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1 EINLEITUNG

3-Laktam-Antibiotika (Penicilline und Cephalosporine) gehdren in der Tiermedizin zu den am
haufigsten eingesetzten Arzneimitteln. Vor allem in der Therapie der subklinischen Mastitis
sowie als Trockensteller werden beim Rind nach wie vor tberwiegend Penicilline eingesetzt.
Auch bei den zur Milchgewinnung eingesetzten kleinen Wiederkduern (Schaf, Ziege)
kommen Penicilline bei Mastitiden haufig zum Einsatz (BUSWELL et al. 1989; DE LA
CONCHA-BERMEJILLO et al.1998).

Durch den breiten veterinarmedizinischen Einsatz dieser Antibiotika ist in Lebensmitteln
tierischen Ursprungs die Gefahr einer Ruickstandsbildung gegeben. Dabei besteht die
gesundheitliche Gefahrdung des Verbrauchers in erster Linie in der Auslésung von Allergien
und in der Gefahr der Resistenzbildung humanpathogener Erreger (BECKER 1976;
DEWDNEY und EDWARDS 1984). Grol3e wirtschaftliche Verluste kdnnen bereits kleinste
Spuren von Hemmstoffen verursachen, die die Sauerungs- und Reifungsvorgénge bei der
Verarbeitung von Milch zu Sauermilchprodukten, Butter, Joghurt und Kéase stéren (BEYER,
1986; HERRE, 1992).

Zum Schutz des Verbrauchers und zur Vermeidung technologischer Stérungen wurden daher
EU-weit Rickstandshdchstmengen (maximum residue limits = MRLSs) fur die zur Behandlung
von lebensmittelliefernden Tieren zugelassenen Stoffe in Nahrungsmitteln tierischen
Ursprungs festgelegt. Obwonhl seit Einfihrung der ersten Rickstandshdéchstmengen nach EU-
Verordnung 2377/90 schon zwanzig Jahre vergangen sind, und obwohl zahlreiche
biochemische und physikalisch-chemische Methoden beschrieben wurden, exisiéeto

immer noch keine routinetauglichen Verfahren zur Identifizierung und Quantifizierung von 3-
Laktam-Antibiotika in Lebensmitteln, die mit vertretbarem Kostenaufwand ein schnelles
Ergebnis liefern. Die verschiedenen kommerziell erhaltlichen Schnelltestsysteme zum
Nachweis vonp-Laktam- Antibiotka sind zwar hinsichtlich ihrer Teensitivitat meist
ausreichend, lassen aber prinzipiell keine Identifizierung und Quantifizierung der
vorhandenen Wirkstoffe zu (KROLL, 2000). Physikalisch-chemische Nachweisverfahren
wurden zwar beschrieben (BYGRAVE et al., 1995; KANTIANI et al., 2009), sind wegen des
hohen apparativen, personellen und zeitlichen Aufwandes fir den Routineeinsatz nach wie
vor nicht geeignet. Enzymimmunologische Verfahren stellen eine etablierte Technik mit
hoher Sensitivitdt bei schneller und einfacher Durchfihrung dar. Die Immuntests bieten die
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Maglichkeit zur Identifizierung und Quantifizierung der Rickstéande und sind hinsichtlich des
apparativen Aufwandes kostengunstig durchfihrbar (USLEBER et al., 1994; SPINKS, 2000).
Daher wurde ein integriertes Nachweissystem entwickelt, das eine groRe Anzahl
verschiedener Antiinfektiva in Milch detektieren kann bzw. durch Anwendung und
Kombination verschiedener Methoden (mikrobiologische Tests, Rezeptor-Bindungstests,
Enzymimmuntests) eine bestmogliche und vor allem effiziente Erfassung vieler Substanzen
gewahrleisten soll (USLEBER et al., 2000; HOLTKOTTER et al., 2002; SUHREN 2002a;
KERP et al., 2004; KRESS et al., 2007).

Ziel dieser Arbeit war es, zum einen die Anwendbarkeit des integrierten Nachweissystems fur
Penicillin-Ruckstande in Kuhmilch und Ziegenmilch zu Uberprifen, zum anderen sollte
anhand der Ergebnisse ein Uberblick tUber die Hemmstoffbelastung von Ziegenmilch

geschaffen werden.
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2 SCHRIFTTUM
2.1 Tierarzneimittel-Ruckstande in der Milch
211 Allgemeines zu Tierarzneimittel-Ruckstanden in der Milch

Traditionell werden in der Milchwirtschaft alle Agenzien, die zu einer Aktivitatsreduktion
oder Wachstumsinhibition der zu verschiedenen Zwecken eingesetzten bakteriellen Kulturen
fuhren, summarisch als ,Hemmstoffe* bezeichnet. Die grofite Bedeutung unter den
Hemmstoffen in der Milch kommt dabei seit Jahrzehnten den Tierarzneimittelriickstdnden zu,
insbesondere den Antiinfektiva (Antibiotika, Sulfonamide). Die intramammare
Verabreichung von Antibiotika stellt hierbei insgesamt das groRte Risiko der
Ruckstandsbildung in der Milch dar, Anwendungsfehler (Uberdosierung, Applikationsart)
und Nichteinhaltung der Wartezeiten kommen sind haufige Hemmstoffursachen. Penicilline,
die haufig in der Therapie der subklinischen Mastitis der Kuh eingesetzt werden, spielen hier
nach wie vor die Hauptrolle, in den letzten Jahren werden zunehmend auch Cephalosporine
als Hemmstoffursache ermittelt. Auch in anderen L&ndern, wie den USA oder Schweden, ist
Penicillin G das von Tierarzten meist eingesetzte Antibiotikum bei Milchkihen und somit
auch der am haufigsten nachgewiesene Hemmestoff in Milch (SUNDLOF 1995; STERNESJO
und JOHNSSON 2003; PAYNE et al. 2006; KRESS et al., 2007).

Im Hinblick auf den Einsatz von antimikrobiell wirksamen Substanzen ist auch bei
Milchziegen die Mastitis die wichtigste Infektionskrankheit. Penicilline kommen
entsprechend auch bei Schaf und Ziege haufig zum Einsatz (BUSWELL et al. 1989; DE LA
CONCHA-BERMEJILLO et al.1998).

Die Ergebnisse von Untersuchungen auf Hemmstoffe in Kuhmilch zeigten, dass in der
Mehrzahl der Falle Penicilline die Ursache der Beanstandung darstellten. So waren es
beispielsweise in der Schweiz bei 4469 hemmstoffpositiven Milchproben der Jahre 1986 bis
1995 99,3 %. In Bayern werden jahrlich etwa 93-95 % der positiven Proben
nichtpenicillinasefesten [3-Laktam-Antibiotika zugeordnet (BAUMGARTNER 2002). Bei
Untersuchungen von Milch auf der Tankwagenebene in Norddeutschland wurden bei 66,8 %
aller positiven Befunde R3-Laktam-Antibiotika als Wirkstoffgruppe identifiziert (SUHREN et
al., 1996). Auch fur Anlieferungs- und Konsummilch aus Bayern wurde festgestellt, dass
Antiinfektiva ausserhalb der Gruppe der betalactam-Antibiotika als Ruckstandsbildner in
Milch offensichtlich keine wichtige Rolle spielen (LOCHBIHLER et al., 1995).
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Insgesamt ist die Belastunghaufigkeit der Kuhmilch mit Hemmstoffen relativ gering,
zumindest auf Anlieferungsmilchebene. Wahrend in den 60er Jahren des letzten Jahrhunderts
bei der ersten grol3eren Untersuchung (6716 Betriebe) noch 2,4% positive Befunde ermittelt
wurden (KRAACK und TOLLE, 1969), ging der Anteil hemmstoffpositiver Proben in der
Folge, vor allem aufgrund intensiver Kontroll- und SanktionsmalRnahmen, auf ein relativ
niedriges Niveau zurtick. Hierzu liegen umfangreiche Daten aus einem langen Zeitraum vor,
erhoben im Rahmen der Milchguteprifung. So zeigte das Auftreten von hemmstoffpositiven
Befunden zwischen den Jahren 1977/79 und 2000 eine Abnahme von 0,5 % auf 0,08 %
(SUHREN und REICHMUTH 2002). Der Hessische Verband fur Leistungs- und
Qualitatsprufungen in der Tierzucht e. V. (HVL) verzeichnete im Prifungsjahr 2003/2004
0,08 % hemmstoffpositive Proben im Vergleich zu 0,11 % im Prifungsjahr 2002/2003 und
0,12 % in 2001/2002, diese Werte sind seit Jahren relativ stabil (HVL 2002, 2003, 2004,
2009). Ahnliche Haufigkeiten werden in den Mitteilungen des Milchpriifrings Bayern
verotffentlicht, wobei die hier erhobenen Daten fast 50% der deutschen Milchwirtschaft
reprasentieren (http://www.mpr-bayern.de). So wurden beispielsweise im Jahre 2009 in
Anlieferungsmilch bei einer Gesamtprobenzahl von fast einer halben Million in 825 Proben
(0,17%) Hemmstoffe nachgewiesen (http://www.mpr-bayern.de/3.1/mpr.de/data/media/3218/
MPR-JAusw-2009-Hemm-Abz.pdf).

Zahlen zum Vorkommen von Antibiotika-Ruckstanden in Ziegenmilch liegen dagegen so gut
wie keine vor, wohl auch weil Ziegenmilch nicht der Milchguteprifung nach Milchgute-
Verordnung im engeren Sinne unterliegt. Im Rahmen einer Untersuchung des
Eutergesundheitsstatus einer Ziegenherde mit 45 Milchziegen erwiesen sich die
Tankmilchproben Uber eine Laktation als Hemmstoff-negativ (KNAPPSTEIN et al. 2003).
Auch in etwas alteren Studien zeigten sich beispielsweise 183 Einzel- und
Gesamtgemelksproben (HAHN und KNORR 1989) und 229 Ziegenmilchproben (197
Haftengemelke und 32 Sammelmilchproben) frei von Arzneimittelrickstdanden (OELFKEN
1993).

2.1.2 Ursachen von Tierarzneimittel-Ruckstanden in der Milch

Die moglichen Ursachen einer Kontamination der Milch mit Tierarzneimitteln werden in drei

Bereiche eingeteilt. Erstens kann der Grund fur die Kontamination die Zusammensetzung
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(Wirkstoff, Galenik) des zur Behandlung eingesetzten Praparates oder sein

Ausscheidungsverhalten mit der Milch (Pharmakokinetik) sein. Zweitens kommt das

behandelte Tier selbst, z. B. eine verzégerte Ausscheidung infolge pathologischer
Euterveranderungen, in Frage. Drittens, und dies mit gro3ter Wahrscheinlichkeit, kénnen die
Ursachen von Tierarzneimittel-Rickstanden in der Milch auf Fehler im Umgang mit bzw. bei

der Anwendung von Antibiotikapraparaten liegen. Hier sind zum Beispiel Fehler bei der

Kennzeichnung behandelter Tiere oder bei der Melkreihenfolge (behandelte Tiere zuletzt und
in separaten Eimer melken) zu nennen. Da die Kontrolldichte und damit die Erkennungsrate
hemmstoffpositiver Proben sehr hoch ist, was den Milcherzeugern auch hinlanglich bekannt
ist, durften nur vergleichsweise selten Antibiotikarlickstande aufgrund absichtlicher

Handlungsweisen in die Anlieferungsmilch gelangen, wie dies bereits von verschiedenen
Autoren ausgefiihrt wurde (SCHALLIBAUM 1986; BAUMGARTNER 2002).

