et al. (2002)

LC-MS/MS Ceftiofur- 96,1-101,2 BECKER et al. (2003)
Metabolite

LC-MS/MS Ceftiofurund  166-239 MAKESWARAN et al. (2005)
Metabolite

Abkiirzungen:

DCD = Desfuroylceftiofur Cystein Disulphid

HPLC = high performance liquid chromatography, Hochdruckfliissigkeitschromatographie

LC = liquid chromatography, Fliissigkeitschromatographie

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

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

Fliissigkeitschromatographie-Massenspektrometrie



3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3.1 Tiere, Materialien und Gerite

3.1.1 Tiere

Die Gewinnung von Viertelsgemelksproben nach therapeutischer Applikation sowohl fiir die
Untersuchungen zur Ausscheidung von Cefquinom als auch von Desfuroylceftiofur, wurden
bei insgesamt 12 Milchkiihen (Tabellen 3.1, 3.2 und 3.3) des familieneigenen Betriebes GbR
Heck-Steffen, GroBlittgen, Rheinland-Pfalz durchgefiihrt.

Der Betrieb umfasst cirka 160 Milchkiihe der Rassen Holstein-Friesian Schwarzbunt,

Braunvieh sowie Kreuzungen aus diesen Rassen.

Die Tiere werden zweimal tiglich in einem Doppel-Zwolfer-Side-by-Side-Melkstand
gemolken, die Applikation der Medikamente erfolgte im Rahmen dieser Melkzeiten. Von
jedem Tier wurde vor Beginn der Behandlung jeweils eine Negativ-Milch (Gemelk Nr. 1)

gewonnen.

Die Tiere werden ganzjdhrig im Boxenlaufstall ohne Weidegang gehalten, die Fiitterung
erfolgt als TMR (Totale Mischration). Die durchschnittliche aufgelaufene Milchleistung der
behandelten Tiere im Jahr 2008 variierte zwischen 650 kg Milch und 11.797 kg Milch. Das

Alter der Tiere reichte von knapp zwei Jahren bis sechs Jahren.

Fiinf Tiere waren im Zeitraum von April bis August 2008 an einer bakteriell bedingten akuten
klinischen Mastitis erkrankt und wurden darauthin systemisch und lokal mit Cefquinom-

haltigen Priparaten behandelt.

Zwei klinisch gesunde Tiere wurden mit einem Cefquinom-Priparat trocken gestellt, die

Probengewinnung erfolgte im April 2008.

Insgesamt flinf Milchkiihe wurden im Zeitraum von Juni bis September 2008 mit Ceftiofur
therapiert, davon in vier Fillen aufgrund eines Panaritiums und in einem Fall aufgrund einer

Endometritis.
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Detailiierte Angaben zu den Tieren sowie zur Behandlung mit Cefquinom bzw. Ceftiofur sind

in den Tabellen 3.1, 3.2 und 3.3 zusammengestellt.
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3.1.2 Eingesetzte Priaparate und Beschreibung der Applikation

3.1.2.1 Cefquinom

Fir die Behandlung der fiinf Tiere mit klinischer Mastitis wurden zwei verschiedene
Cefquinom-haltige Priparate eingesetzt:

(1) Cobactan® 2,5% Injektionssuspension sowie

(2) Cobactan®” LC Euterinjektoren.

Beide Priaparate wurden gleichzeitig in einer Kombinationstherapie verabreicht.

(1) Kurzcharakteristik Cobactan® 2,5% Injektionslésung (Intervet,

Gebrauchsinformation, Stand Februar 2004)

Zusammensetzung: 1 ml enthélt 29,64 mg Cefquinomsulfat,
entspricht 25 mg Cefquinom

Empfohlene Dosierung: 1 mg Cefquinom/kg KGW, einmal téglich an 2 aufeinander
folgenden Tagen, intramuskuldr

Wartezeit: Essbare Gewebe: 5 Tage
Milch: 1 Tag

2) Kurzcharakterisik Cobactan™ LC (Intervet, Gebrauchsinformation, Stand Mai 2004)

Zusammensetzung: 1 Injektor zu 8 g enthdlt 75 mg Cefquinom
als Cefquinom-Sulfat
Empfohlene Dosierung: 75 mg Cefquinom (1 Injektor zu 8 g) pro Viertel
alle 12 Stunden an jeweils drei aufeinander folgenden
Melkzeiten, intramammar
Wartezeit: Essbare Gewebe: 4 Tage
Milch: 5 Tage

Die Diagnose akute klinische Mastitis (Mastitis catarrhalis acuta) wurde jeweils aufgrund der
visuellen Verdnderungen von Eutergewebe und Milchsekret gestellt. Nach dem Ermelken

einer Negativkontrolle (Gemelk Nr. 1), wurden jeweils 25 ml der 2,5% Cobactan®-
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Injektionslosung (entspricht 625 mg Cefquinom/Tier/Tag) intramuskuldr appliziert und im
Anschluss an den Melkvorgang je ein Euterinjektor Cobactan® LC (entspricht zweimal
téglich je 75 mg Cefquinom/Tier) in das betroffene Euterviertel instilliert. Die intramuskulére
Applikation erfolgte einmal tdglich iiber einen Zeitraum von drei Tagen hinweg, die
intramammare Applikation erfolgte zweimal téglich iliber einen Zeitraum von drei Tagen

hinweg (6 Injektoren je behandelte Kuh).

3) Kurzcharakteristik Cobactan® DC (Intervet, Gebrauchsinformation, Stand Januar

2005)
Zusammensetzung: 1 Euterinjektor mit 3 g enthélt 150 mg Cefquinom
als Cefquinomsulfat
Empfohlene Dosierung: 150 mg Cefquinom (1 Injektor) unmittelbar nach dem letzten
Ausmelken pro Viertel, einmalige intramammére Anwendung
Wartezeit: Essbare Gewebe: 2 Tage

Milch: 1 Tag nach dem Abkalben, wenn die
Trockenstehzeit mehr als 5 Wochen
betrdgt; 36 Tage nach der Behandlung,
wenn die Trockenstehzeit 5 Wochen oder

weniger betragt.

Zusitzlich wurden Milchproben von zwei klinisch gesunden, mit Cobactan® DC
trockengestellten Kiihen im Anschluss an die Kalbung gewonnen. Untersucht wurde das
Ausscheidungsverhalten von Cefquinom nach Beendigung der Trockenstehperiode. Nach dem
letzten Ausmelken wurde in jedes Euterviertel ein Injektor a 150 mg Cefquinom eingebracht.

Die Trockenstehperiode betrug 61 Tage (Kuh Ars) bzw. 77 Tage (Kuh Brsg).

3.1.2.2 Ceftiofur

Fiir die Behandlung der Tiere mit den Diagnosen Panaritium (n= 4) bzw. Endometritis (n=1)

wurden jeweils das Praparat Excenel® RTU 50 mg/ml eingesetzt.
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(1) Kurzcharakteristik Excenel® RTU 50 mg/ml (Pfizer, Gebrauchsinformation, Stand
Juli 2007)

Zusammensetzung: 1 ml Injektionssuspension enthalten 57,14 mg
Ceftiofurhydrochlorid, entspricht 50 mg Ceftiofur
Empfohlene Dosierung: 1 mg Ceftiofur pro kg KGW an 3 (Panaritium) bzw.
5 (Metritis) aufeinander folgenden Tagen, subkutan
Wartezeit: Essbare Gewebe: 8 Tag
Milch. 0 Tage

Vier der fiinf Tiere wurden aufgrund der Diagnose Panaritium jeweils mit 15 ml Excenel®
RTU 50 mg/ml (entspricht 750 mg/Tier/Tag, subkutan) einmal tiglich an drei aufeinander
folgenden Tagen behandelt.

Das an einer Endometritis erkrankte Tier wurde nach dem gleichen Schema behandelt.
Aufgrund ihres schlechten Allgemeinzustandes erhielt die Kuh am ersten Tag der Behandlung
zusdtzlich 500 ml Calcium (Calciveyxol 38, Fa. Vexy-Pharma), 1 Liter NaCl 0,9% (Fa.
Braun), 25 ml Flunixin-Meglumin (Paraflunixin Injektionslosung, Fa. IDT), 10 ml B-
Vitamine (Be-Complex, Fa. medistar) und 15 ml Dexamethason (Dexamethason
Injektionslésung ad. us. vet., Fa. Medistar). Das Tier hatte drei Tage vor Therapiebeginn
verkalbt. Die Trockenstehperiode betrug lediglich 10 Tage (13 Tage bis Therapiebeginn). Als
Préaparat zum Trockstellen wurde Cobactan® DC (3.1.2.1 (3)) eingesetzt.
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3.1.3 Chemikalien und Biochemika

Aceton (Merck KGaA, 1.00013)

Albumin bovine serum, min 99%, (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Bovines Serumalbumin (BSA) A0281-250 MQG)

Casein sodium salt from bovine milk, (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Casein-Natriumsalz C-8654)
1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)-

Carbodiimid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, E-7750)
Glucoseoxidase (GOx) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, G-7016)
Magermilchpulver (Merck KGaA, 1.5363)

Methanol (Merck KGaA, 1.06009)
Natriumchlorid (Merck KGaA, 1.06404)

Schwefelsdure (95-97%) (Merck KGaA, 1.00731)

3,3°,5,5 -Tetramethylbenzidin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, T-2885)
Tween 20 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, P-1379)
Wasserstoffperoxid (Merck KGaA, 1.07209)

3.1.4  Antibiotika

Cobactan® i.v. 4,5% Pulver

(Wirkstoff Cefquinom) (Intervet)
Excenel” 4 g

(Wirkstoff Ceftiofur) (Pfizer)
Desfuroyl-Ceftiofur (U.S. Biological)

3.1.5 Puffer und Losungen

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

1 mol/l Schwefelsaure
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Casein-Losung:
1% Casein-PBS-Losung (10 g Natriumcaseinat/l PBS)
2% Casein-PBS-Losung (20 g Natriumcaseinat/l PBS)

Magermilchpulverlosung:

10% Magermilchpulver in PBS (5 g Magermilchpulver und 50 ml PBS)

10% Magermilchpulver in Aqua dest. (5 g Magermilchpulver und 50 ml Aqua dest.)

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

TMB= TetramethylbenzidinlGsung:

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

Enzymsubstrat-/Chromogenlosung:

10 ml Wasserstoffperoxidlosung und 500ul Tetramethylbenzidinlésung

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

3.1.6 Immunreagenzien

Anti-Cefquinom:
Antiserum Kaninchen 17, Pool 20-68 + Cefquinom-GOx-Konjugat
(ungefillt vom 24.11. 2004) (THAL 2006)
Anti-Ceftiofur:
Antiserum Kaninchen 06, Woche 17': + Ceftiofur-BSA-Konjugat
(MEIER 2008)
Schwein-Anti-Kaninchen IgG-HRP
(Meerrettichperoxidasekonjugat) (DAKO A/S, P 0217)
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3.1.7 Probenmaterial

Fiir die Vergleichsproben im Enzymimmuntest und auch fiir die Negativkontrollen des BRT-
P wurde Hemmstoff-freie, pasteurisierte und homogenisierte Vollmilch mit einem Fettgehalt
von 3,8% verwendet. Vor jedem Testeinsatz wurde die Vollmilch durch fiinfzehnminiitiges

Zentrifugieren bei 3000/min und einer Temperatur von 4 °C entfettet.

3.1.8  Geriite

ELISA-Auto-Reader Tecan Sunrise (Tecan GmbH)

Magnetriither mit Heizung RCT basic (IKA®-Werke GmbH & Co KG)
Mehrstellenmagnetriihrer (IKA®-Werke GmbH & Co KG)
Mikrotiterplatten Nunc Immuno Plate 439454 (Nunc GmbH)
Mikrotiterplattentaumelgerit Polymax 1040 (Heidolph Instruments GmbH & Co. KG)
Pasteur-Pipetten, Glas (VWR International GmbH)

Riihrgerit Heidolph MR 3000 (Heidolph Instruments GmbH & Co. KG)
Variable Mehrkanalpipette

10-100 ul, 30-300 pl (Eppendorf AG)

Variable Pipetten 0,5-10 pl (Eppendorf AG)

Variable Pipetten 10-100 pl (Eppendorf AG)

Variable Pipetten 100-1000 pl (Eppendorf AG)

Vortex Genie 2 (Scientific Industries, Inc.)