Bezuglich der Art und Weise, wie Tierarzneimittel-Riickstande in die Milch gelangen, kbnnen
die sekretorische und die postsekretorische Kontamination unterschieden werden. In mehr als
50% der Falle erfolgt die Kontamination der Tankmilch nach dem Melken. Hier dominiert als
Ursache das Nichtbeachten der Melkreihenfolge, gefolgt von ungeniigender Reinigung der
Melkmaschine und des Milchgeschirrs nach dem Melken. Bei der sekretorischen
Kontamination sind die meisten Falle auf Nichteinhaltung der vorgeschriebenen Wartezeit
zuriickzufuhren. AufRerdem kommen das versehentliche Anmelken einer frisch mit
antibiotischem Euterschutz trockengestellten Kuh in Frage und die Antibiotikaausscheidung
nach vorzeitigem Abkalben, ebenfalls im Zusammenhang mit einer zu kurzen Trockenzeit
nach Anwendung von antibiotischen Euterschutzpraparaten (BAUMGARTNER 2002;
MILCHPRUFRING BAYERN e. V. 2000-2003).

Der weitaus grof3te Teil (88-95%) der Kontaminationen von Milch mit Tierarzneimittel-
Ruckstanden ist auf intramammare Applikation zur Mastitistherapie und zum Trockenstellen
zurlckzufuhren. Andere Therapieformen, wie die parenterale, intrauterine und auferliche
Anwendung, werden wesentlich seltener als Ruckstandsursache identifiziert (ALLISON
1985; FABRE et al. 1995; BAUMGARTNER 2002). Eine orale Verabreichung von
Penicillinen ist dagegen zumindest bei der Milchkuh nicht sinnvoll und damit im Hinblick auf
Ruckstande in der Milch vernachlassigbar (WRIGHT und HAROLD 1960).



SCHRIFTTUM 6

2.1.3 Gesundheitliche und technologische Risiken

Die gesundheitliche Gefahrdung des Verbrauchers durch Ruckstande von Tierarzneimitteln
besteht in erster Linie in der Auslésung von Allergien und in der Gefahr der Resistenzbildung
humanpathogener Erreger. Insbesondere Penicilline kénnen bei sensibilisierten Personen
allergische Reaktionen verschiedener Schweregrade hervorrufen, die von lokalen
Hautreaktionen bis hin zum anaphylaktischen Schock reichen. Die Wahrscheinlichkeit, tGber
den Konsum von Milch eine hohe Dosis an Penicillin aufzunehmen ist zwar recht gering, da
die Kontrollen im Rahmen der Milchguteprifung seit langem eine recht effiziente Mal3nahme
darstellen. Dennoch ist eine allergische Reaktion nach Verzehr penicillinhaltiger Lebensmittel
prinzipiell moglich (BECKER 1976; DEWDNEY und EDWARDS 1984). Es existieren
allerdings keine Erkenntnisse Uber eine méglichen de-novo-Sensibilisierung durch Penicillin-
Ruckstande in Milch. Eine umfassende Literaturstudie aus dem Jahr 1991 berichtet von
weniger als zehn Féllen von allergischen Reaktionen zuvor sensibilisierter Personen nach
oraler Aufnahme von Penicillin in Milch in den davor liegenden 25 Jahren (DEWDNEY et al.
1991). Im Bezug auf Allergien wird daher das Risiko einer akuten gesundheitlichen
Schadigung des Konsumenten durch Antibiotika-Ruckstande in der Milch als &uf3erst gering
eingestuft (TERPLAN und ZAADHOF, 1975).

Besondere Aufmerksamkeit wird auferdem der Entstehung bakterieller Resistenzen der
Darmkeime sowie der Ubertragung resistenter Keime vom Tier auf den Menschen
entgegengebracht (TERPLAN und ZAADHOF, 1975; MITCHELL und YEE, 1995). Die
Verbreitung von Antibiotikaresistenzen Uber Lebensmittel kann im Wesentlichen auf drei
verschiedenen Wegen erfolgen: Durch Aufnahme von Rickstanden antibiotisch wirksamer
Stoffe in Lebensmitteln, durch resistente Infektions- und Intoxikationserreger in
Lebensmitteln, und durch resistente Spezies innerhalb der lebensmitteleigenen, origindren
Mikroflora (KLEIN 1999). Inin vitro Untersuchungen ataphylococcus aureuwurde
gezeigt, dass bei Antibiotika-Konzentrationen, die laut FDA-Vorschlagen als ,safe-levels”
angesehen werden, also durchaus in Lebensmitteln vorkommen kdnnen,
Resistenzentwicklungen moglich sind (BRADY et al. 1993). So betonen HONKANEN-
BUZALSKI und SUHREN (1999) im Bezug auf den gesundheitlichen Verbraucherschutz die
Wichtigkeit des ausschlie3lichen Einsatzes von fur die betreffende Tierart zugelassenen
Medikamenten, die korrekte Dosierung und die Einhaltung der Wartezeiten zur Reduzierung

des Risikos von Resistenzbildung. Das Risiko nimmt zu, wenn — wie in den USA — beinahe
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90% aller Antibiotika, die im Nutztier- und Gefligelsektor eingesetzt werden, in
subtherapeutischen Dosen zur Infektionsprophylaxe oder als Wachstumsforderer zum Einsatz
kommen (TOLLEFSON und MILLER 2000). Sofern die Anwendung der Antibiotika aber
den ,Leitlinien fur den sorgsamen Umgang mit antimikrobiell wirksamen Tierarzneimitteln®
entspricht, werden kaum Gefahren hinsichtlich einer Resistenzentwicklung bei den zu
bek&dmpfenden Infektionserregern gesehen (SCHWARZ und CHASLUS-DANCLA 2001).

Antibiotikartiickstande in Anlieferungsmilch kdénnen groRe wirtschaftliche Verluste
verursachen, da sie die Sduerungs- und Reifungsvorgange bei der Verarbeitung von Milch zu
Sauermilchprodukten, Butter, Joghurt und Kése stéren oder sogar verhindern (BEYER, 1986;
HERRE, 1992). Da insgesamt mehr als 80% der Milchmenge einer Verarbeitung unter
Einsatz von bakteriellen Kulturen unterzogen wird, ist dieses Problem in der Milchwirtschaft
weitaus bedeutsamer als fir andere Lebensmittel. Die Hemmstoffproblematik in Milch ist
daher praktisch so alt wie die Anwendung der Antibiotika selbst. TERPLAN und ZAADHOF
(1967) datieren den ersten Hinweis auf Schaden in der Verarbeitung auf 1947. Die Folgen der
Hemmung von Sauerungs- und Reifungskulturen sind langere Produktionszeiten sowie
Qualitatsminderungen bis hin zur Fehlproduktion. Im K&ase konnen Fehler wie
Molkenlassigkeit, Bitterpeptidbildung, fehlende oder falsche Lochbildung und beeintréchtigte
oder falsche Schimmelbildung auftreten (KIRST, 1999). Eine Ubersicht liber den Einfluss
verschiedener Antibiotika auf technologisch wichtige Starterkulturen findet sich bei
SUHREN (1996).

Die genannten Risiken von Antibiotikarriickstdnden gelten selbstverstandlich auch fir Milch
kleiner Wiederkauer. Hier sind allerdings nur sehr wenige Literaturangaben verfligbar, auch
hier wird der sorgsame Umgang mit antimikrobiell wirksamen Substanzen angemahnt
(HAENLEIN 1993; BERGONIER et al. 2003). Grundsatzlich liegen die Verzehrsmengen an
Ziegen- und Schafmilch deutlich niedriger als bei Kuhmilch, so dass die
Expositionshaufigkeit geringer ist. In noch grél3erem Umfang als Kuhmilch wird Ziegen- und
Schafmilch zu Kase verarbeitet, so dass die technologischen Risiken einer Kontamination mit

Antiinfektiva hier ebenfalls erheblich sind.
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2.1.4 Rechtliche Grundlagen

Nach 8§ 10, Abs. 1 ddsebensmittel-, Bedarfsgegenstande- und Futtermittelgesetzbuchs
(Lebensmittel- und Futtermittelgesetzbuch - LFGB) ist es verboten vom Tier gewonnene
Lebensmittel gewerbsmalfig in den Verkehr zu bringen, wenn in oder auf ihnen Stoffe mit
pharmakologischer Wirkung oder deren Umwandlungsprodukte vorhanden sind, die bei den
zur Nahrungsmittelerzeugung genutzten Tieren nicht angewendet werden durfen oder
bestimmte festgesetzte Hochstmengen Uberschreiten. Weiterhin regelt § 10, Abs. 3, dass von
einem Tier, dem Stoffe mit pharmakologischer Wirkung, die als Arzneimittel zugelassen oder
registriert sind, zugefuhrt worden sind, gewonnene Lebensmittel gewerbsméaRig nur in den
Verkehr gebracht werden dirfen, wenn die festgesetzten Wartezeiten eingehalten worden

sind.