Waage, FKB (Kern & Sohn GmbH)

Waage, Satorius BP 4100 S (Satorius AG, Gottingen)

Wasserbad (Kottermann)

Zentrifuge, Multifuge 3 S-R (Heraeus-Christ GmbH)

3.1.9 Sonstige Materialien

Rida Win-Software (r-Biopharm, GmbH)

Beta-s.t.a.r (Chr. Hansen GmbH)

SNAP® Beta-Laktam Test (IDEXX GmbH)

BRT-P-ESL (AiM, Analytik in Milch GmbH)
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3.2 Methodik

3.2.1 Probengewinnung und Probenaufbereitung

Vor Behandlungsbeginn wurde von allen Kiihen jeweils eine Negativ-Milch (Gemelk Nr. 1)
gewonnen. Daraufhin folgte die Applikation der jeweiligen Antibiotika, die zweite Probe
(Gemelk Nr. 2) wurde in der ersten Melkzeit nach Behandlungsbeginn entnommen. Die
weitere Probengewinnung erfolgte zu den jeweiligen morgendlichen und abendlichen
Melkzeiten. Nach dem Anmelken und Reinigen der Euterviertel wurde aus jedem Viertel je
ein 14 ml Plastikréhrchen mit Milch befiillt. Im Anschluss an den Melkvorgang wurde
zusédtzlich eine Sammelprobe aller vier Viertel aus der in die Milchkanne gemolkenen Milch

in ein weiteres Plastikréhrchen gefiillt.

Die Probeentnahmeschemata sind in den Abbildungen 3.1 und 3.2 nochmals ersichtlich.

Bei den fiinf Tieren (Kiihe F, G, H, I und J), die mit Excenel® RTU parenteral behandelt
wurden, wurde lediglich nur eine Sammelprobe pro Melkzeit gewonnen. Die
Probengewinnung wurde in allen Fillen zwei bis drei Tage tiber die fiir das jeweilige Praparat

vorgeschriebene Wartezeit hinaus durchgefiihrt.

Alle Milchproben wurden unmittelbar bei -18 °C tiefgefroren. Die Untersuchungen der im
Zeitraum von April bis September 2008 gewonnenen Milchproben erfolgten maximal zwei

Wochen nach Probennahme.

Zur enzymimmunologischen Untersuchung und zur Untersuchung mittels BRT-P wurden die
Milchproben aufgetaut und durch Zentrifugation (15 Minuten bei ca. 1500 x/g) und

anschlieendem Entfernen des Rahms grob entfettet.

Fiir die beiden Tiere (Kiihe Ars und Brg), die mit Cobactan® DC trockengestellt worden
waren, erfolgte die erste Milchprobenentnahme in der ersten Melkzeit nach der Kalbung
(Gemelk Nr. 1). Viertelgemelksproben und Sammelprobe wurden iiber einen Zeitraum von

vier Tagen gewonnen.
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Insgesamt 699 Viertelgemelksproben wurden mittels der Testsysteme EIA, BRT-P und Peta-
s.t.a.r. untersucht. Davon wurden 329 Viertelgemelksproben der 12 Milchkiihe (Tabellen 3.1,
3.2 und 3.3) im enzymimmunologischen Verfahren eingesetzt und ausgewertet, 252 Proben

im BRT-P und 118 Proben im Rezeptorbindungstest.
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Gemelk Nr.

Gewinnung der Negativprobe

Tag 1 +
625 mg Cefquinom i.m. (entspricht 25 ml Cobactan® 2,5%) und
75 mg (1 Injektor Cobactan® LC) Cefquinom i.mam.
Gemelk Nr. erste Probennahme nach Behandlungsbeginn
Tag 1 +
im Anschluss an den Melkvorgang:
75 mg (1 Injektor Cobactan® LC) Cefquinom i.mam.
Gemelk Nr. Probennahme
Tag 2 +
625 mg Cefquinom i.m. (entspricht 25 ml Cobactan® 2,5%) und
75 mg (1 Injektor Cobactan® LC) Cefquinom i.mam.
Gemelk Nr. Probennahme
Tag 2 +
75 mg (1 Injektor Cobactan® LC) Cefquinom i.mam.
Gemelk Nr. Probennahme
Tag 3 +
625 mg Cefquinom i.m. (entspricht 25 ml Cobactan® 2,5%) und
75 mg (1 Injektor Cobactan® LC) Cefquinom i.mam.
Gemelk Nr. Probennahme
Tag 3 +
75 mg (1 Injektor Cobactan® LC) Cefquinom i.mam.
Abschluss der dreitdgigen Therapie
Gemelk Nr. Probennahme
Tag 4
Gemelk Nr. Probennahme
Tag 4
usw.

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der Behandlungsfrequenz der an Mastitis

erkrankten Kiihe A, B, C, D und E mit Cefquinom, sowie Zeitpunkte

der Probennahme.
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Gemelk Nr.

Gewinnung der Negativprobe

Tag 1 +
Im Anschluss an den Melkvorgang:
750 mg Ceftiofur s.c. (entspricht 15 ml Excenel® RTU 50 mg/ml)
Gemelk Nr. erste Probennahme nach Behandlungsbeginn
Tag 1
Gemelk Nr. Probennahme
Tag 2 +
750 mg Ceftiofur s.c. (entspricht 15 ml Excenel® RTU 50 mg/ml)
Gemelk Nr. Probennahme
Tag 2
Gemelk Nr. Probennahme
Tag 3 +
750 mg Ceftiofur s.c. (entspricht 15 ml Excenel® RTU 50 mg/ml)
Abschluss der dreitédgigen Therapie
Gemelk Nr. Probennahme
Tag 3
Gemelk Nr. Probennahme
Tag 4
USW.

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Behandlungsfrequenz der mit Ceftiofur

behandelten Kiihe F, G, H, I und J, sowie Zeitpunkte der Probennahme.
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3.2.2  Enzymimmunologische Nachweise

3.2.2.1 Enzymimmunologischer Nachweis von Cefquinom

Die Durchfiihrung des kompetitiven indirekten Enzymimmuntest fiir Cefquinom erfolgte wie

von THAL (2006) beschrieben.

Mikrotiterplatten wurden mit dem Cefquinom-Protein-Konjugat (Cefquinom CD-GOx) in der
Verdiinnung von 1:3000 (in PBS) beschichtet (100 ul pro Kavitit). Die Platten wurden fiir 24
Stunden bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer gelagert. Zum Abséttigen noch freier
Proteinbindungsstellen wurden nach dem Ausschlagen der Mikrotiterplatten die Kavititen mit
je 200 pl 2% iger Casein-PBS-Losung befiillt. Nach 30-miniitiger Reaktionszeit wurden die
Platten dreimal mit Waschlosung gewaschen und durch Ausklopfen getrocknet. Im néchsten
Schritt wurden Cefquinom-Standardldsungen zur Erstellung der Standardkurve (0,064 ng/ml-
200 ng/ml) in 10% Magermilchpulver/PBS sowie ein Cefquinom-freier Ansatz
(,,Blank‘“/Leerwert) angesetzt. Die entfetteten Milchproben wurden jeweils unverdiinnt und in

den Verdiinnungsstufen 1:10 und 1:100 (mit 10% Magermilchpulver/PBS) angesetzt.

Zusitzlich wurde entfettete Vollmilch aus dem Handel mit Cefquinom versetzt (10-40 ng/ml)

und als Vergleichsprobe in jedem Testdurchlauf mitgefiihrt.

Jeweils 50 pl der Cefquinom-Standardlosung bzw. der Probenlosung wurden in
Zweifachansitzen in die entsprechenden Kavititen der Mikrotiterplatten pipettiert.
Anschlieend wurde ungefilltes Anti-Cefquinom-Antiserum von Kaninchen 17, Pool 20-68
(THAL 2006) in einer Verdiinnung von 1:1000 mit PBS zu je 50 pul pro Kavitéit hinzugegeben
und flir eine Stunde im Mikrotiterplattentaumelgerdt inkubiert. Vor der Zugabe des
Sekundérantikdrpers Schwein-Anti-Kaninchen-IgG-HRP in Verdiinnung von 1:1000 in 1%
Casein/PBS-Losung (100 pl/Kavitdt) wurden die Platten mit Waschlosung dreimal gewaschen
und ausgeschlagen. Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde und einem Waschschritt
wurde Enzymsubstrat/ Chromogen-Losung (100 pl Substrat pro Kavitdt) zugegeben. Nach
cirka 10-20 Minuten wurde die Farbreaktion mit 1 mol/l Schwefelsdure (100 pl/Kavitét)
abgestoppt.
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Die Extinktion bei 450 nm wurde gemessen (ELISA-Reader) und die Tests mittels
RIDAWIN-Software ausgewertet. Die Extinktionswerte des Cefquinom-freien Ansatzes
(,,Blank*) wurden hierbei gleich 100% gesetzt. Die fiir die jeweiligen Cefquinom-
Konzentrationen ermittelten Extinktionswerte wurden als Prozentwerte der Extinkion des
»Blank“~-Wertes ausgedriickt. Anhand der Werte der Standardreihe erstellte das Programm
eine Standardkurve zur Quantifizierung der Cefquinom-Gehalte unbekannter Proben. Zur
Auswertung der Probenmesswerte wurden nur Werte Dberiicksichtigt, die ihren

Extinktionswert im linearen Bereich der Kurve hatten (ca. 20%-80% B/BO0).

3.2.2.2 Enzymimmunologischer Nachweis von Desfuroylceftiofur

Der enzymimmunologische Nachweis fiir Ceftiofur bzw. Desfuroylceftiofur wurde als
kompetitiver indirekter EIA wie von MEIER (2008) beschrieben durchgefiihrt. Da mit diesem
Test bei den durchgefiihrten parenteralen Applikationen des Wirkstoffs Ceftiofur lediglich
Desfuroylceftiofur als Riickstandsbildner zu erwarten ist, wurde zur Quantifizierung im EIA

eine Desfuroylceftiofur-Standardkurve verwendet.

Zur Testdurchfiilhrung wurde Ceftiofur-BSA-Konjugat in einer Konzentration von 1:3000
(Bicarbonatpuffer) verdiinnt und zur Beschichtung von Mikrotiterplatten (100 ul/Kavitit)
verwendet. Nach dem Ausschlagen der Platten wurden freie Bindungsstellen durch 30-
miniitige Inkubation mit 2% Casein-PBS-Losung (200 pl/Kavitdt) abgeséttigt. Die Platten
wurden dreimal mit Waschlésung gewaschen und durch Ausklopfen getrocknet. Im néchsten
Schritt wurde zunédchst eine Standardreihe aus Desfuroylceftiofur-Stammldsung in
Verdiinnung mit 10% Magermilchpulver/Aqua dest. und ein antibiotikafreier Leerwert
(,,Blank*) angesetzt. Die Milchproben wurden unverdiinnt und in den Verdiinnungsstufen 1:3

und 1:9 mit 10% Magermilchpulver/Aqua dest. vorbereitet.

Zusitzlich wurden in jedem Testdurchgang Kontrollproben untersucht. Hierbei handelte es
sich um handelstibliche homogenisierte und pasteurisierte Vollmilch die nach dem Entfetten

mit Desfuroylceftiofur in Konzentrationen zwischen 10 ng/ml und 200 ng/ml versetzt wurde.

Jeweils 50 pl der Standardlosung bzw. der Probenlosung wurden in die entsprechenden

Kavititen der Mikrotiterplatten in Zweifachansédtzen pipettiert. AnschlieBend wurde
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Antiserum des Kaninchen 06, Woche 172 (MEIER 2008)in einer Verdiinnung von 1:1000
mit 1% Casein-PBS-Losung zu je 50 pl pro Kavitdt hinzugegeben und fiir eine Stunde
inkubiert. Nach erneutem Waschen und Ausklopfen der Platten wurde je 100 pl des
enzymmarkierten Sekundirantikérper Schwein-Anti-Kaninchen-IgG-HRP in Verdiinnung
von 1:1000 mit 1% Casein-PBS-Losung in die Kavitidten der Mikrotiterplatten pipettiert. Die

weitere Testdurchfiihrung erfolgte wie fiir Cefquinom beschrieben (3.2.2.1).

3.2.3 Durchfiihrung des Rezeptortests (Beta-s.t.a.r.)

Zum Vergleich der Ergebnisse des Enzymimmuntests wurden Milchproben von vier Kiihen,
denen Cefquinom-Priparate appliziert worden waren (Kuh A, Kuh B sowie Kuh Arg und Kuh

Brs), mit dem Peta-s.t.a.r.-Testsystem untersucht.

Es handelt sich um einen Rezeptorbindungstest, dessen Testprinzip in Kapitel 2.4.2
beschrieben ist. Die Nachweisgrenze des Peta-s.t.a.r. fiir Cefquinom liegt bei 10-15 pg/kg
(siche Tabelle 2.4), was durch kiinstlich mit Cefquinom versetzte Milchproben (5 ng, 10 ng,

15 ng, 20 ng, 40 ng Cefquinom) in den eigenen Untersuchungen bestétigt wurde.

Zur Durchfithrung des Peta-s.t.a.r.s wurden 100 ul der Milchprobe nach Herstellerangaben zu
einer Reagenzlosung (Rezeptor) in ein Eppendorf-Gefdll pipettiert, gemischt und drei
Minuten bei 47,5+0,5 °C vorinkubiert. AnschlieBend wurde ein Teststreifen in das Eppendorf-
Gefdll gegeben und weitere zwei Minuten bei 47,5£0,5 °C inkubiert. Die visuelle
Testauswertung erfolgte anhand der rosa gefiarbten Bande im Bereich des Testfeldes in
Relation zur Auspriagung der Referenzbande. Die Firbungsintensitit und die Bandenbreite
sind umgekehrt proportional zu der in der Probe enthaltenen Cefquinom-Konzentration, d. h.
Cefquinom-haltige Proben fiihren zu einer nur schwach ausgepriagten Bande, stark positive

Proben resultieren in einer vollstindigen Unterdriickung der Farbentwicklung.
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3.2.4 Durchfiihrung des Brillantschwarz-Reduktionstests (BRT)

Da die auf dem Markt befindlichen mikrobiologischen Testsysteme keine ausreichende
Nachweisempfindlichkeit fiir Cefquinom aufweisen (Tabelle 2.4) und auch fiir Ceftiofur die

Nachweisgrenze im Bereich des MRL liegt, war ein Einsatz dieser Systeme nicht sinnvoll.

Fiir die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit stand jedoch ein BRT-Testsystem mit
verbesserter Rezeptur zur Verfligung, mit der eine deutliche Empfindlichkeitssteigerung
moglich war. Dieser als Hemmstofftest BRT-P ESL bezeichnete Test wurde von der Firma

AiM (Analytik in Milch GmbH, Miinchen) hergestellt.

Alle Proben der zwolf Versuchstiere wurden vergleichend zu den Enzymimmuntests mit dem
BRT-Hemmstofftest-P ESL der Firma AiM in Milch untersucht. Das Testprinzip (Kapitel
2.4.1) und die Durchfithrung entsprechen denen des ,herkommlichen® Brillantschwarz-

Reduktionstests.

Die Kavititen der Mikrotiterplatten enthalten ein Gemisch aus Nihrstoffen, Testkeimen
(Geobacillus stearothermophilus var. calidolactis) und dem Indikator Brillantschwarz, der
dem Medium seine blauschwarze Farbung gibt. In die Kavitdten der Mikrotiterplatte wurden
jeweils 100 ul Probenmilch in unverdiinnter Form und in den Verdiinnungsstufen
entsprechend der jeweiligen EIAs im Zweifachansatz pipettiert. Auf jeder Platte wurde
zusdtzlich eine Negativ-Kontrolle (Hemmstoff-freie Milch aus dem Handel),
Vergleichsproben (kiinstliche, mit einer definierten Menge des zu untersuchenden
Antibiotikas kontaminierte Milch) und eine Positiv-Kontrolle mitgefiihrt. Bei der
Positivkontrolle handelt es sich um einen vom Hersteller mitgelieferten Penicillin G-Standard.
AnschlieBend wurde die Mikrotiterplatte in einem Wasserbad bei 65 °C cirka drei bis
dreieinhalb Stunden in mit Folie verschlossenen Zustand inkubiert. Nach dieser Zeit wurde
die Folie entfernt, die restliche Milch durch Waschen mit Leitungswasser abgespiilt und die

Farbstoffreaktion visuell und photometrisch ausgewertet.

Negative Milchproben resultierten in einer Reduktion des Indikators Brillantschwarz von
seiner blauschwarzen Farbe in die gelbe Farbe der Reduktionsstufe. Waren in der Milchprobe
Cefquinom oder Ceftiofur und Metaboliten enthalten, so wurde das Wachstum des Testkeims

gehemmt, der Agar blieb blau. Der Vergleich der Farbreaktionen erfolgte in Relation zur
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mitgefiihrten Positivkontrolle. Alle Kavititen die mindestens die Farbintensitdt der Positiv-
Kontrolle aufwiesen, wurden als positiv bewertet. Diejenigen, die eine zur Negativkontrolle
unterscheidbare Farbintensitit aufwiesen, wurden in verschiedenen Abstufungen bewertet
(negativ ,,-*, fraglich ,£“, positiv ,,+“, stark positiv ,,++*). Hierbei wurde eine vollige
Entfarbung des Agars als negativ ,,-“ gewertet. Proben, die weder als eindeutig positiv noch
als eindeutig negativ eingestuft werden konnten (schwachblaue oder verschwommene
Farbung des Agars), wurden mit ,+“ gewertet. Eine deutliche Gelbfarbung mit
schwachblauem Anteil wurde als ,,+ gewertet. Wies der Agar dieselbe Blaufarbung wie die

Penicillin G-Positivkontrolle auf, so wurde das Ergebnis als ,,++ gewertet.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Uberpriifung der Testsysteme zum Nachweis von Cefquinom

Nach dem unter 3.2.2.1 beschriebenen Testverfahren wurden in jedem durchgefiihrten EIA
Standardkurven fiir Cefquinom im Konzentrationsbereich von 0,064 ng/ml bis 200 ng/ml
erstellt. Die beim Erreichen der halbmaximalen Bindung (50%-Dosis) erforderliche
Cefquinomkonzentration lag zwischen 4,4 ng/ml und 13,2 ng/ml. Nach Auswertung von 27
Tests aus einem Zeitraum von 7 Monaten lag die 50%-Dosis bei 7,8+4,0 ng/ml. Der
quasilineare Bereich der Standardkurve, der zur Quantifizierung herangezogen wurde, lag

typischerweise zwischen 1,5 ng/ml und 30 ng/ml.

Da die Milchproben unverdiinnt in das Testsystem eingesetzt werden konnten, wurde ein
Wert von 1,5 ng/ml, entsprechend cirka 80% B/BO0, als Nachweisgrenze fiir Cefquinom in
Milch festgelegt.

Die Priifung des BRT-P ESL erfolgte anhand kiinstlich kontaminierter Milchproben in einem
Konzentrationsbereich von 10-40 ng/ml. Bei einer Konzentration von 40 ng/ml wurde ein
stets stark positives (,,++“) Ergebnis erzielt, vergleichbar mit der Farbintensitit der
mitgefiihrten Positivkontrolle (Penicillin G-Standard). Konzentrationen von 20 ng/ml wurden
in 60% als positiv (,,+) ermittelt (3 von 5 Tests). Cefquinom-Konzentrationen von 10 ng/ml

ergeben ausnahmslos negative Ergebnisse.

Die Uberpriifung der Nachweisempfindlichkeit des Peta-s.t.a.r. Testsystems wurde anhand
von kiinstlich mit Cefquinom in einem Konzentrationsbereich von 2,5-20 ng/ml durchgefiihrt.
Wihrend eine Konzentration von 20 ng/ml stets zu positiven Ergebnissen fiihrte, ergaben
Proben mit Cefquinomgehalten von 10 ng/ml bereits teilweise fragliche, nicht eindeutig
auswertbare Banden. Konzentrationen von 2,5 ng/ml bzw. 5 ng/ml ergaben stets negative

Ergebnisse.
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4.2 Uberpriifung der Testsysteme zum Nachweis von Desfuroylceftiofur

Fir den wunter 3.2.2.2 beschriecbenen enzymimmunologischen Nachweis von
Desfuroylceftiofur wurden Standardkurven in einem Konzentrationsbereich von 8,23 ng/ml
bis 2000 ng/ml erstellt. Die beim Erreichen der halbmaximalen Bindung (50%-Dosis)
erforderliche DFC-Konzentration lag zwischen 81,8 ng/ml und 124,9 ng/ml. Nach der
Auswertung von 8 Tests aus einem Zeitraum von 5 Monaten lag die 50%-Dosis bei 97+16
ng/ml. Der quasilineare Bereich der Standardkurve, der zur Quantifizierung herangezogen
wurde, lag bei ca. 25 ng/ml. Als Nachweisgrenze fiir DFC in Milch wurde, entsprechend der
80% Dosis B/B0 (Ende des quasilinearen Bereichs der Standardkurve), somit ein Wert von 25

ng/ml festgelegt.

Zur Uberpriifung des BRT-P ESL wurden kiinstlich kontaminierte Milchproben in einem
Konzentrationsbereich von 20-200 ng/ml eingesetzt. Bei einer Konzentration ab 150 ng/ml
wurde ein stets stark positives (,,++°) Ergebnis erzielt, vergleichbar mit der Farbintensitét der
mitgefiihrten Positivkontrolle (Penicillin G-Standard). Konzentrationen von 80 ng/ml wurden
in 60% als positiv (,,+) ermittelt (3 von 5 Tests). DFC-Konzentrationen von 40 ng, 20 ng und

10 ng ergeben ausnahmslos negative Ergebnisse.
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Abbildung 4.1: Charaktistische Standardkurve des kompetitiven indirekten
Enzymimmuntests zum Nachweis von Cefquinom in Milch. Die mittlere
50%-Dosis der Standardkurve lag bei 7,8+4,0 ng/ml (n=27), die mittlere
Nachweisgrenze (Ende des quasilinearen Bereichs, typischerweise

entsprechend der 80%-Dosis) bei ca. 1,5 ng/ml.
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Abbildung 4.2: Charaktistische Standardkurve des kompetitiven indirekten
Enzymimmuntests zum Nachweis von Desfuroylceftiofur in Milch. Die
mittlere 50%-Dosis der Standardkurve lag bei 9716 ng/ml (n=8), die
mittlere Nachweisgrenze (Ende des quasilinearen Bereichs, typischerweise

entsprechend der 80%-Dosis) bei ca. 25 ng/ml.
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4.3 Nachweis von Cefquinom in Milch nach

gleichzeitiger intramuskulirer und intramammiérer Applikation

Eine vergleichende Darstellung der Ergebnisse des Enzymimmuntests, des BRTs und des
Beta-s.t.a.r. der gleichzeitig intramuskuldr und intramammér mit Cefquinom behandelten
Tiere A, B, C, und D sind in den Tabellen 4.1 (Kuh A), 4.2 (Kuh B), 4.3 (Kuh C) und 4.4

(Kuh D) zusammengefasst.

In der Abbildung 4.3 sind die fiir Cefquinom ermittelten Konzentrationen der jeweiligen
Gemelke nach Behandlungsbeginn graphisch dargestellt. Die Ergebnisse beziehen sich hierbei

jeweils nur auf das intramammér behandelte Euterviertel.

In Tabelle 4.5 sind die fiir ein Tier (Kuh E) exemplarisch durchgefiihrten vergleichenden
Untersuchungen aller vier Euterviertel zusammengestellt. Es zeigte sich hierbei, dass der
Beitrag der intramuskuldren Applikation zur Gesamtausscheidung nur gering war. Die
Hochstgehalte an Riickstdnden nach intramuskuldrer Applikation lagen bei ca. 20 ng/ml fiir
nicht intramammér behandelte Euterviertel und Proben, die innerhalb der Wartezeit gezogen
worden waren. In der Sammelmilchprobe dieses Tieres entsprachen die Cefquinomgehalte
den durch die Verdiinnung der Milch des intramammar behandelten Viertels durch die Milch

der drei ilibrigen Viertel.

Ab dem dritten Tag, bei Kuh B ab dem vierten Tag, nach Behandlungsende wurden bei allen
untersuchten Tieren weder im Peta-s.t.a.r., im BRT-P und noch im EIA Cefquinom-
Konzentrationen oberhalb des MRL von 20 ng/ml gefunden. Cefquinom-Riickstinde oberhalb
des MRL wurden nach Ablauf der Wartezeit nicht festgestellt.

Maximale Konzentrationen wurden im Behandlungszeitraum (Gemelke Nr. 2 bis Nr. 7)
gemessen, wobei nach der zweiten und dritten systemischen Applikation Hochstwerte von
iiber 27.000 ng/ml erreicht wurden. Nach Behandlungsende sank die Cefquinom-
Konzentration in den untersuchten Viertelgemelksproben rasch auf Werte unterhalb des
MRL, nach dem neunten Gemelk (zweiter Tag nach Behandlungsende) wurden
Maximalwerte von knapp 60 ng/ml erreicht, bei Kuh E wurde der MRL-Wert von 20 ng/ml

sogar unterschritten.
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Vergleicht man die Ergebnisse der angewendeten Hemmstofftests, so zeigten die
Messergebnisse des Cefquinom-EIAs mit denen des BRT-Ps und des Peta-s.t.a.r.s in hoheren

Konzentrationsbereichen eine gute Ubereinstimmung.