Die genaue Festsetzung der in 8§ 10 LFGB erwahnten Hochstmengen (Maximum Residue
Limits = MRL) wurde vor 20 Jahren mit der Verordnung (EW®) 2377/90des Rates vom

26. Juni 1990 zur Schaffung eines Gemeinschaftsverfahrens fir die Festsetzung von
Hochstmengen fir Tierarzneimittelriickstdande in Nahrungsmitteln tierischen Ursprungs
erstmals realisiert. Mittlerweile ist VO 2377/90 zwar durch Verordnung (&&G%70/2009

des Europaischen Parlaments und des Rates vom vom 6. Mai 2009 ersetzt worden, die
Ruckstandshéchstmengen wurden jedoch sachlich unverandert in diese neue Rechtsvorschrift
tubernommen. Urspringlich existierten nach VO 2377/90 vier verschiedene Kategorisierugen
der Wirkstoffe. Kurzlich wurde mitVerordnung 37/2010 der Kommission vom

22. Dezember 2009 uber pharmakologisch wirksamdeStofd ihre Einstufung hinsichtlich

der Ruckstandshdchstmengen in Lebensmitteln tierischen Urspreings vereinfachte
Gruppierung der relevanten pharmakologisch wirksamen Substanzeuldssige Stoffe
(Tabelle 1) undverbotene Stoffe(Tabelle 2) eingefiihrt. 3-Lactam-Antibiotika finden sich
somit in Tabelle 1 dieser Verordnung wiedém. Tabelle 2.1 sind die derzeit gultigen

Hochstmengen fur Penicilline in Milch nach VO 37/2010 zusammengefasst.
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Tabelle 2.1: Ho6chstmengen (MRLs) fur Penicilline in Milch nach Verordnung (EU) Nr.
37/2010, Tabelle 1

Pharmakologisch Marker-Rickstand MRL (ng/kg) Sonstige Vorschriften
wirksamer Stoff

Benzylpenicillin Benzylpenicillin 4
Ampicillin Ampicillin 4
Amoxicillin Amoxicillin 4
Cloxacillin Cloxacillin 30
Dicloxacillin Dicloxacillin 30
Nafcillin Nafcillin 30 Nur zur intramammaren
Anwendung
Oxacillin Oxacillin 30
Penethamat Benzylpenicillin 4

Auch das zurzeit glltigArzneimittelgesetz (AMG) befasst sich im § 58 mit Arzneimitteln

fur lebensmittelliefernde Tiere. Tierhalter, also auch Milcherzeuger, sind zur
ordnungsgemalien Anwendung von Tierarzneimitteln verpflichtet. Diese durfen nur nach
einer tierarztlichen Behandlungsanweisung fir den betreffenden Fall eingesetzt werden.
Weiterhin regelt 8 56a die Anwendung bzw. Abgabe von Arzneimitteln, die ausschlief3lich fur
die behandelte Tierart zugelassen sind. Hier ist, wie auch in tidedrztlichen
Hausapothekenverordnung (TAHAV) §12a, festgehalten, dass der Tierarzt die Wartezeit
anzugeben hat. Die Halter von Tieren, die der Gewinnung von Lebensmitteln dienen, missen
ein Bestandsbuch fiihren, in dem die Anwendung von Arzneimitteln dokumentiert wird, die
Tierarzte sind zum Ausfillen eines Arzneimittel-Anwendungs- und Abgabebelegs mit der
Angabe der einzuhaltenden Wartezeit verpflichtet.

Im EU-Lebensmittel Hygienerecht, in der Verordnung (EG) Nr. 853/2004 des
europaischen Parlaments und des Rates vom 29. April 2004, Anhang Ill, Abschnitt IX,
Kapitel | wird unter den ,Hygienevorschriften fir die Rohmilcherzeugung® ebenfalls
festgelegt, dass Rohmilch von Tieren stammen muss, denen keine nicht zugelassenen Stoffe
oder Erzeugnisse verabreicht worden sind. Aul3erdem wird auch hier wiederum auf die

Einhaltung der vorgeschriebenen Wartezeit hingewiesen.

In den ,Hygienevorschriften fir Milcherzeugerbetriebe” wird diesen im Sinne von
Eigenkontrollen vorgeschrieben, dass gewahrleistet sein muss, dass Tiere, die infolge einer

tierarztlichen Behandlung Ruckstande in die Milch Gbertragen kdnnen, identifiziert werden
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und dass Milch, die vor Ablauf der vorgeschriebenen Wartezeit gewonnen worden ist, nicht

fur den menschlichen Verzehr verwendet wird.

Weiterhin  missen die Lebensmittelunternehmer laut der ,Kriterien fur Rohmilch®
sicherstellen, dass diese nicht in Verkehr gebracht wird, wenn ihr Gehalt an Rickstanden von
Antibiotika Uber den zugelassenen Mengen fuir einen der Stoffe der Tabelle 1 der Verordnung
(EU) Nr. 37/2010 liegt oder die Gesamtriickstandsmenge aller antibiotischen Stoffe den
hdchstzulassigen Wert Uberschreitet. Diese Mal3hahmen erfolgen unbeschadet der Richtlinie
96/23/EG und ersetzen die zuvor in der Milch-Verordnung festgelegten Bestimmungen Uber
Eigenkontrollen der Be- und Verarbeitungsbetriebe. Die zustandige Behdrde tberwacht laut
der Verordnung (EG) Nr. 854/2004 des europaischen Rates vom 29. April 2004 diese

Kontrollen.

Nach der zuvor erwahnteRichtlinie 96/23/EG des Rates vom 29. April 1996 uber
Kontrollmafinahmen hinsichtlich bestimmter Stoffe und ihrer Ruckstande in lebenden Tieren
und tierischen Erzeugnissen wird fur jedes EU-Land ein Ruckstandskontrollplan zur
Uberwachung tierischer Erzeugnisse auf Riickstande von gesundheitlich unerwiinschten
Stoffen bereits von Beginn des Produktionsprozesses an vorgeschrieben. Dieser nationale
Ruckstandskontrollplan wird jahrlich neu erstellt und enthélt konkrete Vorgaben Uber die
Anzahl der zu untersuchenden Tiere oder tierischen Erzeugnisse, die zu untersuchenden
Stoffe, die anzuwendende Methodik und die Probennahme. Ziel des nationalen
Ruckstandskontrollplans ist es, die illegale Anwendung verbotener Substanzen bzw. die
missbrauchliche Verwendung von beschrankt zugelassenen Substanzen aufzudecken, die
Einhaltung der festgelegten Hochstmengen fir Tierarzneimittelriickstande zu Uberprifen

sowie die Ursachen der Rickstandsbelastungen aufzuklaren.

Die Milchgute-Verordnung legt die Guteprtfung und die Bezahlung der Anlieferungsmilch

fest. Danach wird Anlieferungsmilch monatlich mindestens zwei Mal u. a. auf die
Anwesenheit von Hemmstoffen Uberprift, wobei eine Identifizierung des den Befund
auslosenden Agens nicht vorgeschrieben ist. Die Untersuchung muss nach den Bestimmungen
der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren 864 LFGB Nummer L 01.01-05
durchgefihrt werden. Sind Hemmstoffe vorhanden, betrdgt der Abzug des
Auszahlungspreises je positives Ergebnis 5 ct/kg fir den Anlieferungsmonat, ausserdem kann

der Zuschlag fur Guteklasse S nicht gewéahrt werden. Als Anlieferungsmilch im Sinne dieser
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Verordnung ist allerdings nur die Milch von Kihen definiert. Auf Betriebe, die Milch von
Schafen und/oder Ziegen gewinnen, ist die Milch-Gite-VO nicht anwendbar, obwohl in
Milchliefervertragen mit Molkereien durchaus analoge Vereinbarungen getroffen werden
konnen. Dies betrifft allerdings nur groR3ere Erzeuger bei denen eine Verwertung der Milch in
einer Molkerei erfolgt; die Milch kleinerer, direktvermarktender Betriebe wird in der Regel
nicht auf Hemmstoffe kontrolliert.

Das Vorkommen bzw. der Nachweis von Hemmstoffen und Tierarzneimittelriickstanden in
Milch wird also mit unterschiedlichen Zielsetzungen beurteilt: Wahrend der Nachweis
antibiotisch wirksamer Rickstande unter dem Hemmstoffbegriff nach der Milch-Gite-
Verordnung mit Milchgeldabzug geahndet wird, ist das Antibiotika-haltige Produkt bei
Uberschreitung der jeweiligen Hochstmengen gemaR lebensmittelrechtlicher Bestimmungen
nicht verkehrsfahig. In den amtlichen Erlauterungen zur 5. Verordnung zur Anderung der
Milch-Gute Verordnung wird deutlich gemacht, dass eine Hemmstoffuntersuchung nicht die
Untersuchungen aus lebensmittelrechtlicher Sicht abdeckt (SUHREN 2002a).

Tabelle 2.2: Hemmstoffe und Tierarzneimittelrickstande — Rechtliche Rahmenbedingungen
(nach SUHREN 2002b)

Milcherzeuger Molkereien Lebensmitteliberwachung

Lebensmittelrecht — Tierarzneimittelrickstande < MRL

§ 10 LFGB: Stoffe mit § 10 LFGB: Stoffe mit
pharmakologischer Wirkung pharmakologischer Wirkung;
VO (EU) 470/2009

8§ 58 AMG: Anwendung bei Richtlinie 96/23/EG:

Tieren, die der Gewinnung nationaler

von Lebensmitteln dienen Ruckstandskontrollplan
neues EU-Lebensmittel neues EU-Lebensmitteheues EU-Lebensmittel
Hygienerecht, Verordnung Hygienerecht,  Verordnunddygienerecht, Verordnung
(EG) Nr.853/2004: (EG) Nr.853/2004: Kriterien(EG) Nr.854/2004: Kontrollen
Hygienevorschriften fir die  fir Rohmilch von Milcherzeugungs-
Rohmilcherzeugung, betrieben, Kontrolle der
Hygienevorschriften fir Rohmilch bei der Abholung

Milcherzeugerbetriebe

Qualitdt - Hemmstoffe

82 Milch-Gute-Verordnung
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2.2 Penicilline
2.2.1 Allgemeines

Penicilline gehoéren, ebenso wie die Cephalosporine, zu den R-Laktam-Antibiotika. Die
veterinarmedizinisch  wichtigsten Vertreter der Gruppe der Penicilline sind das
Benzylpenicillin  (Penicillin  G) und seine Salze, die Isoxazolylpenicilline, die

Aminopenicilline und die Phenoxypenicilline (Penicillin.V)

Die antibakterielle Wirkung von Penicillin wurde im Jahr 1929 erstmals von Alexander
Fleming beschrieben. Im Gegensatz zu dieser ersten, von einer Schimmelpilzkultur isolierten
bakteriolytisch wirksamen Substanz, dem Pentenylpenicillin (Penicillin F), wird das einige
Jahre spater entdeckte Benzylpenicillin (Penicillin G) auch heute noch vielfach eingesetzt und
ist bei vielen Indikationen Mittel der ersten Wahl (FLEMING 1929; KROKER et al. 1996).
Das Wirkungsspektrum von Penicillin G umfasst die meisten grampositiven Bakterienarten,
die Lucke der Penicillinase-bildenden Staphylokokken wird durch die Isoxazolylpenicilline
(Penicillinase-fest) geschlossen, die Aminopenicilline erfassen Enterokokken und Listerien
und erweitern das Spektrum auch in den Bereich der gramnegativen Stdbchenbakterien
(ROSIN 1992).

2.2.2 Struktur und Charakteristika

Penicilline werden teilweise noch heute biosynthetischPamscillium notatum/chrysogenum
gewonnen. Das Grundgerist aller Penicilline bildet die 6-Aminopenicillan-Saure (6-APS), ein
bicyclisches Dipeptid aus Cystein und Valin, die einen R-Laktam-Ring und einen
Thiazolidinring formen (Abb. 2.1). Die verschiedenen naturlichen (z. B. Benzylpenicillin)
und halbsynthetischen (z. B. Isoxazolylpenicilline und Aminopenicilline) Penicilline
unterscheiden sich vor allem in der Seitenkette, die durch Kondensation zwischen einer
Carboxylgruppe und der Aminogruppe der 6-APS resultiert (HOU und POOLE, 1971).
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Abbildung 2.1: Strukturformeln der 6-Aminopenicillansaure sowie die durch Variation

der Seitenkette (R) entstandenen wichtigen Penicilline. Das 6-APS-
Grundgeriust wird von einem R-Laktam-Ring (a) und einem
Thiazolidinring (b) gebildet.
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Die Seitenketten der Penicilline beeinflussen ihre Stabilitdt sowohl im sauren und alkalischen
Milieu als auch gegen einen Angriff durch von verschiedenen Bakterien gebildeten Enzymen
(insbesondere die Penicillinasen). Im alkalischen Milieu sind alle Penicilline instabil, im
sauren besonders das Benzylpenicillin. Eine gute Penicillinasefestigkeit erreichen die
Isoxazolylpenicilline durch langere ,sperrige” polare Seitenketten, die fir den Angriff der
Penicillinasen auf die R-Laktam-Bindung ein sterisches Hindernis sind, wéahrend die
antibakterielle Wirkung der anderen Penicilline durch enzymatische Aufspaltung des 3-
Laktam-Ringes aufgehoben wird (HOU und POOLE, 1971; ROSIN 1992).

Benzylpenicillin weist von allen Penicillinen in ungepufferten wassrigen Lésungen die

geringste Stabilitat auf. Hauptspaltprodukt des Abbaus ist die nicht antibiotisch wirksame
Benzylpenicilloylsaure (BPO) (HOU und POOLE, 1971). BPO ist in Kuhmilch nicht langer

nachweisbar als Rickstande von intaktem Penicillin (ROHNER et al. 1985).

Beim Nachweis von Penicillinen in warmebehandelter Konsummilch ist zudem zu
bertcksichtigen, dass teilweise ein erheblicher Abbau erfolgen kann, insbesondere bei
Sterilmilch (120 °C, 20 min). Hier stellten ZORRAQUINO et al. (2008) z.B. fur Ampicillin
und Amoxicillin eine Reduktion der Hemmstoffwirkung von tber 88% fest. Hingegen scheint
eine Ultrahocherhitzung aufgrund der kurzen Zeit (z.B. 140 °C, 10 sec) nur eine
vergleichsweise geringere Reduzierung der mittels mikrobiologischer Testsysteme
nachweisbaren antimikrobiellen Wirksamkeit zu bewirken (ZORRAQUINO et al., 2008).

Abbildung 2.2: Strukturformel der Benzylpenicilloylsaure
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2.2.3 Wirkungsprinzip

Das Wirkungsprinzip der Penicilline ist an den 3-Laktam-Ring geknupft. Dieser geht unter
Aufspaltung eine meist kovalente Bindung mit dem aktiven Zentrum der Murein-
Transpeptidase ein, einem Enzym, das fur die Quervernetzung des Mureins der
Bakterienzellwand notwendig ist, so dass die in der Wachstumsphase der Bakterien
erfolgende Einlagerung von Glykosidstrangen in die Zellwand gestort ist. Uber die
entstehenden Licken kommt es infolge des wachsenden Innendrucks der Bakterienzelle zur
Lysis (bakterizider Wirktyp). Aufgrund dieses Wirkungsmechanismus sind nur
proliferierende Bakterien betroffen und 3-Laktam-Antibiotika sind fur tierische Zellen, die
keine Zellwand besitzen, nicht zytotoxisch wirksam (KROKER 1994).

2.3 Nachweisverfahren fur Penicillin-Ruckstande in Milch

Zum Nachweis von Penicillinen in Lebensmitteln tierischen Ursprungs wurden eine Vielzahl
von Methoden beschrieben, welche sich in mikrobiologische, physikalisch-chemische und
immunologische Verfahren einteilen lassen. Es gibt jedoch nach dem gegenwartigen
Kenntnisstand keine einzelne Methode, mit der alle Antiinfektiva auf MRL-Niveau erfasst
werden konnen, noch nicht einmal alle R-Lactam-Antibiotika sind gleichzeitig einfach,
kostengtinstig und quantitativ bestimmbar (SUHREN, 2002a und b; KANTIANI et al.,
2009a). Fur Schaf- und Ziegenmilch gibt es deutlich weniger Studien, wobei hinsichtlich der

Testeignung teilweise deutliche Unterschiede zur Kuhmilch existieren (SIERRA et al., 2009)

2.3.1 Mikrobiologische Hemmstofftests

23.1.1 Allgemeines zu mikrobiologischen Hemmstofftests

Mikrobiologische Hemmstofftests werden seit Jahrzehnten als Referenz- und
Routineverfahren zum Nachweis von Hemmstoffen in Kuhmilch eingesetzt. Da das
Vorkommen von antimikrobiell wirksamen Ruckstdnden sehr selten ist, ergibt sich die
Notwendigkeit von einfach und kostenginstig durchzufiihrenden Tests, mit denen eine
Vielzahl der Substanzen mit ausreichender Empfindlichkeit erfasst werden kann.

Mikrobiologische Hemmstofftests spielen als derartige Suchtests eine grof3e Rolle und
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wurden in den vergangenen Jahren kontinuierlich weiter entwickelt (ZAADHOF et al., 1997,
MITCHELL et al. 1998; SUHREN et al. 1998; NOUWS et al. 1999; KROLL et al., 2000;
KANTIANI et al., 2009a).

Das Prinzip mikrobiologischer Hemmstofftests berunt auf dem Nachweis einer
Wachstumshemmung empfindlicher Mikroorganismen. Der in Deutschland fast
ausschlieBlich verwendete Testorganismus Bscillus (B.) stearothermophilusvar.
calidolactis. Aufgrund eines Vorschlags von NAZINA et al (2001) wird diese Spezies zwar
mittlerweile dem Genugseobacillus zugeordnet, die korrekte Bezeichung ist sofait
stearothermophilugar. calidolactis. Zumeist wird in der Hemmstoffprifung jedoch noch die
altere Bezeichnung verwendet, so dass auch in dieser Arbeit die BezeicBaung

stearothermophilus vacalidolactisverwendet wird.

Weitere Mikroorganismen, die in mikrobiologischen Hemmstofftests zur Anwendung
kommen, sind. subtilis B.cereusMicrococcus luteusEscherichia coliB. megateriunund
Streptococcus thermophilus. Die Nachteile mikrobiologischer Hemmestofftests bestehen darin,
dass sie keine Spezifitdt fur bestimmte Antibiotika aufweisen, sich nur fir den qualitativen,
nicht aber den quantitativen Nachweis eignen, viele Antibiotika nicht auf MRL-Niveau
erfassen und zeitaufwandig sind. Eine Klassifizierung der Rickstéande in [3-Laktame, Nicht-[3-
Laktame und Sulfonamide ist durch verschiedene Zusatze zum Nahrboden (Penicillinase, p-
Aminobenzoesaure (PABA)) bedingt moglich (SUHREN und HEESCHEN, 1996;
MITCHELL et al., 1998).

Als weiterer Nachteil mikrobiologischer Hemmstofftests wird deren Empfindlichkeit
bezuglich milcheigener Bestandteile mit Hemmstoff-Wirkung, wie z.B. Lysozym, Laktoferrin
und Laktoperoxidase angefuhrt (MITCHELL et al.,, 1998). Wéahrend dies bei Kuhmilch
zumindest fur Anlieferungsmilch keine gréf3ere Rolle spielen durfte, konnen insbesondere die
oftmals widersprichlichen Resultate bei der Untersuchung von Ziegenmilch mittels
mikrobiologischer Hemmstofftests mit der Anwesenheit origindrer Hemmstoffe in
Verbindung gebracht werden (KLIMA 1980; OELFKEN 1993; ZENG et al.,, 1996;
SCHULZE, 2002).
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2.1.3.2 Amtliche Untersuchungsmethodik

FUr die Untersuchung von Milch auf Hemmstoffe sind in der Amtlichen Sammlung von
Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB zwei Methoden zum Nachweis von Hemmstoffen
in Sammelmilch I( 01.00-6 und L01.01-5) und zwei Suchverfahren auf das Vorhandensein
von Antiinfektiva in Milch € 01.00-11 und LO1.00-62) sowie der Nachweis von Antibiotika

und Sulfonamiden in Rohmilch und warmebehandelter Milc@1(.00-42 (EG) bis 52 (EG)

beschrieben.

Methode L01.00-6 beschreibt den Nachweis von Hemmstoffen in Milch mit dem
Blattchentest. Dazu legt man ein mit der zu untersuchenden Milchprobe getréanktes Blattchen
auf einen mitB. stearothermophilusbeimpften Nahrboden. In den Agar diffundierte
Hemmstoffe verhindern das Keimwachstum rund um das Blattchen, so dass sich eine klare
Zone (Hemmbhof) bildet. Der Durchmesser des Hemmhofes hangt u.a. von der Art und

Konzentration des Antibiotikums in der Probe ab.

Zur Untersuchung von Sammelmilch im Rahmen der Milch-Gite-Verordnung wird statt des
Blattchentests haufig der in Methotd81.01-5 beschriebene Brillantschwarz-Reduktionstest
(BRT) angewendet. Dem Testmedium ist Brillantschwarz als Redoxindikator zugesetzt,
Testkeim ist wiederunB. stearothermophilusvar. calidolactis Die Auswertung erfolgt
anhand der mitanzusetzenden Positivkontrolle (4 pg/kg Benzylpenicillin). Als positiv sind
alle Reaktionen zu beurteilen, die mindestens dem blauen Farbton der Positivkontrolle

entsprechen.

Im Unterschied zu Method&01.01-5 bewertet Methodé. 01.00-11 im Sinne eines
Suchverfahrens alle Proben, die nicht die gelbe Reduktionsstufe des antibiotika-freien
Kontrollansatzes aufweisen, als positiv. Eine Identifizierung und Quantifizierung der

positiven Ergebnisse im Anschluss an den BRT ist vorgesehen.

Die MethodeL 01.00-62 beschreibt ein Suchverfahren auf Tetracycline in Milch und wird
daher hier nicht naher beschrieben.

MethodeL 01.00-42 (EG) bis 52 (EG)einhaltet unter VIIl. ein Referenzverfahren fur den
Nachweis von Antibiotika und Sulfonamiden in roher und hitzebehandelter Milch. Im ersten
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Teil dieses Verfahrens werden Milchproben, die Hemmstoffe enthalten selektiert. Dazu wird
ein Agar-Nahrboden, der den TestkeBn stearothermophilussar. calidolactis und einen
Redoxindikator beinhaltet, hergestellt und mit der Milchprobe beimpft. Nach Bebritung des
Néahrbodens erfolgt die Auswertung des Tests aufgrund der Nahrbodenfarbe. Sind
Hemmstoffe in der Milch enthalten, so bleibt die violette Farbe des Redoxindikators
unverandert. Der zweite Teil des Verfahrens beinhaltet die Identifizierung (mittels
Penicillinase) und Quantifizierung von Penicillin. Der Penicillingehalt wird anhand des

Hemmhofes errechnet.