In niedrigeren Konzentrationsbereichen, zwischen 15 und 40 ng/ml, wurden zum Teil
deutliche Abweichungen der Ergebnisse festgestellt. Besonders im Bereich der Gemelke Nr. 9
bis 11 (zweiter und dritter Tag nach Behandlungsende) erbrachte lediglich der
Enzymimmuntest noch  positive  Ergebnisse, bedingt durch die  bessere

Nachweisempfindlichkeit.

Eine vergleichende Untersuchung zwischen Peta-s.t.a.r und BRT-P wurde fiir die
Viertelgemelksproben von zwei Tieren (Kuh A, Kuh B) durchgefiihrt. Unter
Beriicksichtigung der etwas differenzierenden Testsensitivitdt zeigte sich hierbei eine gute

Ubereinstimmung.
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Tabelle 4.1:  Untersuchungsergebnisse in Viertelgemelksproben von Kuh A. Das Tier
wurde therapeutisch mit 625 mg Cefquinom i.m., einmal tdglich {iber drei
Tage sowie mit je 75 mg Cefquinom intramammar, zweimal tdglich iiber
drei Tage, behandelt. Gemelk Nr. 1 entspricht der Negativkontrolle vor
Behandlungsbeginn.

Ergebnis Cefquinom in intramammar behandeltem Viertel

Gemelk Nr.*

Beta-s.t.a.r BRT-P EIA (ng/ml)
1 - - <1,5
2 ++ ++ <1,5
3 ++ ++ 13.700
4 ++ ++ 3.170
5 ++ ++ 3.290
6** ++ ++ 5.290
7 ++ ++ 5.620
8 ++ ++ 314
9 ++ ++ 73,8
10 + - 23,8
11 * - 11,8
12 - - 7,2
13 - - <1,5
14 - - <1,5
15 - - <1,5
16*** - - <1,5
17 - - <1,5
18 - - <1,5
19 - - <1,5
* zwei Gemelke je Tag
** letzte intramammare Dosis

*#%k  Jetztes Gemelk innerhalb der flinftigigen Wartezeit
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Tabelle 4.2:  Untersuchungsergebnisse in Viertelgemelksproben von Kuh B. Das Tier
wurde therapeutisch mit 625 mg Cefquinom i.m., einmal tdglich {iber drei
Tage sowie mit je 75 mg Cefquinom intramammar, zweimal tdglich iiber
drei Tage, behandelt. Gemelk Nr. 1 entspricht der Negativkontrolle vor
Behandlungsbeginn.

Ergebnis Cefquinom in intramammar behandeltem Viertel

Gemelk Nr.*

Beta-s.t.a.r BRT-P EIA (ng/ml)
1 - - 13,7
2 ++ ++ 10.800
3 + ++ 21.300
4 ++ ++ 2.500
5 + ++ 27.300
6** ++ ++ 8.930
7 + ++ 8.310
8 * ++ 518
9 - + 317
10 - - 37,5
11 - - 31
12 - - 15,4
13 - - 9,63
14 - - 4,92
15 - - <1,5
16*** - - 10,6
17 - * 14,6
18 - - <1,5
19 - - <1,5
* zwei Gemelke je Tag
** letzte intramammare Dosis

*#%k  Jetztes Gemelk innerhalb der flinftigigen Wartezeit
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Tabelle 4.3: Untersuchungsergebnisse in Viertelgemelksproben von Kuh C. Das Tier
wurde therapeutisch mit 625 mg Cefquinom i.m., einmal téglich iiber
drei Tage sowie mit je 75 mg Cefquinom intramammadr, zweimal tdglich
iiber drei Tage, behandelt. Gemelk Nr. 1 entspricht der Negativkontrolle
vor Behandlungsbeginn.

Ergebnis Cefquinom in intramammar

Gemelk Nr.* behandeltem Viertel

BRT-P EIA (ng/ml)

1 - <1,5

2 ++ 1.880

3 ++ 3.550

4 ++ 3.530

5 ++ 4.640

6** ++ 7.770

7 ++ 6.780

8 ++ 2.910

9 ++ 1.140

10 + 57,3

11 - 1,81

12 - 12,8

13 - 1,75

14 - <1,5

15 - 2,38

16*** - <1,5

17 - <1,5

18 - <1,5

19 - <1,5

* zwei Gemelke je Tag

ok letzte intramammare Dosis

*#%k  Jetztes Gemelk innerhalb der flinftigigen Wartezeit
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Tabelle 4.4:

Untersuchungsergebnisse in Viertelgemelksproben von Kuh D. Das Tier
wurde therapeutisch mit 625 mg Cefquinom i.m., einmal tdglich {iber drei
Tage sowie mit je 75 mg Cefquinom intramammar, zweimal tdglich iiber
drei Tage, behandelt. Gemelk 1 entspricht der Negativkontrolle vor
Behandlungsbeginn.

Ergebnis Cefquinom in intramammar
behandeltem Viertel

Gemelk Nr.*

BRT-P EIA (ng/ml)
1 - <1,5
2 ++ 20.300
3 ++ 2.000
4 + 3.040
5 ++ 5.150
6** ++ 22.800
7 ++ 11.000
8 ++ 1.380
9 + 62,3
10 + 22,5
11 - 2,64
12 - 1,64
13 - <1,5
14 - <1 ’5
15 - <1,5
16*** - <1,5
17 - <1,5
18 - <1,5
19 - <1,5
* zweil Gemelke je Tag
** letzte intramammaére Dosis

k% letztes Gemelk innerhalb der flinftagigen Wartezeit
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Abbildung 4.3: Vergleich des Ausscheidungsverlaufs von Cefquinom in
Viertelgemelksproben von 5 Kiihen (Kuh A, B, C, D und E) nach
therapeutischer Applikation von 625 mg Cefquinom i.m. einmal téglich iiber
drei Tage und intramammadrer Behandlung mit je 75 mg Cefquinom pro
Melkzeit (zweimal téglich) iiber drei Tage (7). Untersucht wurde jeweils die
Milch des i.mam. behandelten Euterviertels. Das letzte Gemelk innerhalb der

5-tagigen Wartezeit ist Gemelk Nr. 16.
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4.4 Nachweis von Cefquinom in Milch nach dem Trockenstellen

Zwei Tiere (,,Ars™ und ,,Brs®) wurden jeweils durch intramammire Gabe von 150 mg
Cefquinom pro Euterviertel ,,trocken gestellt”. Die Wartezeit des Trockenstellers Cobactan®
DC betrédgt bei beiden Tieren einen Tag nach dem Abkalben. Bei beiden Tieren war die

Trockenstehperiode langer als 36 Tage.

Die Sammelgemelksproben der beiden Tiere wurden in der folgenden Laktationsperiode
sowohl mit dem peta-s.t.a.r, dem BRT-P und mit dem Cefquinom-EIA untersucht. Die
einzelnen Viertelgemelksproben wurden nur mit dem Peta-s.t.a.r und dem Enzymimmuntest

bearbeitet.

Eine Ubersicht iiber die in dieser Untersuchungsreihe erhaltenen Ergebnisse liefern Tabellen

4.6 und 4.7 und die Abbildung 4.4 und 4.5.

Die Sammelgemelksproben wiesen bei beiden Tieren nur geringe Riickstandskonzentrationen

auf, der Maximalwert lag bei 14,5 ng/ml.

Der mikrobiologische Hemmstofftest (BRT-P) und auch der Rezeptorbindungstest (Peta-

s.t.a.r) lieferten in diesem niedrigen Konzentrationsbereich keine zuverlissigen Ergebnisse.

In den Proben von Kuh Arts wurden mittels B-s.t.a.r. und BRT-P im ersten Gemelk nach
Kalbung deutlich positive Ergebnisse erhalten, was nur bei sehr hohen Cefquinom-
Konzentrationen zu erwarten gewesen wiare. Der BRT-P ergab hier zudem oft fragliche
Ergebnisse, wihrend mittels Enzymimmuntest in derselben Probe nur geringe bzw. keine

Cefquinom-Riickstinde nachgewiesen wurden.

Einen erheblichen Anteil an diesen einander widersprechenden Ergebnissen diirfte die von

reifer Milch abweichende Zusammensetzung der Kolostralmilch haben.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Viertelgemelksproben iiber einen Zeitraum von vier
Tagen untersucht. Bei Kuh Arts wurden in den ersten beiden Gemelken nach der Kalbung in

Milchproben von drei Eutervierteln mittels Cefquinom-EIA Konzentrationen knapp oberhalb
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des MRL-Wertes (maximal 23,90 ng/ml) nachgewiesen. Maximale Konzentrationen von
19,70 ng/ml wurden bei Kuh Brs gemessen. Bei den Einzelproben der jeweiligen Viertel
zeigte sich zwischen Enzymimmuntest und Peta-s.t.ar eine gute Ubereinstimmung der

Resultate.
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Abbildung 4.4: Vergleich des Ausscheidungsverlaufs von Cefquinom in
Sammelmilchproben und Viertelgemelksproben von Kuh Ars. Je Euterviertel
waren 150 mg Cefquinom intramammaér appliziert worden. Gemelk Nr. 1

entspricht der ersten Probennahme post partum.
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Abbildung 4.5: Vergleich des Ausscheidungsverlaufs von Cefquinom in

Sammelmilchproben und Viertelgemelksproben von Kuh Brs. Je Euterviertel
waren 150 mg Cefquinom intramammaér appliziert worden. Gemelk Nr. 1

entspricht der ersten Probennahme post partum.
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4.5 Nachweis von Desfuroylceftiofur in Milch nach

systemischer Applikation

Die Ergebnisse der mit Ceftiofur behandelten Kithe F, G, H, I und J sind in einer
tabellarischen Zusammenstellung der beiden Testverfahren (BRT-P bzw. DFC-
Enzymimmuntest) in den Tabellen 4.8 (Kuh F) und 4.9 (Kuh G, Kuh H, Kuh I und Kuh J)
aufgefiihrt. Eine graphische Darstellung der erhaltenen Messwerte im Enzymimmuntest

zeigen die Abbildungen 4.6 (Kuh F) und 4.7 (Kuh G, Kuh H, Kuh I und Kuh J).

Alle finf Tiere dieser Gruppe wurden iiber drei Tage hinweg einmal téglich mit je 750 mg

Ceftiofur subkutan behandelt. Die Wartezeit auf Milch betrigt bei diesem Praparat null Tage.

Betrachtet man die Ergebnisse der Kiithe G, H, I und J konnte eine Ausscheidung von DFC

zwel bis maximal drei Tage nach Behandlungsende mit dem DFC-EIA nachgewiesen werden.

Die  hochsten  Riickstandskonzentrationen  wurden  innerhalb  des  dreitdgigen
Behandlungszeitraumes und fiir ein Gemelk (Gemelk Nr. 6) nach Abschluss der Behandlung
gemessen, der Maximalwert lag bei 71,4 ng/ml. Im Anschluss an das fiinfte Gemelk erfolgte
die letzte subkutane Ceftiofur-Injektion. Im sechsten Gemelk wurden nochmals leicht erhdhte
DFC-Konzentrationen gemessen (maximal 60,6 ng/ml), in den drauffolgenden Gemelken
sank die Konzentration ziigig ab, sodass ab dem neunten Gemelk (Kiihe G, H, I; zweiter Tag
nach Behandlungsende) bzw. ab dem zwdlften Gemelk (Kuh J, dritter Tag nach

Behandlungsende) keinerlei Riickstdinde nachgewiesen wurden.

Der BRT-P ergab bereits fiir Proben des ersten Tags nach Behandlungsende negative

Ergebnisse.

Wihrend des Behandlungszeitraumes und auch danach konnte in keinem der vier Fille eine
Ausscheidung des Ceftiofur-Metaboliten oberhalb der gesetzlichen Riickstandshochstmenge

von 100 ng/ml beobachtet werden.