2.3.1.3 Kommerzielle Hemmstofftestsysteme

Eine Reihe mikrobieller Hemmstofftestsysteme sind kommerziell erhaltlich. Der BRT, der
das in Deutschland Uberwiegend eingesetzte Routineverfahren fir die Untersuchung von
Milch auf Hemmstoffe ist, ist in verschiedenen Modifikationen erhéltlich (BRT
Hemmstofftest und BRT MRL-Suchtest, (AiM, Miinchen), BR-Test AS Brilliant, BR-Test AS
Special (DSM Food Specialties, Delft, Niederlande)). Zu den kommerziell angebotenen
Testsystemen mit pH-Indikator gehéren unter anderem der Delvotest (DSM Food Specialties,
Delft, Niederlande), der Cow Side Test und der Blue Yellow Test (Charm Sciences Inc.,
Lawrence MA, USA). Mikrobielle Hemmstofftestsysteme wurden in zahlreichen Studien
evaluiert und detailliert in der Literatur sowie in verschiedenen Dissertationen beschrieben
(McGRANE et al. 1996; ZAADHOF et al., 1997; ADRIANY, 1996; VORREITER, 1996;
SCHOLZ, 1998; SUHREN, 2002a). Die Nachweisgrenzen dieser Testsysteme sind in Tabelle
2.3 dargestellt. Der BRT, der laut Milchguteverordnung vorgesehen ist, wird, da er fur die

Untersuchungen in dieser Arbeit eingesetzt wurde, im Folgenden kurz charakterisiert.

2.3.1.3.1 Brillantschwarz-Reduktionstest

Der Brillantschwarz-Reduktionstest, der 1967 von KRAACK und TOLLE entwickelt wurde,
erfolgt nach dem Prinzip des Agar-Diffusionstests. Das Testmedium, welchem der Testkeim
(B. stearothermophilusar. calidolacti und der Redoxfarbstoff Brillantschwarz zugesetzt
sind, befindet sich in den Vertiefungen von Mikrotiterplatten. Die zu untersuchenden

Milchproben werden in diese Kavitaten hinein pipettiert. Eventuell vorhandene Hemmstoffe
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diffundieren wahrend der Inkubationszeit (ca. 3 Stunden bei 65 °C) in das Testmedium. Die
wachsenden Testkeime uberfuhren den Redoxindikator (Brillantschwarz) durch Spaltung
zweier Azobindungen in seine gelbe bzw. farblose Reduktionsstufe; das Testmedium entfarbt

sich von blau nach gelb. Sind Hemmstoffe in der Probe vorhanden, kommt es zu keinem oder

nur einem geringfugigen Wachstum der Testkeime. Folglich bleibt eine Reduktion des

Farbstoffes aus oder findet nur in eingeschranktem Malf? statt; das Testmedium bleibt blau.

Dieser Test wurde speziell fur den Nachweis von Hemmstoffen in Milch entwickelt und

zeichnet sich durch eine besonders hohe Sensitivitdt gegenuber [3-Laktam-Antibiotika-

Rickstanden aus. Penicilline werden auf MRL- Niveau sicher erfasst. Aber auch andere

Antibiotika und Sulfonamide werden nachgewiesen.

Tabelle 2.3:

Nachweisgrenzen (png/kg) kommerzieller Hemmstofftestsysteme fir in dieser
Arbeit eingesetzte Antiinfektiva (Herstellerangaben)

Antininfektivum BRT BRT BR-Test BR-Test Delvotest Charm Charm
Hemm- MRL AS AS SP Blue Cow Side
stofftest Suchtest Brilliant Special Yellow Test

Test

Penicillin G 2-3 1,5-2 4 1-2 2,5 3-4 3-4

Ampicillin 2-3 2-3 4 2-3 3-5 5 5

Amoxicillin 2-3 1-2 3-4 2-3 3-5 5-6 6

Nafcillin 10-15 5 k. A. k. A. 5-10 k. A. k. A.

Cloxacillin 20-30 10 k. A. k. A. 15-25 30-50 30-50

Dicloxacillin 10-20 5 k. A. k. A. 10-15 k. A. k. A.

Oxacillin 10-20 5 k. A. k. A. 10 300 200-300

(Dihydro-) 1000 400-600 k. A. k. A. 1500- k. A. k. A.

Streptomycin 10000

Tetracyclin 200-400 100-200 100-300 100-300  200-600 k. A. k. A.

Cefacetril k. A. k. A. k. A. k. A. 20-40 k. A. k. A.

Cefalexin 300 200 25-30 20-30 60-100 k. A. k. A.

Cefalonium 10 5 k. A. k. A. 10-25 k. A. k. A.

Cefapirin 5 5 k. A. k. A. 5-10 10 10

Cefazolin 25 25 k. A. k. A. k. A. k. A. k. A.

Cefoperazon 20-30 20 k. A. k. A. 60-100 k. A. k. A.

Ceftiofur k. A. 70-100 k. A. k. A. 50-70 50-100 50-100

Cefquinom k. A. 40-60 100 90 k. A. k. A. k. A.
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2314 Nachweis von Hemmstoffen in Ziegenmilch mittels mikrobiologischer
Testsysteme

Zum Nachweis von Hemmstoffen in Ziegenmilch mittels mikrobiologischer Testsysteme
liegen nur wenige Untersuchungen vor, deren Resultate teilweise in Widerspruch zueinander
stehen (CONTRERAS, 1997; SCHULZE 2002; ALTHAUS et al., 2003; SIERRA et al.,
2009).

Der Blattchentest wurde erstmals von KLIMA (1980) mit Ziegenmilch durchgefihrt. Im
Gegensatz zum BRT erbrachte der Blattchentest mit dem urspringlich von KUNDRAT
(1968) isoliertenB. stearothermophilusler Fa. MERCK fast ausschlief3lich falsch-positive
Ergebnisse und erwies sich somit als nicht geeignet. OELFKEN (1993) hingegen, der 229
Ziegenmilchproben mit dem BRT untersuchte, stellte fest, dass es sich bei den im BRT
positiven Ergebnissen (78 Proben) um unspezifische Reaktionen handelte. Diese konnten mit
dem Blattchentest (Methode L01.00-6), der sich fur diese Untersuchung als geeignet
darstellte, nicht bestétigt werden. Der kommerziell erhaltliche Blattchentest der Fa. Charm
Sciences wurde fur die Untersuchung von Ziegenmilch als sensitiv und verlasslich
beschrieben (CONTRERAS et al., 1997; ZENG et al., 1998). Ein spaterer Vergleich des
Blattchentests mit dem Delvotest SP ergab, dass der Delvotest eine vielfach hdhere
Sensitivitat aufwies und sich auch aufgrund seiner niedrigen Nachweisgrenzen fur 3-Laktam-
Antibiotika in Ziegenmilch sehr gut fur den Routine Einsatz eignet (HOZOVA und
MINAROVICOVA, 2001).

SCHULZE (2002), die die Tauglichkeit der konventionellen und einer modifizierten Form des
Blattchentests mit verschiedenen kommerziellen mikrobiologischen Testsystemen verglich,
stellte fest, dass der Blattchentest in seiner modifizierten Form mit einer Dialysiermembran
das geeignetste Testsystem fur die Untersuchung von Ziegenmilch ist.

Unter den kommerziell erhéltichen Hemmstofftestsystemen wird der Delvotest von
verschiedenen Autoren als sehr gut geeignet eingestuft (CONTRERAS et al.,, 1997;
ANTIFANTAKIS et al., 1988; HOZOVA und MINAROVICOVA, 2001; SCHULZE, 2002;
SIERRA et al., 2009). Im Gegensatz zu ZENG et al. (1996), der 7 % falsch positive Resultate
im Delvotest P fand, stellt das Auftreten dieser falsch positive Reaktionen laut neueren

Untersuchungen mit dem Delvotest SP kein Problem dar. Bei einer 15minitigen



SCHRIFTTUM 21

Verlangerung der Inkubationszeit ergeben sich tUber 99 % negative Reaktionen (SCHULZE,
2002).

Die verschiedenen Modifikationen des BRT sind fur den Nachweis von Antiinfektiva in
Ziegenmilch zumeist nur eingeschrankt geeignet. Am ehesten bietet sich noch der BR-Test As
Special (bei verlangerter Inkubationszeit um 30 Minuten) an. Der BRT Hemmstofftest, BRT
MRL Suchtest, BR-Test AS und AS Brilliant sind aufgrund noch langerer Inkubationszeiten
und des Auftretens unspezifischer Reaktionen, die zu falsch positiven Ergebnissen fuihren, nur
mit Einschrankungen geeignet (SCHULZE, 2002). Uber die notwendige Verlangerung der
Inkubationszeit wurde auch schon von SCHOLZ (1998) berichtet. Eine neuere Untersuchung
(SIERRA et al., 2009) zum Nachweis von Antibiotikariickstdnden in Ziegenmilch beschreibt
den BRT AIM als sehr gut geeignet fir den Nachweis der in dieser Studie eingesetzten
Antibiotika. Bei sieben von acht Substanzen lag die Nachweisgrenze auf oder unter MRL-

Niveau.

Falsch positive Resultate werden auf die Anwesenheit origindrer Hemmstoffe in der
Ziegenmilch, insbesondere Lysozym und Laktoferrin, zurtickgefuhrt (KLIMA, 1980;
OELFKEN, 1993; ZENG et al., 1996). Die antimikrobiell wirkende Laktoperoxidase ist von
untergeordneter Bedeutung, da sie nach einigen Sekunden bei 80 °C fast vollstandig
inaktiviert wird (KIERMEIER und KAYSER 1960; GRIFFITHS, 1986). Vermutungen, dass
auch kurzkettige Fettsauren Ursache von unspezifischen Reaktionen sind, konnten ebenfalls
wiederlegt werden (SCHULZE, 2002).

2.3.2 Immunologische Verfahren und Schnelltestsysteme

Bei immunologischen Verfahren wird als Nachweisprinzip die Fahigkeit von Antikorpern
genutzt, spezifische molekulare Strukturen von bestimmten Stoffen zu erkennen und zu
binden. Wahrend friher das Ergebnis vor allem durch radioaktive Markersubstanzen (Radio
Immunassay = RIA) sichtbar gemacht wurde, stehen heute verschiedene Enzymreaktionen
(Enzyme Immunoassay, Enzymimmuntest = EIA) und fluoreszierende bzw. lumineszierende
Substanzen (Fluoreszenzimmunoassay = FIA) im Vordergrund (ALLEN, 1989; SMITH,
1989; MARTLBAUER, 1993).
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23.2.1 Enzymimmuntests

Immunchemische Nachweisverfahren stellen eine etablierte Technik zur Untersuchung grol3er
Probemengen im Sinne eines Screening-Verfahrens dar. Die Immuntests bieten die
Moglichkeit zur Identifizierung und Quantifizierung der Ruckstande und sind einfach und
hinsichtlich des apparativen Aufwandes kostengiinstig durchfiihrbar (MARTLBAUER et al.,
1994; USLEBER et al., 1994; SPINKS, 2000). Eine Sonderform stellen die sogenannten
.Biosensoren” dar, die beispielsweise als ,surface plasmon resonance” oder als ,microarray”
System beschrieben wurden (z.B. GAUDIN et al., 2001; KNECHT et al., 2004). Dies sind im
Prinzip immunologische Verfahren, bei denen einige Reaktionsschritte automatisiert (z.B.
mittels Pumpen) durchgefiihrt werden. Da diese Testformen in der Praxis noch keine Rolle

spielen, soll nicht weiter darauf eingegangen werden.

Da es sich bei den nachzuweisenden Antiinfektiva um niedermolekulare Substanzen handelt,
die nur eine Antikdrperbindungsstelle aufweisen, kann in der vorliegenden Arbeit nur das
kompetitive System der Immuntests Anwendung finden. Beim direkten kompetitiven
Enzymimmuntest konkurrieren freie Probenantigene und enzymmarkierte Antigene um eine
begrenzte Anzahl von spezifischen Antikérperbindungsstellen. Die spezifischen Antikorper
werden zuvor entweder unmittelbar oder Uber einen zweiten Anti-lg-Antikdrper
(Doppelantikdrpertechnik, Double Antibody Solid Phase, DASP) an die Festphase gebunden.
Beim indirekten Nachweis wird das Antigen-Protein-Konjugat auf ein Tragermaterial
(Mikrotiterplatte) aufgebracht und konkurriert mit freiem Analyten (Probenantigen) um die
begrenzte Anzahl von spezifischen Antikdrperbindungsstellen. Dabei werden umso weniger
Antikodrper an die Festphase gebunden, je hoher die Analytkonzentration in der Probe ist. Um
die gebundenen Antikdrper bestimmen zu kénnen, werden sie entweder direkt markiert oder
uber einen zweiten, tierartspezifischen enzymmarkierten Antikdrper nachgewiesen. Diese
Bindungsreaktionen werden sowohl im direkten als auch im indirekten System nach Zugabe
von entsprechendem Enzymsubstrat farbig sichtbar. Der Substratumsatz ist umso geringer, je
mehr Analytmolekule in der Probe waren. Das Testergebnis verhalt sich also umgekehrt

proportional zu der Konzentration des gesuchten Antigens.

Einen Uberblick Uber die Entwicklung von Enzymimmuntests zum Nachweis von
Ruckstanden antimikrobiell wirksamer Stoffe in Lebensmitteln tierischen Ursprungs geben
USLEBER et al. (1994). Die Entwicklung eines fir Penicillin G spezifischen
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Enzymimmuntests gelangen JACKMAN et al. (1990). Der gruppenspezifische Nachweis von
Penicillinen, der fir die Lebensmittelkontrolle von hdherer Bedeutung ist, wurde 1995 von
LITZ beschrieben und konnte durch die von STRASSER (2003) hergestellten Antikdrper
noch verbessert werden. Ein sehr ahnlicher Test (FITZGERALD et al. 2007) wird
kommerziell vermarktet (Randox Laboratories, Crumlin, Nordirland). Einen
immunologischen Nachweis des Penicillin G-Metaboliten Benzylpenicilloylsaure (BPO), der
als Bestatigungstest fur das Vorhandensein von Penicillin G in Milch durchgefuhrt werden
kann, wurde 1983 von ROHNER entwickelt. LITZ (1995) und FLOSS (1997) etablierten ein
hochspezifisches enzymimmunchemisches Nachweisverfahren fir BPO-Derivate, dessen
Vorteil die &ulRerst geringe Sensitivitdt fur die Muttersubstanz Penicillin G ist, die bei
natirlichem Probenmaterial oft gleichzeitig in héheren Konzentrationen vorhanden ist. Fur
die Isoxazolylpenicilline (Cloxacillin, Dicloxacillin, Oxacillin) spezifische Enzymimmuntests
wurden ebenfalls beschrieben (USLEBER et al. 1994, DIETRICH et al. 1996). Zeitgleich mit
der vorliegenden Arbeit wurden Enzymimmuntests zum Nachweis diverser Cephalosporine
entwickelt (THAL 2006; MEIER 2008). Tab. 2.4 enthalt eine Auswahl der in der
wissenschaftlichen Literatur beschriebenen klassischen Enzymimmuntests zum Nachweis

verschiedener Antiinfektiva.

Um immunologische Verfahren auch in kirzest maglicher Zeit als Schnelltests einzusetzen,
wurden die herkdmmlichen Standardverfahren zunehmend vereinfacht und modifiziert. So
liegt ein direkter kompetitiver Enzymimmuntest zum Nachweis f«uaktam Antibiotika in

Milch als Rohrchenschnelltest vor (LacTek Test, IDEXX Laboratories, Inc., USA). Die
Nachweisempfindlichkeit dieses kommerziell erhéltlichen Testsystems betragt fir Penicillin
G 5 ng/ml, far Ampicillin, Amoxicillin und Cloxacillin 10 ng/ml, in h6heren Konzentrationen
werden auch Cephalosporine erfasst (Cefapirin 20 ng/ml, Ceftiofur 50 ng/ml) (SCHNEIDER
et al., 1994).
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Tabelle 2.4:  Untersuchung von Milch auf Penicilline und weitere in dieser Arbeit eingesetzte
Antiinfektiva unter Verwendung enzymimmunologischer Verfahren

Substanz Art des EIA- NWG  Kreuzreaktionen mit Referenz
(Immunogen) Antikoérpers  Methode (ng/ml) (%)
(immunisierte
Tierart)
Penicillin G polyklonal direkt 6 Penicillin G (100) JACKMAN et al.
(Pen G-OVA) (Schaf) Penicillin V (5,5) (1990)
Pheneticillin (1,5)
Benzylpenicilloyl-
saure (2,6)
Penicilline polyklonal direkt 0,5-1 Penicillin G (100) STRASSER (2003)
gruppen- (Kaninchen) (Penicillin Ampicillin (64)
spezifisch G) Amoxicillin (24)
(Ampi-BSA) Oxacillin (100)
Cloxacillin (29)
Dicloxacillin (27)
Nafcillin (120)
Piperacillin (41)
Azlocillin (104)
Metampicillin (38)
Penicillin V (45)
Ampicillin monoklonal direkt 11,7 Amoxicillin (187) DIETRICH et al.
(Ampi-KLH) (Maus) Penicillin G (31) (1998)
Cloxacillin (30)
Dicloxacillin(44)
Oxacillin (14)
Ampicillin polyklonal direkt 2 Ampicillin (100) FITZGERALD et al.
(Ampi-BSA) (Schaf) Nafcillin (144) (2007)

Amoxicillin (94)
Piperacillin (92)
Azlocillin (89)
Cloxacillin (69)
Penicillin G (56)
Dicloxacillin (52)
Oxacillin (51)
Metampicillin (30)
Penicillin V (22)
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Fortsetzung Tabelle 2.4:
Substanz Art des EIA- NWG Kreuzreaktionen mit Referenz
(Immunogen)  Antikorpers Methode (ng/ml) (%)
(immunisierte
Tierart)

Benzylpen- polyklonal direkt 10 Penicillin G (10) ROHNER et al.
icilloylsaure (Kaninchen) (1985)
(BPO-HSA)
Benzylpen- polyklonal direkt 0,4 Penicillin G (0,67) LITZ (1995)
icilloylsaure (Kaninchen)
(BPO-BSA)
Cloxacillin polyklonal direkt 3 Oxacillin (k. A.) USLEBER et al.
(Cloxa-HSA) (Kaninchen) Dicloxacillin (k. A.) (1994)
Cloxacillin monoklonal indirekt 0,9 Oxacillin (11) DIETRICH et al.
(Cloxa-HSA) (Maus) Dicloxacillin (330) (1996)
Streptomycin polyklonal direkt 15 k. A. MITCHELL et al.
(Strep-OVA) (k. A.) (1992)
Streptomycin polyklonal direkt 0,6 Dihydrostreptomycin SCHNAPPINGER
(Strep- (Kaninchen) DASP (148) (1992)
Hydrazon-
BSA)
Tetracyclin polyklonal indirekt 0,1 Chlortetracyclin (101)LANG et al. (1992),
(Tetra-BSA) (Kaninchen) Rolitetracyclin (110) MARTLBAUER

Minocyclin (127) (1993)

Demeclocyclin (37)

Oxytetracyclin (4)
Cephalexin polyklonal direkt 0,2 Cefaclor (53) MEIER (2008)
(Cephalexin- (Kaninchen) Cefadroxil (55)
KLH) Cephradin (82)
Ceftiofur polyklonal indirekt  1,9-3,3 Cefotaxim (10) MEIER (2008)
(Ceftiofur- (Kaninchen) Cefuroxim (20)
KLH) Ceftriaxon (29)

Ceftiofur-Metabolit

®)

Cefquinom polyklonal indirekt 1-2 Keine Keuzreaktionen THAL (2006)
(Cefquinom- (Kaninchen) mit 25 getesteten (3-

KLH)

Laktam-Antibiotika
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2.3.2.2 Schnelltests zum Nachweis von 3-Laktam-Antibiotika

Schnelltestsysteme werden in den letzten Jahren zunehmend verwendet, denn seitens der
Milchindustrie besteht die Nachfrage nach schnellen, einfach durchzufiihrenden, verlasslichen
Testsystemen, die eine moglichst groRe Bandbreite von Antibiotika und Sulfonamiden
abdecken. Da [3-Laktam-Antibiotika, insbesondere Penicillin G, das von Tierarzten meist
eingesetzte Antibiotikum bei Milchkiihen und somit auch der am haufigsten nachgewiesene
Hemmstoff in Milch ist, werden in der Praxis zumeist 3-Laktam Schnelltests eingesetzt.
Molkereiunternehmen konnen Milch bereits auf Tankwagenebene untersuchen und ein
Uberschreiten von MRLs im Endprodukt sowie technologische Probleme vermeiden
(SUHREN und REICHMUTH, 1998; DEGELAEN, 1994). Ein Einsatz der Schnelltests im
landwirtschaftlichen Betrieb kann zur Vermeidung von Hemmstoff-positiven Befunden
ebenfalls hilfreich sein. Um Schlussfolgerungen aus der Untersuchung von Sammelmilch-
oder Einzelgemelken ziehen zu kénnen, missen Landwirt oder Haustierarzt die Grenzen der
Tests (Sensitivitat und Spezifitéat) kennen (MUSSER und ANDERSON, 1999). Die Vorteile
der Schnelltests zum Nachweis von [3-Laktam-Antibiotika sind ihre einfache Handhabung,
kurze Analysenzeit (ca. 10 min) und Gruppenspezifitt, sie weisen aber auch Nachteile, wie
Beeinflussbarkeit der Testergebnisse durch pH-Wert, Zellzahl oder Keimzahl, teilweise
unzureichende Testsensitivitat und apparativen Aufwand (Heizblock) auf (KROLL, 2000).