Die ebenfalls mit Ceftiofur behandelte Kuh F (Indikation Endometritis) verkalbte drei Tage
vor Therapiebeginn. Die Trockenstehperiode war mit zehn Tagen (bzw. dreizehn Tagen bis

Therapiebeginn) stark verkiirzt. Als Priparat zum Trockenstellen war, wie bei den Tieren Arg
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und Brs, Cobactan® DC (Wirkstoff Cefquinom) verwendet worden. Daher ergab sich fiir den
Trockensteller Cobactan® DC eine Wartezeit von 36 Tagen auf Milch (Trockenstehzeit fiinf
Wochen und weniger). Zum Zeitpunkt der ersten Ceftiofur-Applikation musste also noch eine

Wartezeit von 23 Tagen fiir den Cefquinom-haltigen Trockensteller berticksichtigt werden.

Die Ergebnisse des BRT-P von Kuh F waren in allen 13 gewonnenen Sammelgemelken

deutlich positiv, wobei mit diesem Test keine Wirkstoffdifferenzierung moglich war.

Die Milchproben von Kuh F wurden daher sowohl mit dem Enzymimmuntest fiir DFC als
auch mit dem Enzymimmuntest fiir Cefquinom untersucht. Der Cefquinom-EIA wurde nach
dem gleichen Prinzip wie in Kapitel 3.2.2.1 durchgefiihrt. Kiinstlich mit Cefquinom
angereicherte Vergleichsproben in den Konzentrationen 20 ng und 10 ng wurden ebenfalls

mitgefiihrt.
Eine Ubersicht der Ergebnisse zeigt Tabelle 4.8 und die Abbildung 4.6.

Im Vergleich zu den Testkiihen G, H, I, und J wurden im DFC-EIA fiir Kuh F deutlich héhere
Messwerte erhalten. Ein Maximalwert von 238 ng/ml wurde nach der ersten Injektion des
Ceftiofur-Praparates (Gemelk Nr. 2) erreicht. Bis zum einschliesslich vierten Gemelk lagen
die Konzentrationen oberhalb des MRL von 100 ng/ml. Die {ibrigen vier Probandinnen
zeigten fiir DFC maximal ein Drittel dieses Ausscheidungsverhaltens und iiberschritten nicht
den rechtlichen Hochstmengengehalt des Ceftiofur-Metaboliten in Milch. Die letzte Ceftiofur-
Injektion wurde im Anschluss an die Entnahme des fiinften Gemelkes vorgenommen.
Betrachtet man alleinig die Ergebnisse fiir DFC, so lag die Konzentration am Tag nach der
letzten Behandlung unterhalb der zuldssigen Hochstmenge von 100 ng/ml und sank in den
darauf folgenden Tagen weiter ab. Bis zum dreizehnten Gemelk wurden DFC-Riickstéinde

unterhalb des MRL-Niveaus gemessen.

Mit dem Cefquinom-EIA wurde bereits in der Negativprobe (Gemelk Nr. 1, vor Beginn der
Therapie mit Ceftiofur und den zusétzlich angewendeten Arzneimitteln) eine
Riickstandsmenge von 739 ng/ml gemessen. Wihrend der folgenden Tage sank die
Cefquinom-Konzentration kontinuierlich ab, erreichte aber erst am sechsten Tag (Gemelk Nr.

11) Werte unter der gesetzlich festgelegten Hochstmenge fiir Cefquinom von 20 ng/ml. Ein
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erneuter Anstieg der Konzentration wurde nur eine Melkzeit spédter festgestellt (28,4 ng/ml).

Im zuletzt gewonnenen Gemelk (Gemelk Nr. 13) wurde der MRL knapp unterschritten.

Die Ergebnisse des mikrobiologischen Hemmstofftest zeigten sowohl in den hoheren
Konzentrationsbereichen als auch in den niedrigeren gute Ubereinstimmungen mit den
enzymimmunologischen Testverfahren. Selbst Konzentrationen unterhalb des MRL-Wertes

lieferten positive Ergebnisse im BRT-P.
Die Probennahme war bei diesem Tier mit Gemelk 13 beendet worden. Zu diesem Zeitpunkt

waren noch DFC-Messwerte bzw. Cefquinom-Messwerte deutlich {iber der Nachweisgrenze

feststellbar.
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Tabelle 4.8:

Riickstandsbefunde fiir DFC und Cefquinom in Sammelmilch von Kuh F
nach systemischer Applikation von 750 mg Ceftiofur s. c. (einmal téglich
iiber drei Tage) sowie von je 150 mg Cefquinom pro trocken gestelltem
Euterviertel. Gemelk Nr. 1 entspricht der Negativkontrolle fiir DFC vor
Behandlungsbeginn und der ersten Probennahme fiir Cefquinom nach dem

Trockenstellen dreizehn Tage zuvor.

Ergebnis Testsystem

Gemelk Nr. BRT.P DFC-EIA Cefquinom-EIA
(ng/ml) (ng/ml)
1 ++ 90,9 739,0
2 ++ 238,0 286,0
3 ++ 176,0 290,0
4 ++ 136,0 156,0
5 ++ 67,8 118,0
6 ++ 75,3 71,8
7 ++ 66,4 63,7
8 ++ 425 o7,4
9 ++ 37,8 31,3
10 + 32,1 20,9
11 + 33,2 14,5
12 ++ 22,1 28,4
13 + 31,0 17,0
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Abbildung 4.6: Messwerte von DFC (gestrichelte Linie) und Cefquinom (durchgezogene
Linie) in Milch bei Kuh F nach therapeutischer Applikation von 750 mg
Ceftiofur s.c., einmal téglich iiber drei Tage, sowie der Applikation von je
150 mg Cefquinom pro trocken gestelltes Euterviertel. Gemelk Nr. 1
entspricht der Negativkontrolle fiir DFC vor Behandlungsbeginn,
gleichzeitig aber auch der ersten Probennahme fiir Cefquinom nach dem

Trockenstellen dreizehn Tage zuvor.
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DFC-Konzentration in ng/ml
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Abbildung 4.7: Vergleich des Ausscheidungsverlaufs von DFC in Sammelmilchproben von

4 Kiihen (Kuh G, Kuh H, Kuh I und Kuh J) nach therapeutischer Applikation
von 750 mg Ceftiofur s.c., einmal tiglich iiber drei Tage (7). Gemelk Nr. 1

entspricht der Negativkontrolle vor Behandlungsbeginn.
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5 DISKUSSION

B-Laktam-Antibiotika werden seit Jahrzehnten in der veterindrmedizinischen Praxis
eingesetzt. Sie sind bei Milchkiihen nach wie vor die wichtigste Antibiotika-Gruppe. In den
letzten Jahren nahm die Bedeutung der Cephalosporine vor allem in der antimikrobiellen
Therapie bei Milchkiihen deutlich zu. Einer der Hauptgriinde hierfiir ist die kurze Wartezeit
der Priparate bei gleichzeitig guter Wirksamkeit. Die Cephalosporine Cefquinom und
Ceftiofur sind in mehreren Produktvarianten auf dem deutschen Arzneimittelmarkt vertreten
und werden unter anderem zur Behandlung von Mastitiden, Klauen- und

GliedmaBenerkrankungen sowie von Endometritis eingesetzt.

Bei Tieren, die der Milchgewinnung dienen, ist eine Antibiotika-Therapie mit erheblichen
wirtschaftlichen Verlusten verbunden, auch aufgrund der Wartezeiten. Jeder Tag Wartezeit
bedeutet je nach Milchleistung 5-10 Euro Milchgeldverlust. Praparate mit kurzen Wartezeiten
bieten diesbeziiglich grofle Vorteile.

Nach Verordnung (EU) 37/10 werden fiir die Wirkstoffe Hochstmengen, Maximum Residue
Limits (MRLs), fiir Tierarzneimittelriickstinde festgelegt. Ausgehend von diesem MRL-Wert
und einem bestimmten Sicherheitsfaktor werden die Wartezeiten fiir jedes Priparat festgelegt.
Sie dienen zum einen dem Schutze des Verbrauchers vor gesundheitlichen Risiken, zum
anderen auch zur Sicherstellung der technologischen Qualitét von Milch bei der Herstellung
und Verarbeitung von fermentierten Milchprodukten. Die dieser Abschétzung zugrunde
liegenden Ausscheidungsversuche werden in der Regel jedoch nicht verdffentlicht, da sie

Bestandteil der vertraulichen Antragsunterlagen des Herstellers sind.

Obwohl Cefquinom und Ceftiofur mittlerweile zu den bei laktierenden Kiithen mit am
hiufigsten eingesetzten Antibiotika gehdren diirften, sind kaum Daten zur Ausscheidung bzw.
Ausscheidungsdauer von Riickstdnden in Milch publiziert worden. Zwar miissen im Rahmen
des Zulassungsverfahrens eines Arzneimittels fiir jede lebensmittelliefernde Spezies sowohl
Untersuchungsverfahren als auch Daten zur Riickstandsbildung und Ausscheidungsdauer bei
der Europdischen Arzneimittelagentur (EMA) eingereicht werden. Allerdings werden diese
Daten aus Wettbewerbsgriinden nicht verdffentlicht, mit Ausnahme einiger rudimentérer

Angaben in den jeweiligen ,,MRL Summary Reports®.
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Zudem sind alle bisher publizierten Daten bei gesunden Tieren gewonnen worden. Da aber
das Ausscheidungsverhalten bei klinisch erkrankten Tieren durchaus variieren kann, ist die
Durchfiihrung entsprechender Ausscheidungsversuche unter Praxisbedingungen an klinisch

erkrankten Tieren sinnvoll. Dieses war ein wesentliches Ziel der vorliegenden Studie.

Weiterhin konnte so beispielsweise fiir Cefquinom die in der Praxis tatsidchlich durchgefiihrte
kombinierte intramammare und intramuskuldre Applikationsform beziiglich ihrer Auswirkung
auf die Ausscheidung von Riickstinden gepriift werden. Auch dies wurde bisher in der

Literatur noch nicht beschrieben.

Zum anderen stellt sich insbesondere fiir Cefquinom, mit Einschridnkungen aber auch fiir
Ceftiofur bzw. den Metaboliten Desfuroylceftiofur, die Problematik, dass keine praktikablen
Routinetests mit ausreichender Empfindlichkeit zur Verfiigung stehen. Daher sollten in dieser
Arbeit die in vorhergehenden Studien entwickelten Enzymimmuntests validiert und eingesetzt

werden.

Gleichzeitig steht seit kurzem ein verbesserter mikrobiologischer Nachweis auf Basis des
Brillantschwarz-Reduktionstests zur Verfligung (BRT-P), mit dem beide Verbindungen
erstmals auf MRL-Niveau in Milch erfasst werden koénnen. Eine parallele Untersuchung
mittels quantitativen Enzymimmuntest und qualitativem BRT-P, sowie teilweise mittels eines
qualitativen Rezeptortests (Peta-s.t.a.r.) konnte zudem eine wechselseitige, auch auf

Plausibilitit beruhende Validierung der Tests erreicht werden.

5.1 Nachweis von Cefquinom-Riickstinden in der Milch

nach therapeutischer Applikation

Zur Prifung des Riickstandsverhaltens von Cefquinom in Milch nach therapeutischer
Applikation wurden Milchproben von an Mastitis erkrankten Kiihen und trocken gestellten
Kiihen untersucht. Fiinf Tiere wurden jeweils systemisch und lokal mit zwei Cefquinom-
Priparaten behandelt, zwei weitere Tiere wurden mit einem Cefquinom-haltigen Priparat

trocken gestellt.
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Wiéhrend der Behandlung der an Mastitis erkrankten Tiere wurden in dem jeweils
intramammaér behandelten Viertel sowohl mittels mikrobiologischen Tests als auch mittels
Enzymimmuntests hohe Cefquinomgehalte in Konzentrationen von mehreren zehn
Mikrogramm je ml nachgewiesen. Die Gehalte sanken allerdings nach der letzten Applikation
rasch und lagen spétestens ab dem vierten Tag nach Behandlungsende unterhalb der
zuldssigen Riickstandshochstmenge von 20 ng/ml. Die Wartezeit von flinf Tagen auf Milch

erwies sich somit in allen Féllen als ausreichend.

Die erzielten Ergebnisse decken sich mit den Angaben von KIETZMANN (2004) bzw. von
KNAPPSTEIN et al. (2005), die nach ,,ordnungsgemifBer” intramammaérer Applikation von
Cefquinom bei gesunden Kiihen ebenfalls keine Riickstinde oberhalb des MRL-Wertes
innerhalb der Wartezeit festgestellt hatten.

Nach alleiniger intramuskuldrer Applikation des Cefquinom-Priparates konnten bereits nach

zwOlf Stunden keine Riickstdnde oberhalb des MRL gemessen werden.

Zwar wurden im Rahmen dieser Arbeit ausschlieBlich Milchproben von Tieren untersucht, die
mit einer Kombinationstherapie behandelt worden waren. Dennoch konnen die Ergebnisse fiir

Kuh E mit anderen Literaturangaben verglichen werden.

Bei Kuh E wiesen die Milchproben der drei nicht lokal mit Euterinjektoren behandelten
Viertel noch innerhalb des Behandlungszeitraums stets Cefquinom-Konzentrationen unterhalb
des MRL-Niveaus auf (Tabelle 4.5). Ein Maximalwert von 18,2 ng/ml wurde gemessen.
Betrachtet man wiederum die Ergebnisse aller vier Viertel in der Sammelprobe, so sind die
Cefquinom-Konzentrationen niedriger als in den Einzelproben des lokal behandelten Viertels,
aber deutlich hoher als die Einzelwerte der gesunden Viertel (Tabelle 4.5). Dieses Verhalten
beobachteten auch OLIVER et al. (1990).

Die Testergebnisse belegen zudem, dass nach intramammarer Applikation von Cefquinom in
ein Euterviertel ein Ubergang in die iibrigen Euterviertel nur in sehr geringer Konzentration

erfolgt.

Nimmt man an, dass die Riickstdnde in den drei gesunden, unbehandelten Vierteln von der

intramuskuldren Injektion stammen, stellt sich die Frage, ob die ermittelten
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Wirkstoftkonzentrationen iiberhaupt ausreichend fiir einen Therapieerfolg sind, oder ob eine
alleinige lokale Therapie, die fiir deutlich hohere Konzentrationen verantwortlich ist, schon
ausreichen wiirde. EHINGER et al. (2006) bestétigten in einer Studie mit Cefquinom, dass es
nach einer systemischen Gabe in allen Driisenbereichen des Euters zu einer relativ
einheitlichen Anreicherung des Wirkstoffs kommt, die allerdings niedriger ist als nach einer
lokalen intramammadren Applikation. Die hdchsten Cefquinom-Konzentrationen im
Eutergewebe werden aber am schnellsten (bereits zwei Stunden nach der ersten Applikation)
nach der kombinierten Anwendung der Cefquinom-Prdparate erreicht. Die
Kombinationstherapie fiihrt zu einer deutlich hoheren Heilungsrate (SHPIGEL und SCHMID
1997; SHPIGEL et al. 1997; EHINGER et al. 2006; INTERVET 2007).

Nicht nur eine ordnungsgeméfBe Applikation ist fiir die Ausscheidung von Cefquinom
entscheidend, sondern auch die Lagerung des Arzneimittels. Die Priparate, mit denen die
Tiere im Rahmen dieser Arbeit behandelt wurden, wurden trocken und lichtgeschiitzt bei
Raumtemperatur aufbewahrt. Erhohte Riickstandskonzentrationen von intramammér
appliziertem Cefquinom nach Ablauf der Wartezeit, wie sie von KNAPPSTEIN et al. (2005)
ermittelt wurden, konnten in den eigenen Untersuchungen nicht festgestellt werden. Die von
KNAPPSTEIN et al. (2005) berichteten ,,Ausreiler-Werte (hohe und lange anhaltende
Riickstandskonzentrationen) waren nach Angaben der Autoren auf eine unsachgemaifle

Lagerung der Euterinjektoren iiber eine Temperatur von 30° C zuriickzufiihren.

Die qualitativen Ergebnisse des verbesserten Brillantschwarz-Reduktionstests (BRT-P) waren
vor allem im Konzentrationsbereich ab cirka 40 ng/ml konsistent mit den quantitativen
Ergebnissen des Cefquinom-EIAs. Bei Konzentrationen von 40 ng/ml wurden fiir einige
Proben aber auch starke Abweichungen registriert. So waren die Ergebnisse des BRT-P
beispielsweise bei Kuh B (Tabelle 4.2) in Gemelk Nr. 10 bei einer mit EIA ermittelten
Cefquinom-Konzentration von 37,5 ng/ml negativ, wohingegen in Gemelk Nr. 17 im BRT-P
ein fragliches Ergebnis (,,=) einer mittels EIA festgestellten Konzentration von knapp 15

ng/ml gegeniiber stand.

Trotz dieser Unterschiede weist der BRT-P, im Vergleich zu allen anderen Hemmstofftests,
eine bessere Nachweisempfindlichkeit fiir Cephalosporine auf und scheint damit ein
geeignetes Verfahren insbesondere zum Nachweis von Cefquinom-Riickstdnden zu sein. Die

Sensitivitit des BRT-Ps ist um 3-4 hoher als im herkdommlichen BRT der Firma AiM
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(Analytik in Milch GmbH, Miinchen), der einen Nachweis von Cefquinom in
Konzentrationsbereichen zwischen 100-200 ng/ml ermdglicht (THAL et al. 2010; KLOTH
2011)

Bei allen der fiinf geprobten Tiere stimmten nach Ablauf der Wartezeit die Ergebnisse des

Enzymimmuntest mit denen des mikrobiologischen Verfahrens tiberein.

Schlussfolgernd ergaben sich fiir Cefquinom auch nach kombiniertem intramuskuldren und
intramammaren Einsatz bei klinisch kranken Kiithen keine Hinweise darauf, dass nach Ablauf

der Wartezeit mit Riickstdnden gerechnet werden muss.

Da der Nachweis von Cefquinom mittels EIA auf einem extrem niedrigen
Konzentrationsniveau von weniger als 10% des MRLs erfolgte, deuten diese Daten auf ein
hohes Mal} an Sicherheit vor unerwiinschten Riickstinden hin, sofern die Wartezeit

eingehalten wird.

In einer zweiten Untersuchungsreihe wurde die Ausscheidung von Cefquinom nach Einsatz
als Trockensteller gepriift. Die Milchproben der Kiihe Ars und Brs wurden nach dem Einsatz
eines Cefquinom-Préparates zum Trockenstellen vergleichend mit dem Peta-s.t.a.r., dem
BRT-P und dem Cefquinom-EIA untersucht. Die Trockenstehperiode reichte von 61 Tagen
bei Kuh Ars bis zu 77 Tagen bei Kuh Brs. Daraus ergab sich geméll Packungsbeilage
(Gebrauchsinformation des Herstellers) eine Wartezeit von einem Tag fiir Milch, da die

Trockenstehzeit langer als 5 Wochen andauerte.

Die im enzymimmunologischen Testverfahren erhaltenen Ergebnisse ergaben einen
Hochstwert von knapp 15 ng/ml Cefquinom im ersten Gemelk nach der Kalbung bei Kuh
Ars. Alle weiteren Proben wiesen sehr niedrige bis gar keine Riickstinde auf. Eine
Ausscheidung von Cefquinom in Milch iiber die vorgeschriebene Wartezeit von einem Tag
und den zuldssigen MRL-Wert von 20 ng/ml wurde, in beiden Féllen, nicht festgestellt. Bei
diesen Ergebnissen ist zudem zu beriicksichtigen, dass aufgrund der Kolostralphase ohnehin

ein Ablieferungsverbot von 5 Tagen besteht, so dass eine zusétzliche Sicherheit gegeben ist.

Auffillig waren in dieser Versuchsreihe die abweichenden Testergebnisse im

Rezeptorbindungstest und im mikrobiologischen Nachweisverfahren. Wéhrend der Peta-
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s.t.a.r. nur im ersten Gemelk nach Applikation positive Werte ergab, bei EIA-Messwerten im
Bereich von 10-15 ng/ml, wurde mittels BRT-P auch in spiteren Gemelken (Kuh Ars,
Gemelk Nr. 6 und 7, d. h. am dritten und vierten Tag nach der Kalbung; Tabelle 4.6),
zumindest Hemmstoff-fragliche Ergebnisse erzielt. Dies diirfte mit einer Beeinflussung des
BRT-P durch die von reifer Milch unterschiedliche Zusammensetzung dieser

Kolostralmilchihnlichen Gemelke der Tiere zuriick zufiihren sein.

In der Literatur wird auf eine mogliche Beeinflussung der Ergebnisse der mikrobiologischen
Verfahren durch eine verdnderte Milchzusammensetzung hingewiesen (OLIVER et al. 1984;
CARLSSON und BJORCK 1987; SUHREN und HEESCHEN 1987 b, 1990; VAN
EENENNAAM et al. 1993; ANDREW et al. 1997, SCHENCK und CALLERY 1998;
NEAVES 1999; ANDREW 2000; FABRE 2006; SUHREN und KNAPPSTEIN 2007). Aber
auch Rezeptorbindungstests konnen durch Milchinhaltsstoffe nachteilig beeinflusst werden
(CULLOR 1993; VAN EENENNAAM 1993; ANDREW et al. 1997; SUHREN und
REICHMUTH 1998 b; SUHREN und HEESCHEN 1990; ANDREW 2000; SUHREN und
KNAPPSTEIN 2007).

CARLSSON und BJORCK (1987) untersuchten den Einfluss von Lysozym und Lactoferrin
auf den Testkeim Geobacillus stearothermophilus var. calidolactis. Erhohte Lysozym-Werte
finden sich nicht nur in Milch von an Mastitis erkrankten Tieren, sondern auch im Kolostrum.
Ahnlich verhilt es sich fiir das eisenbindende Protein Lactoferrin, das in Kolostralmilch und
wihrend den ersten Tagen einer Infektion in erhdhtem MaBle im Milchsekret zu finden ist. Die
Untersuchungen ergaben bei einer synergistischen Wirkung von Lysozym und Lactoferrin

eine Hemmung der Sporen von Geobacillus stearothermophilus var. calidolactis.

SUHREN und HEESCHEN (1990) konnten keine Beeinflussung im Brillantschwarz-
Reduktionstest durch Lactoferrinzugabe zu Milch beobachten, allerdings wurde das

Testverfahren durch Lysozym (>5pg/ml) deutlich beeinflusst.
Ein Ausschluss falsch-positiver Resultate durch einen oder beide Faktoren kann somit fiir den

BRT-P nicht vollkommen ausgeschlossen werden und konnte eine mogliche Erklarung fiir die

fraglichen Ergebnisse sein.
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SUHREN und KNAPPSTEIN (2007) beobachteten den Zusammenhang zwischen ,,falsch
verddchtigen oder positiven” Ergebnissen und der Anzahl der Laktationstage. In mikrobiellen
Hemmstofftests mit Geobacillus stearothermophilus als Testkeim nahm mit der Anzahl der
Laktationstage nach der Kalbung die Anzahl falsch verdachtiger oder falsch positiver Proben
ab. Der FEinfluss des Laktationsstadiums war in Testsystemen mit Brillantschwarz als
Indikator besonders ausgepriagt. Milchproben von Einzeltieren weisen zudem héufiger falsch
positive Ergebnisse auf, als Sammelproben von vielen Tieren (VAN EENENNAAM et al.
1993; MUSSER und ANDERSON 1999).

Zusammenfassend ist fiir den Einsatz von Cefquinom als ,Trockensteller jedoch
festzustellen, dass bei beiden Tieren selbst in der Kolostralmilchphase keine Uberschreitung
des MRLs vorlag. Unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass in der Kolostralmilchphase von
5 Tagen ohnehin keine Milch abgeliefert werden darf, ist also auch hier eine hohe
Anwendungssicherheit gegeben. Dies gilt jedoch nicht fiir Tiere, die vorzeitig Abkalben, wie

dies im nichsten Abschnitt (5.2) erldutert wird.

5.2 Nachweis von Desfuroylceftiofur-Riickstinden in der Milch

nach therapeutischer Applikation

Zur Untersuchung des Nachweises von Desfuroylceftiofur-Riickstdnden in Milch wurden von
fiinf Tieren nach Behandlung mit einem Ceftiofur-Praparat Milchproben gewonnen und
sowohl mit dem modifizierten Brillantschwarz-Reduktionstest der Firma AiM (Analytik in
Milch GmbH, Miinchen), als auch mit dem von MEIER (2008) entwickelten
Desfuroylceftiofur-EIA untersucht.

Dieser Test beruht letztlich auf Antikorpern gegen Ceftiofur, die jedoch eine Kreuzreaktion
von rund 5% mit Desfuroylceftiofur aufweisen. Da Ceftiofur als Muttersubstanz nach
parenteraler Applikation nicht in die Milch iibergeht, kann dieser Test bei bekannter
Applikationsroute zur Quantifizierung von DFC in Milch eingesetzt werden. Die

Nachweisgrenze von DFC in Milch liegt bei cirka 25 ng/ml, d.h. deutlich unterhalb des MRL.