Die Eignung von Schnelltestsystemen zum Antibiotikartickstandsnachweis in Milch wird in
verschiedenen Dissertationen ausfuhrlich beschrieben (KROLL, 2000; QUANDT, 2006). In
der vorliegenden Arbeit kamen die kommerziellen Rezeptortests Reta s.t.a.r. und Snap-Test
zum Einsatz. Das gemeinsame Prinzip der Rezeptortests beruht auf dem Einsatz von
Rezeptorproteinen (vermutlich isoliert aus Bakterien), die, ahnlich wie beim

Enzymimmuntest, zur Detektion in kompetitiven Systemen eingesetzt werden.

2.3.2.2.1 Reta s.t.a.r.

Der Reta s.t.a.r. (CHR. HANSEN GmbH, Nienburg) ist ein indirekt kompetitiver

Rezeptorbindungstest. Die zu untersuchende Milchprobe wird in einem ersten
Inkubationsschritt (47,5 °C, 3 min) mit dem Rezeptorprotein-Goldkonjugat vermischt. In der
Probe vorhandene 3-Laktam-Antibiotika werden spezifisch gebunden. Zu Beginn der zweiten

Inkubationsphase (2 min) wird ein Teststreifen in die Lésung gesteckt. Die Lésung wandert
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mittels Kapillarmigrationskraften tber die Membran des Teststreifens (lateral flow). Im
Ergebnisbereich ist die Membran quer zur Laufrichtung der Flissigkeit mit 3-Laktam-
Antibiotika beschichtet, an die freie Rezeptoren binden. Enthélt die Milchprobe keine
Ruckstande von 3-Laktam-Antibiotika, besetzen die Rezeptoren die Antibiotika-Beschichtung
der Membran und durch Akkumulation der an die Rezeptoren gebundenen Goldpartikel
entsteht eine rote Bande. Befinden sich 3-Laktam-Antibiotika in der Probe, binden diese in
der ersten Inkubationsphase an die freien Rezeptoren und es bildet sich in der zweiten
Inkubationsphase keine Farbbande. Oberhalb der Testbande ist zur Kontrolle des Testablaufs
eine Referenzanzeige vorhanden. Zusatzlich zur visuellen Auswertung ist auch die
instrumentelle Auswertung des Tests moglich. In Tabelle 2.5 sind die Herstellerangaben zur
Nachweisempfindlichkeit des Reta s.t.a.r.-Tests aufgelistet. KROLL et al. (2000) sowie
ABOUZIED et al. (2009) Uberpruften die Testeigenschaften des Reta s.t.a.r.-Tests auch unter

dem Aspekt der Testrobustheit und kamen jeweils zu einer positiven Bewertung.

2.3.2.2.2 SNAP-Beta-Laktam Test

Der SNAP-Beta-Laktam Test (IDEXX GmbH, Woérrstadt) ist ein indirekt kompetitiver
enzymgebundener Rezeptortest (enzyme-linked receptor binding assay). Die zu
untersuchende Milchprobe und der Enzym-gebundene Rezeptor werden in einem ersten
Schritt zusammen inkubiert (45 °C, 5 min). Gegebenenfalls in der Probe vorhandene [3-
Laktam-Antibiotika werden spezifisch gebunden. Das Probengemisch wird in einem zweiten
Schritt in die Testkammer des SNAP-Testers gegeben. Die Probe fliel3t aufgrund der
Kapillarwirkung entlang der Testmembran zu dem mit [3-Laktam-Antibiotika beschichteten
Probenfeld. Falls noch ungebundene Rezeptoren im Probengemisch vorhanden sind, binden
diese hier. Durch Dricken des ,Aktivators“ wird in einem dritten Schritt das Substrat aus dem
Reagenzienreservoir freigesetzt und wandert tber das FlieRpapier in Richtung Probenfeld.
Die farblose Substrat-Chromogen-L6sung wird proportional zu der Menge der gebundenen
Rezeptorproteine enzymatisch in eine blaue Form Uberfiihrt. Die Farbintensitat ist somit
umgekehrt proportional zur Menge detaktam-Antibiotika in der Probe. Zur Auswertung

des Tests erfolgt ein Vergleich des Probenfeldes mit einem Kontrollfeld. Das Ergebnis ist
unglltig, wenn keine Farbentwicklung im Bereich des Kontrollfelds sichtbar ist (SUHREN
und REICHMUTH, 1998). Die Auswertung des Tests kann visuell oder instrumentell

(Snapshot Reader) erfolgen. In Tabelle 2.5 sind die Herstellerangaben zur
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Nachweisempfindlichkeit des Tests aufgelistet. KROLL et al. (2000) evaluierten den SNAP-
Beta-Laktam Test unter Praxisbedingungen und kamen zu einer positiven Bewertung dieses

Testsystems.

Tabelle 2.5: Herstellerangaben zur Nachweisempfindlichkeit (pg/kg) des Reta s.t.a.r. (CHR.
HANSEN GmbH, 2004) und des SNAP-Beta-Laktam Test (IDEXX
Laboratories Inc., 2005)

Hemmstoff Reta s.t.a.r. SNAP-Beta-Laktam Test
Penicillin G 2-5 2-3
Ampicillin 3-6 4-6
Amoxicillin 3-6 7-8
Oxacillin 5-10 40-60
Cloxacillin 6-12 30-40
Dicloxacillin 6-12 20-25
Ceftiofur 75-150 5-7
Cefquinom <20 20
Cefapirin 8-16 10-12
Cefazolin 40-60 15-20
Nafcillin k. A. 70
2.3.2.3 Nachweis von Hemmstoffen in Ziegenmilch mittels immunologischer

Verfahren und mit Schnelltestsystemen

Daten Uber Enzymimmuntests zum Nachweis von Ruckstdnden antimikrobiell wirksamer
Stoffe in Ziegenmilch liegen bisher nicht vor. Einzig dacTek Test (IDEXX Laboratories,

Inc., USA), ein direkter kompetitiver Enzymimmuntest als Rohrchenschnelltest wurde
hinsichtlich seiner Eignung fur Ziegenmilch getestet. Bei diesem Test konkurrieren eventuell
in Milch vorhandene Antibiotikarickstande mit enzymmarkiertem Tracer um spezifische
Antikorper, die sich auf der Innenseite des Testrohrchens befinden. Die Anwesenheit von 3-
Laktam-Antibiotika in der Milch reduziert die Menge des Tracers, der an der Innenseite des
Rohrchens bindet und somit auch die Intensitat der Farbentwicklung. Die Farbintensitat, die
in einem Spektrophotometer gemessen und mit der eines Penicillin-Standards verglichen
wird, verhalt sich umgekehrt proportional zgulaktam-Antibiotika Konzentration in der

Probe. Der LacTek Test ist in mehreren Modifikationen erhaltlich, LacTek B-L dient dem
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Nachweis von Penicillin-Rickstdnden und LacTek CEF dem Nachweis von Cetftiofur-
Ruckstanden. Beide Testversionen wurden in einer Studie mit 935 Ziegenmilchen eingesetzt,
und mit einer Selektivitatsrate von 1,0 bewertet (keine falsch positiven Ergebnisse). Von den
mit Penicillin G und Ceftiofur versetzten Kontrollproben wurde eine mit 5 ppb Penicillin G
dotierte Probe vom Lactek B-L falsch negativ getestet (CONTRERAS et al., 1997). Im
Rahmen einer Untersuchung aus dem Jahr 1998 wurde der LacTek CEF Test als sehr gut
geeignet zum Nachweis von Ceftiofur in Ziegenmilch beschrieben, der LacTek B-L erbrachte
eine Reihe falsch negativer Ergebnisse. Von 30 mit 5 ppb Penicilin G versetzten
Ziegenmilchen wurden nur 24 als antibiotikahaltig erkannt (Spezifitdt 80 %). Die Ergebnisse
fur Amoxicillin, Ampicillin und Cloxacillin lagen in &hnlichen Bereichen. Die Spezifitat
beider Testsysteme wurde mit 100 % angegeben (ZENG et al., 1998).

Zur Eignung von weiteren Schnelltestsystemen zum Nachweis von Hemmstoffen in
Ziegenmilch liegen folgende Untersuchungen vor:

Der enzymatischd®enzym Test (Chr. Hansen GmbH, Nienburg), dessen Prinzip auf der
Inaktivierung des Enzyms Carboxypeptidase durch 3-Laktam-Antibiotika beruht, wird wegen
seiner hohen Sensitivitat und Spezifitdt und kurzer Analysenzeit als geeigneter Screeningtest
fur Ziegenmilch beschrieben (ZENG et al., 1996). Bei einer Untersuchung von 935
Ziegenmilchen fand sich mit dem Penzym Test ein falsch positives Ergebnis. Zur Kontrolle
wurden mit 5 ppb dotierte Milchen eingesetzt (CONTRERAS et al., 1997). In neueren
Untersuchungen (HORZOVA und MINAROVICOVA 2001) wird der Penzym S 100 Test
ebenfalls als geeignet fur die Routineuntersuchungen von Ziegenmilch beschrieben. Bei einer
orientierenden Untersuchung zum Nachweis von R-Laktam-Antibiotika in Ziegenmilch mit
kommerziellen Schnelltests (SCHULZE 2002) wurde der Penzym 50 Test hinsichtlich seiner
Sensitivitat als nur mit Einschrankungen geeignet beschrieben. Zwei mit 4 ppb

Benzylpenicillin dotierte Milchproben ergaben jeweils ein negatives Testergebnis.

Uber den RezeptorteSINAP-Beta-Laktam Testliegen ebenfalls unterschiedliche Aussagen

vor. Dieser Test wird als sensitives und verlassliches System zum Auffinden von
Antibiotikarickstanden in Ziegenmilch beschrieben. Bei der Untersuchung von 30
hemmstofffreien Kontrollproben lag ein falsch positives Ergebnis vor (Spezifitat: 96,7%). 180
Milchproben wurden mit 3-Laktam-Antibiotika versetzt und als positiv erkannt (Sensitivitat:
100 %) (ZENG et al.,, 1998). Bei einer weiteren Untersuchung von 935 antibiotikafreien
Ziegenmilchproben lag kein falsch positives Ergebnis vor (CONTRERAS et al., 1997). In
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Gegensatz dazu stehen die neueren Untersuchungen von Schulze (2002). Hier lag der Anteil
der Milchproben mit eindeutig negativem Resultat bei Hemmstoff-negativer Ziegenmilch bei
14,3 %. Allerdings kamen bei dieser orientierenden Untersuchung nur 7 Ziegenmilchen zum

Einsatz.

Von den kommerziellen Schnelltestsystemen zum Nachweis von [3-Laktam Antibiotika in
Ziegenmilch wird in der neueren Literatur (SCHULZE 2002) der Rezept@¢sts.t.a.r. als
gut geeignet beschrieben (Untersuchung von sieben Hemmstoff-negativen und zwei mit 4 ppb

Benzylpenicillin dotierten Milchproben).