Fiir die subkutan mit Ceftiofur behandelten Tiere (Kuh G, H, I und J) wurden zu keinem
Zeitpunkt wihrend und nach der Behandlung Riicksténde von DFC iiber dem MRL-Wert von
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100 ng/ml gemessen (Abbildung 4.7). Die hochste Konzentration von 71,40 ng/ml wurde
wihrend des dreitdgigen Behandlungszeitraumes ermittelt. Bei drei Tieren waren am zweiten
Tag und bei einem Tier am dritten Tag nach der letzten Ceftiofur-Applikation keinerlei

Riickstdnde im enzymimmunologischen Verfahren nachweisbar.

Die eigenen Ergebnisse decken sich hierbei mit denen in der Literatur zu findenden
Untersuchungen und Ergebnissen (JAGLAN et al. 1992; TYCZKOWSKA et al. 1993;
ERSKINE et al. 1995; EMEA 1999; BROWN et al. 2000).

Voraussetzung fiir die Riickstandsfreiheit ist nach MARTLBAUER (o. J.), TYCZKOWSKA
et al. (1993), BAUMGARTNER (2002), KERP et al. (2003), SMITH et al. (2004) und
MAKESWARAN et al. (2005) die fachgemifle Applikation des Arzneimittels. Bei
laktierenden Kiihen ist lediglich eine subkutane Injektion von Ceftiofur-haltigen Préparaten
erlaubt. Bei intramammérer Applikation von Ceftiofur wiirde es zum einen kaum
verstoffwechselt, zum anderen wiren Riickstandskonzentrationen weit oberhalb des MRL-
Wertes zu erwarten. Dies scheint in der Praxis allerdings gelegentlich durchaus

vorzukommen, wodurch sich vereinzelte positive Ceftiofur-Befunde in Anlieferungsmilch

erkldren lassen (KRESS et al. 2007).

Zusammenfassend wurde filir Ceftiofur bei klinisch kranken Kiihen festgestellt, dass nach
subkutaner Applikation nur geringe DFC-Konzentrationen unterhalb des MRL feststellbar
waren. Einen Sonderfall stellte Kuh F dar (Tabelle 4.8 und Abbildung 4.6). Lediglich bei Kuh
F wurden erhohte Riickstandskonzentrationen von DFC nachgewiesen. Ein Riickschluss auf
eine nicht ordnungsgemifie Applikation konnte in diesem Fall nicht gezogen werden, da eine
Vorbehandlung mit einem Cefquinom-Priparat erfolgt war und zudem das Tier sehr
schlechtes Allgemeinbefinden nach einer Totgeburt zeigte. Das Tier wurde dreizehn Tage vor
Behandlungsbeginn mit einem Cefquinom-Priparat trocken gestellt, aufgrund der friithzeitigen
Totgeburt war daher eine Wartezeit von weiteren 23 Tagen einzuhalten. Die Quantifizierung
von Cefquinom und von DFC mittels EIA ergab fiir Tier F jeweils Ergebnisse, die stark von

denen der anderen Tiere abwichen.

Der DFC-EIA ergab hier erhohte Konzentrationen von DFC, mit Maximalwerten von {iiber

230 ng/ml und damit iiber dem MRL. Dies wird prinzipiell bereits auch in friiheren Studien
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gezeigt, in denen klinisch erkrankte Tiere hohere Messwerte als gesunde Tiere aufwiesen

(ERSKINE et al. 1995, OKKER et al. 2002, WASHBURN et al. 2005).

Eine Erklarung fiir den Messwert von knapp 91 ng/ml in der Negativprobe (Gemelk Nr. 1)
von Kuh F konnte nicht gefunden werden. Auch eine Laborkontamination kann fiir diese

Probe nicht vollig ausgeschlossen werden.

Die Ergebnisse des Cefquinom-EIA zeigen, dass iiber den gesamten Probennahme-Zeitraum
eine Konzentration von 20 ng/ml nur gegen Ende des Probennahmezeitraums knapp
unterschritten wurde. Eine Riickstandsfreiheit auf MRL-Niveau fiir die Milch von Kuh F war

nicht gegeben.

Eine mogliche Kreuzreaktion zwischen den beiden Enzymimmuntests ist auszuschliefen.
Sowohl THAL (2006), als auch MEIER (2008) widerlegten in ihren Arbeiten eine relative

Kreuzreaktion mit dem jeweiligen Antibiotikum fiir die entwickelten Enzymimmuntests.

MEIER (2008) untersuchte in ihrer Arbeit unter anderem die relative Kreuzreaktion des fiir
den DFC-Enzymimmuntest verwendeten Antiserums von Kaninchen 06 mit anderen f-
Laktam-Antibiotika. Es wurde keine Hemmung durch Cefquinom in einer Konzentration bis

zu 0,1 mg/ml beobachtet, eine Kreuzreaktion ist auszuschlief3en.

Die Uberpriifung der Spezifitit des Cefquinom-EIA von THAL (2006) erbrachte mit
Ceftiofur bei einer getesteten Konzentration von 1 pg/ml keine kompetitive Inhibition. Das
verwendete Antiserum von Kaninchen 17 ist daher hochspezifisch fiir Cefquinom. Auch im
DFC-EIA reagiert Cefquinom nicht. Auch ROSE et al. (1995) konnten in einem speziell fiir
den Nachweis von Ceftiofur und Desfuroylceftiofur entwickelten kompetitiven indirekten
Enzymimmuntest Kreuzreaktionen mit anderen strukturverwandten Cephalosporinen

ausschlieflen.

Uber eine mogliche Beeinflussung des DFC-EIA durch die {ibrigen angewendeten

Medikamente (Schmerzmittel, Cortison) liegen keine Daten vor.

Die Ergebnisse von Kuh F verdeutlichen daher, wie wichtig die Einhaltung der Wartezeit ist.

Auch wenn zur Behandlung der Endometritis ein Priparat mit null Tagen Wartezeit auf Milch
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eingesetzt wurde, muss ein vorheriger Einsatz eines anderen Wirkstoffs, wie hier der eines

Trockenstellers, ebenfalls beriicksichtig werden.

Die erhaltenen Messwerte zeigen, wie riskant eine Ablieferung der Milch solcher Tiere
innerhalb der Wartezeit wire, da sich das Ausscheidungsverhalten innerhalb von nur zwolf
Stunden verdndern kann (Tabelle 4.8 und Abbildung 4.6, Kuh F, Gemelke Nr. 11, Nr. 12 und
Nr. 13). Schwankungen der Riickstandskonzentrationen innerhalb des Probenahmezeitraums
wurden auch fir DFC beobachtet. Gemelksproben mit niedrigen Riickstandswerten oder
negativen Ergebnissen, folgten Proben mit hoheren Konzentrationen oder fraglichen bis

positiven Ergebnissen (Kuh F und J, Tabellen 4.8 und 4.9).

An dieser Stelle sei auf das in der Literatur bereits beschriebene Ausscheidungsverhalten von
Ceftiofur verwiesen (JAGLAN et al. 1992; BECONI-BARKER et al. 1995 a; BECONI-
BARKER et al. 1996; SALMON et al. 1996; BROWN et al. 1999; OKKER et al. 2002;
HORNISH et al. 2003; KROKER, 2006). Ceftiofur wird rasch zu DFC und anderen
Metaboliten umgewandelt, die im Plasma und Gewebe groBtenteils an Proteine gebunden
vorliegen. Die Biotransformation in die jeweiligen Metaboliten und die Proteinbindung sind
reversible Prozesse. Alle DFC-Metaboliten kdnnen so jederzeit mikrobiologisch aktiv

werden, was eine Versorgung mit DFC {iber einen ldngeren Zeitraum gewéhrleistet

(BECONI-BARKER et al. 1996).

Grundsatzlich bleibt festzuhalten, dass bei Einhaltung einer ordnungsgemiBen subkutanen
Applikation des Ceftiofur-Priparates keine Riickstandsmengen oberhalb des MRL-Niveaus zu
finden sind. Gerade bei einer vorausgegangenen anderweitigen Therapie empfiehlt sich die

Durchfiihrung eines Hemmstofftests.

Der BRT-P stellt hier eine recht gute Methode zum Nachweis von Cefquinom und Ceftiofur
bzw. DFC-Riickstinden dar, er ist derzeit wahrscheinlich das einzige mikrobiologische
Routineverfahren, mit dem beide Verbindungen auf MRL-Niveau nachgewiesen werden
konnen. Die enzymimmunologischen Verfahren fiir DFC bzw. fiir Cefquinom sind aufgrund
ihrer hohen Empfindlichkeit und der Moglichkeit des spezifischen Nachweises gut geeignet
fiir Ausscheidungsstudien sowie zur Absicherung positiver Ergebnisse des BRT-P. Der

Rezeptortest (Peta-s.t.a.r.) erfasst ebenfalls beide Wirkstoffe mit ausreichender
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Empfindlichkeit und kann als Schnelltest zur Uberpriifung auch vor Ort am Einzeltier

durchaus empfohlen werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit dem Nachweis der [(-Laktamantibiotika
Cefquinom und Ceftiofur in Milch von Kiihen nach therapeutischer Applikation aufgrund
einer klinischen bakteriellen Infektion. Zum Wirkstoff- bzw. Riickstandsnachweis wurden
Enzymimmuntests (EIA) eingesetzt, zum einen ein EIA fiir Cefquinom, zum anderen ein EIA
zum Nachweis des Ceftiofur-Metaboliten Desfuroylceftiofur (DFC). Mit diesen Tests wurden
Nachweisgrenzen fiir Cefquinom von 1,5 ng/ml und fiir DFC von 25 ng/ml erreicht, was
jeweils deutlich unterhalb der entsprechenden Hochstmengen (MRL) fiir diese Stoffe lag
(Cefquinom: 20 ng/ml, DFC: 100 ng/ml). Weiterhin wurde ein verbessertes
mikrobiologisches Verfahren auf der Basis des Brillantschwarz-Reduktionstests (BRT-P) zum
qualitativen Hemmstoffnachweis eingesetzt. Die Nachweisgrenzen fiir Cefquinom (ca. 20
ng/ml) und DFC (ca. 50-100 ng/ml) lagen auch hier im Bereich der Hochstmengen. Fiir den
Nachweis von Cefquinom wurde zusitzlich ein qualitativer Rezeptortest (Peta-s.t.a.r.)

eingesetzt, die Nachweisgrenze lag bei 10 ng/ml.

Insgesamt wurden von 12 Milchkithen 329 Milchproben in die Enzymimmuntests fiir
Cefquinom und Desfuroylceftiofur eingesetzt und untersucht, 252 Milchproben im BRT-P
und 118 Milchproben im Rezeptortest.

Finf Kiihe wurden aufgrund einer klinischen Mastitis gleichzeitig intramuskuldr und
zusdtzlich auf dem betroffenen Viertel intramammar iiber drei Tage hinweg mit Cefquinom
behandelt. Es zeigten sich fiir das intramammar behandelte Viertel im Behandlungszeitraum
hohe Riickstandsgehalte von bis zu 27 pg/ml, wihrend in den iibrigen Eutervierteln die
Riickstands-Konzentrationen fiir Cefquinom deutlich unterhalb des MRL lagen. Zum Ablauf
der Wartezeit wurden in keinem Fall Riickstdnde oberhalb des MRL festgestellt.

Zwei Kiihe wurden unter Einsatz einer intramammaéren Applikation eines Cefquinom-haltigen
Praparats trockengestellt. Bereits das erste Gemelk post partum (>35 Tage nach
Trockenstellen) wies nur noch geringe Cefquinom-Gehalte im Bereich des MRL auf, nach
Ablauf der Wartezeit (1 Tag) bzw. nach Ende der Kolostralmilch-Wartezeit (5 Tage) waren

nur noch Spuren bzw. keine (<1,5 ng/ml) Riickstdnde von Cefquinom messbar.
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Vier Kiihe wurden aufgrund bakterieller Infektionen (ohne Beteiligung des Euters) jeweils
iiber drei Tage hinweg subkutan mit Ceftiofur behandelt. Die in einzelnen
Sammelmilchproben im Behandlungszeitraum gemessenen DFC-Gehalte lagen bei 25-70
ng/ml, damit unterhalb der Hochstmenge. Maximal drei Tage nach Behandlungsende waren

keine DFC-Riickstdnde mehr feststellbar (<25 ng/ml).

Ein Tier das Cefquinom in Form eines Trockenstellerpraparats erhalten hatte, dann jedoch
vorzeitig (10 Tage nach Applikation des Trockenstellerpréparates) abkalbte, wurde nach der
Geburt (3 Tage post partum) aufgrund einer Endometritis zusétzlich mit Ceftiofur subkutan
behandelt. Bei diesem Tier lagen die Gehalte sowohl an DFC als auch an Cefquinom

teilweise iber dem MRL-Niveau.

Grundsitzlich zeigten die Ergebnisse der durchgefiihrten Untersuchungen, dass sowohl fiir
Cefquinom als auch fiir Ceftiofur bzw. DFC bei vorschriftsmédfiger Anwendung an klinisch
erkrankten Kiihen keine ,,unerlaubten Riickstinde* in der Milch zu erwarten sind, ja dass die
MRL-Konzentrationen im Normalfall sogar deutlich vor Ablauf der Wartezeit unterschritten
werden. Bei kombinierter mehrfacher Applikation verschiedener Priparate in Verbindung mit
schweren Storungen des Allgemeinbefindens des behandelten Tieres ist jedoch mit erhohten

Riickstandskonzentrationen in Milch iiber einen ldngeren Zeitraum zu rechnen.

Der Vergleich der quantitativen Ergebnisse der Enzymimmuntests mit den qualitativen
Befunden des mikrobiologischen Tests (BRT-P) und — nur fiir Cefquinom durchgefiihrt — des
Rezeptortests (Peta-s.t.a.r.) ergab eine zufriedenstellende Ubereinstimmung. Lediglich im
Bereich der Nachweisgrenze des BRT-P wurden haufiger diskrepante Befunde erzielt. Der
BRT-P ist dennoch das erste mikrobiologische Routineverfahren, mit dem Riickstinde von
Cefquinom und Desfuroylceftiofur auf MRL-Niveau nachweisbar sind. Der Rezeptortest ist

zum Nachweis von Cefquinom auf MRL-Niveau auch beim Einzeltier geeignet.
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7 SUMMARY

The present thesis focusses on the detection of the B-lactameantibiotics cefquinome and
ceftiofur in milk of cows after therapeutic application due to a clinical bacterial infection.
Specific enzyme immunoassays (EIA) were performed to detect and quantify cefquinome and
desfuroylceftiofur (DFC), a compound occuring during ceftiofur metabolism. The detection
limits of 1,5 ng/ml for cefquinome and 25 ng/ml for DFC obtained in these tests fall far below
the respective maximum residue limits (cefquinome: 20 ng/ml, DFC: 100 ng/ml). Apart from
this, an improved microbiological procedure based on the brilliant black reduction test (BRT-
P) for a qualitative detection was employed. In this case the detection limits for cefquinome
(ca. 20 ng/ml) and DFC (ca. 50-100 ng/ml) resembled the values for the maximum residue
limits. In addition, a qualitative receptor test (Peta-s.t.a.r.) was applied to detect cefquinome.

Here, the detection limit was 10 ng/ml.

In total, 329 milk samples taken from 12 milk cows were analyzed in the enzyme
immunoassays for cefquinome and DFC, from which 252 samples were examined via BRT-P

and 118 via the receptor test.

Due to a clinical mastitis, five cows were treated for three days with cefquinome
intramuscularly as well as intramammary at the infected udder quarter. The intramammary
treated area showed high amounts of residual cefquinome up to 27 pg/ml, whereas only low

concentrations below the MRL were measured for the other parts.

Two cows were dried up via intramammary treatment with cefquinome. Already the first raw
milk post partum (>35 days after treatment) displayed very low concentrations of cefquinome
in the range of the MRL. After expiration of the withdrawal period (one day) and after the
waiting time for kolostral milk (5 days) only very marginal residues of cefquinome or no

amounts, respectively, were detectable (<1,5 ng/ml).

Four cows were treated for three days subcutaneously with ceftiofur due to a bacterial
infection aside of the udder. The amounts of DFC in the different milk samples taken during
this treatment added up to 25-70 ng/ml and were therefore below the maximum residue limits.
Three days after ending the treatment at most, the amounts of DFC were undetectable (<25

ng/ml).
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A cow, that has been dried up with cefquinome but calved ahead of time (10 days), was
treated due to endometritis subcutaneously with ceftiofur after the calf’s birth. In this case,

cefquinome as well as DFC amounts partially exceeded the MRL.

Generally, the results indicated, that neither for cefquinome nor for ceftiofur any forbidden
residual amounts were detectable in the milk after an application as prescribed. Usually the
values after expiration of the withdrawal period clearly fell below the MRL concentrations.
However, if treated simultaneously and repeatedly with several compounds while the animal
is suffering from difficult disfunctions of the general condition, high residual concentrations

can be expected over a longer time period.

A comparison between the quantitative results of the enzyme immunoassay (EIA) with the
qualitative conclusions of the microbiological tests (BRT-P) and — only performed for
cefquinome — of the receptor tests (Peta-s.t.a.r.) showed a satisfying consistency. Only close
to the detection limit for BRT-P several divergent results were obtained. Nevertheless, the
BRT-P is the first microbiological routine procedure, that can be applied to detect residual
amounts of cefquinome and desfuroylceftiofur at MRL. The receptor test is appicable to

verify cefquinome amounts at MRL also in individual animals.
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8.1 Zitierte Rechtsvorschriften

Verordnung {ber die Giitepriifung und Bezahlung der Anlieferungsmilch (Milch-
Giiteverordnung — MilchGiiV) vom 9. Juli 1980 (Bgbl. I, S. 878, 1081), die zuletzt durch
Artikel 1 der Verordnung vom 17. Dezember 2010 (Bgbl. I, S. 2132) gedndert worden ist.

Nationaler Riickstandskontrollplan auf der Rechtsgrundlage des Lebens- und
Futtermittelgesetzbuch in der Fassung der Bekanntmachung vom 26. April 2006 (Bgbl. 1, S.
945), Anderung durch Artikel 12 des Gesetzes vom 26. Februar 2008 (Bgbl. I, S. 215), zuletzt
gedndert durch Gesetz zur Anderung des Lebensmittel- und Futtermittelgesetzbuches vom 29.
Juni 2009 (Bgbl 1, 1659) und der Richtlinie 96/23/EG des Rates vom 29. April 1996 iiber
Kontrollmafinahmen hinsichtlich bestimmter Stoffe und ihrer Riickstéinde in lebenden Tieren
und tierischen Erzeugnissen und zur Aufhebung der Richtlinien 85/358/EWG und der
Entscheidung 89/187/EWG und 91/664/EWG (ABI. 1996, L 125, 10) sowie der Richtlinie
97/747/EG: Entscheidung der Kommission vom 27. Oktober 1997 iiber Umfang und
Haufigkeit der in der Richtlinie 96/23/EG des Rates vorgesehenen Probennahmen zum Zweck
der Untersuchung in Bezug auf bestimmte Stoffe und ihre Riickstinde in bestimmten

tierischen Erzeugnissen (ABL. 1997, L 303, 12).

Verordnung (EWG) Nr. 2377/90 des Rates vom 26. Juni 1990 zur Schaffung eines
Gemeinschaftsverfahrens fiir die Festsetzung von Hochstmengen fiir
Tierarzneimittelriickstinde in Nahrungsmitteln tierischen Ursprungs (ABI 1990, L 224,1),
Stand: Anderungsverordnung (EG) Nr. 712/ 2005 der Kommission vom 11. Mai 2005 (ABI
2005, L 120, 3).

Lebensmittel- , Bedarfsgegenstinde- und Futtermittelgesetzbuch (Lebens- und
Futtermittelgesetzbuch — LFGB) in der Fassung der Bekanntmachung vom 26. April 2006
(Bgbl. I, S. 945), Anderung durch Artikel 12 des Gesetzes vom 26. Februar 2008 (Bgbl. I, S.
215), zuletzt gedndert durch Gesetz zur Anderung des Lebensmittel- und

Futtermittelgesetzbuches vom 29. Juni 2009 (Bgbl I, 1659).

Verordnung (EG) Nr. 470/2009 des europidischen Parlaments und des Rates vom 6. Mai 2009
iiber die Schaffung eines Gemeinschaftsverfahrens fiir die Festsetzung von Hochstmengen fiir

Riickstdnde pharmakologisch wirksamer Stoffe in Lebensmitteln tierischen Ursprungs, zur
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Authebung der Verordnung (EWG) Nr. 2377/ 90 des Rates und zur Anderung der Richtlinie
2001/ 82/ EG des Europiischen Parlaments und des Rates und der Verordnung (EG) Nr. 726/
2004 des Europdischen Parlaments und des Rates (ABI 2009, L 152, 11).

Verordnung (EU) Nr. 37/2010 iiber pharmakologisch wirksame Stoffe und ihre Einstufung
hinsichtlich der Riickstandshochstmengen in Lebensmitteln tierischen Ursprungs,...gestiitzt
auf die VO (EG) Nr. 470/ 2009...zur Aufhebung der VO (EWG) Nr. 2377/ 90 (ABL. 2010, L
15, 1).
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9 VERZEICHNIS DER VERWENDETEN ABKURZUNGEN

ABIL.

A. dest.
ADR

ad. us. vet.
ASU

BRT
BRT-P

Bgbl

BSA

BVL

bzw.

[C]
CCD-Kamera
CD

DCD

DFC

E. coli

EG

EIA

ELISA
EMEA/ EMA

ESBL
et al.
EU
EWG
Fa.
FIA

GDCh

Amtsblatt der Europdischen Union

Aqua destillata, destilliertes Wasser

Arbeitsgemeinschaft deutscher Rinderziichter e.V.

ad usum veterinarium, fiir den Veterindrgebrauch

Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB
Brillantschwarz-Reduktionstest
Brillantschwarz-Reduktionstest der Firma AiM, mit erhohter
Nachweisempfindlichkeit fiir Cephalosporine
Bundesgesetzblatt

Bovines Serumalbumin

Bundesamt fiir Verbrauerschutz und Lebensmittelsicherheit
beziehungsweise

Ceftiofur

Charge-coupled-device-Kamera

Carbodiimid

Desfuroylceftiofur Cystein Disulphid

Desfuroylceftiofur

Escherichia coli

Europédische Gemeinschaft

Enzymimmunoassay

Enzyme-linked-immuno-sorbent assay, Enzymimmunoassay
European Agency for the evaluation of medicinal products, Européische
Arzneimittelbehorde bzw. seit Dezember 2009 European Medicines
Agency, Européische Arzneimittelagentur
Extended-Spectrum-Beta-Lactamasen

et altera, und andere

Europdische Union

Européische Wirtschaftsgemeinschaft

Firma

Fluoreszenzimmunoassay

Gramm

Gesellschaft deutscher Chemiker
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GOx
HPLC

HRP
IDF

Ig

1m.
1.mam.

k.a.

Kan.
KGW
LC

LC-ES(P)-MS

LC/MS

LC-MS/MS

LFGB
LKV
LMU
max
mg
ng

ml

ul
mol
mmol
MilchGiV
min
MPR
MRL
MRSA

Glucoseoxidase

high performance liquid chromatography, Hochdruckfliissigkeits-
Chromatographie

horseradish peroxidase, Meerrettichperoxidase
International Dairy Federation

Immunglobulin

intramuskulér

intramammar

keine Angaben

Kilogramm

Kaninchen

Korpergewicht

liquid chromatography, Fliissigkeitschromatographie
liquid chromatography-electrospray ionization mass spectrometry
Fliissigkeitschromatographie-Massenspektrometrie
liquid chromatography mass spectrometry
Fliissigkeitschromatographie/Massenspektrometrie
liquid chromatography/tandem mass spectrometry
Fliissigkeitschromatographie-Massenspektrometrie
Lebensmittel- und Futtermittelgesetzbuch
Landeskontrollverband
Ludwig-Maximilian-Universitdt, Miinchen

Maximal

Milligramm

Mikrogramm

Milliliter

Mikroliter

Mol

Millimol

Milch-Giiteverordnung

Minuten

Milchpriifring

Maximum Residue Limits, Riickstandshdchstmengen

Methicillin-resistente Staphylococcus aureus
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Na
NaCl
NaOH
ng
Nm
o.J.
PABA
PBP
PBS
Pen G
RIA
s.C.
SCCmec
Str.
syn.
TMB
TC
TU

u. a.
uv
VO

Anzahl

Natriumsalz

Natriumchlorid 0,9%
Natronlauge

Nanogramm

Nanometer

ohne Jahrgang
Paraaminobenzoeséure
Penicillin-bindende-Proteine
phosphate buffered saline, Phosphatpuffer
Penicillin G
Radioimmunoassay
subcutan

staphylococcal cassette chromosome mec
Streptococcus

Synonym
Tetramethylbenzidin
Tetracyclin

Technische Universitit

und andere

Ultraviolett

Verordnung
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