Der Charm Il Beta-laktam Test (Charm Sciences Inc., USA) wird von mehreren Autoren
fur die Untersuchung von Ziegenmilch empfohlen. Das Testsystem dieses radioaktiv

markierten mikrobiellen Rezeptorbindungstests beruht auf einer Konkurrenz zwischen den

14 3
mit radioaktivem C bzw. H markierten Antibiotika (,Tracer) und den eventuell in der

Milch befindlichen Antiinfektiva-Ruckstdnden um spezifische Rezeptorbindungsstellen. Die
Hemmstoffkonzentration in der Probe ist umgekehrt proportional zu der Menge des
gebundenen radioaktiven Tracers, die mit einem Scintillationszahler ermittelt wird.
Untersuchungen von Ziegenmilch mittels Charm Il Beta-laktam Test ergaben in den Studien
von CONTRERAS et al., 1997 und von ZENG et al., 1998 eine sehr gute Sensitivitat und
Spezifitat. Falsch positive Ergebnisse wurden nicht dokumentiert und von 180 mit [3-
Laktamen versetzten Antibiotika kam es nur zu einem falsch negativen Ergebnis. In einer
Untersuchung aus dem Jahr 2006 an zehn Ziegenmilchproben erwies sich der Charm Il Beta-
laktam Test ebenfalls als uneingeschrankt geeignet fir den Nachweis von Antiinfektiva in
Ziegenmilch (QUANDT).

Der Charm ROSA (,Rapid One Step Assay“) ist ein indirekter kompetitiver
Rezeptorbindungstest der von Charm Sciences Inc., USA hergestellt wird. Die goldmarkierten
Rezeptorproteine sind auf einem Teststreifen adsorbiert. Nach Aufbringen der Milchprobe
reagieren diese gegebenenfalls mit in der Probe enthaltenen Antibiotika, der Rezeptor wird
blockiert und eine Bindung an die so genannte Testbande im weiteren Verlauf der durch
Kapillarkrafte vermittelten Migration der Flussigkeit unterbleibt. Die Féarbung des
Teststreifens durch die Goldpartikel ist somit umgekehrt proportional zur Konzentration der
in der Probe enthaltenen Antibiotika. Die Auswertung erfolgt visuell oder instrumentell gegen

eine Referenzbande. Dieser Test ist fur die Untersuchung von Ziegenmilch gut geeignet. In
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einer Untersuchung von zehn Milchproben wurden weder falsch-positive noch falsch-
negative Ergebnisse festgestellt (QUANDT 2006).

Der Parallux Test (MEDEXX, Korea) ist ein kompetitiver Festphasen-Fluoreszenz-
Immunoassay Das Probenmaterial wird auf ein Reagenz-Tablett gegeben, dort befinden sich
mit einem Fluoreszenz-Konjugat markierte Antikdrper. Bei dieser ersten Inkubation binden
die Antikdrper an eventuelle Antiinfektiva in der Milch. Danach wird die Milch in die
Glaskapillaren der Testkartusche aufgezogen, welche mit entsprechenden Antiinfektiva
beschichtet sind. Verbleibende freie Antikbrper konnen nun wéahrend einer zweiten
Inkubationsphase an diese Antiinfektiva binden. Nach einem automatisch durchgefiihrten
Waschschritt, wird die Testkartusche in ein Lesegerét eingelegt, in welchem der gebundene
Fluoreszenzfarbstoff mittels Laserstrahlen angeregt wird. Je hoher die Fluoreszenz desto
weniger Hemmstoff befindet sich in der Probe. Auch dieser Test zeigte weder falsch-positive
noch falsch-negative Ergebnisse bei der Untersuchung von zehn Ziegenmilchproben und
erfullte somit die Anforderungen an Sensitivitat und Spezifitat in vollem Umfang (QUANDT
2006).

2.3.3 Physikalisch-chemische Verfahren

Zu diesen zadhlen colorimetrische, spektrophotometrische, elektrophoretische und
chromatographische Verfahren. Die grol3te Bedeutung kommt den chromatographischen
Verfahren zu. Die Auftrennung der einzelnen Substanzen erfolgt mittels Dinnschicht- (DC),
Gas- (GC) oder Flussigkeitschromatographie (z.B. Hochdruckflissigkeitschromatographie
(HPLC)). Die klassischen HPLC-Verfahren mit UV-, Diodenarray- oder Fluoreszensdetektion
werden immer mehr von  flussigkeitschromatographischen  Verfahren mit
massenspektrometrischer Detektion (LC/MS-MS) verdrangt (KANTIANI et al., 2009b). Die
chromatographischen Methoden sind in der Lage, geringe Rickstandsmengen zu spezifizieren
und zu quantifizieren. Als nachteilig wirken sich die hohen Kosten fir die Analysengerate,
die Anforderungen an hochqualifiziertes Personal und eine intensive Probenaufarbeitung aus,
womit der Einsatz in der Routinediagnostik oder zum Screening grofRerer Probemengen nur
begrenzt mdoglich ist (BYGRAVE et .al1995; MITCHELL et al., 1998; BECKER, 2005;
BAILON-PEREZ et al., 2009; HSIEH et al., 2009). Einige neuere Entwicklungen im Bereich

von Mikroarraysystemen (KNECHT et al., 2004) oder der massenspektrometrische Nachweis
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unter Verwendung der Technik der Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation (MALDI)
(XU et al., 2010) kdnnten in der Zukunft eine grof3ere Rolle spielen, sind aber derzeit noch

nicht praxistauglich.

Der Nachweis von Hemmstoffen in Ziegenmilch mittels physikalisch-chemischer Verfahren
ist ebenfalls mdglich, milchwirtschaftlich aber momentan bedeutungslos. Die Untersuchung
von Ziegenmilch mit diesen Verfahren diente bisher zumeist Studien mit
pharmakokinetischem Hintergrund (RULE et al., 2001; PAYNE et al., 2002; CINQUINA et
al., 2003; RULE et al., 2004).

2.3.4 Integriertes Nachweissystem fir Tierarzneimittel-Rickstande in Milch

Zur Sicherstellung der technologischen Qualitat von Kuhmilch und ihrer Sicherheit flr den
Verbraucher wurde beim Internationalen Milchwirtschaftsverband (International Dairy
Federation = IDF) von HEESCHEN und SUHREN (1996) ein ,integriertes Nachweissystem*
entwickelt, dass zum einen die Festlegung der Verantwortlichkeiten von Milcherzeuger,
Milchverarbeiter und Lebensmitteliberwachung regelt, und zum anderen durch Anwendung
verschiedener Methoden bzw. Methodenkombinationen eine bestmdgliche Erfassung aller
Substanzen gewabhrleisten soll. Milchproben werden im Rahmen dieses integrierten Systems
zunachst mit geeigneten Such- oder Screeningverfahren untersucht. Die Ergebnisse dieser
Screeningverfahren mussen vor den Nachweisempfindlichkeiten der eingesetzten Verfahren
interpretiert werden. AnschlieBend koénnen aufwéndigere Nachweismethoden zur
Identifizierung und Quantifizierung von Ruckstanden eingesetzt werden (Abbildung 2.3)
(SUHREN 2002a). Eine weitere Analysenstrategie zur Substanzdifferenzierung von -
Laktam-Antibiotika in hemmstoff-positiven Milchproben wird von USLEBER et al.
angewandt. Diese, ebenfalls etwas zeit- und arbeitsaufwandige, Methode besteht aus einer
Kombination mehrerer verschiedener Testprinzipien, insbesondere der stufenweise
Anwendung von mikrobiologischen Nachweisen, Rezeptortests und Enzymimmuntests
(USLEBER et al., 2000; HOLTKOTTER et al., 2002; KERP et al., 2004; KRESS et al.,
2007). Die Untersuchung von Ziegenmilch mittels eines integrierten Nachweissystems ist,
nach Auswahl geeigneter Methodenkombinationen, theoretisch ebenfalls méglich. Allerdings
wurde ein integriertes Nachweissystem auf Ziegenmilch bisher noch nicht angewandt, wie die

Durchsicht der Literatur zeigt.
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Milchprobe
(z. B. Tanksammelwagen)

l

Mikrobiologischer Hemmstofftest'

+ —_
Interpretation: Interpretation:
- Technologisch bedenklich/ - Technologisch wahrscheinlich
Qualitatsmangel unproblematisch
- Verdacht auf antimikrobielle Wirkstoffe - Vorhandensein bestimmter Wirkstoffe

(> MRLs) mdoglich

<+—— Rezeptor-/
Immuntests’

Bestatigung/ldentifizierung/Quantifizierung
(sofern erforderlich)

Schritt 1: Substanz/gruppenspezifischer Test
Schritt 2: Chemische//physikalische Untersuchu?®

Ergebnis: z. B. MRL Uberschritten/nicht Gberschritten

1z. B. Bacillus stearothermophiluBacillus cereusStreptococcus thermophilus
7. B. Penase, PABA, Penzym, Rezeptortest, Immuntest
3z. B. HPLC, GC, GC/MS, LC/IMS-MS

Abbildung 2.3: Hemmstoffe, Antibiotika und Sulfonamide in roher und warmebehandelter
Milch — ein integriertes Nachweissystem (modifiziert nach SUHREN 2002a)
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Materialien und Geréate
3.1.1 Chemikalien und Biochemika
Aceton (reinst)

Casein-Natriumsalz
Citronenséaure-1-Monohydrat
Dimethylsulfoxid (DMSO)
di-Natriumhydrogenphosphat

1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl)-Carbodiimid

Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxidplatzchen
Magermilchpulver
Meerrettichperoxidase (horseradish
peroxidase, HRP)

Methanol

Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
p-Aminobenzoesaure (PABA)
Schwefelsaure (95 - 97 %)
3,3°,5,5 -Tetramethylbenzidin
Tween 20

Wasserstoffperoxid

3.1.2 Antibiotika und Penicillinase
Amoxicillin

Ampicillin-Natriumsalz

Ampicillin

Cefacetril-Natriumsalz

Cefalexin-Hydrat

Cefalonium

(Merck KGaA, 1.00013)
(Sigma Chemie GmbH, C-8654)
(Merck KGaA, 1.00244)

(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 472301)

(Merck KGaA, 1.06586)
(Sigma Chemie GmbH, E-7750)
(Merck KGaA, 1.04877)
(Merck KGaA, 1.05021)
(Merck KGaA, 1.5363)

(Roche Diagnostics, 814407)
(Merck KGaA, 1.06009))
(Merck KGaA, 1.06392)

(Merck KGaA, 1.06404)

(Merck KGaA, 1.06329)

(Sigma Chemie GmbH, A-9879)
(Merck KGaA, 1.00731)

(Sigma Chemie GmbH, T-2885)
(Sigma Chemie GmbH, P-1379)
(Merck KGaA, 1.07209)

(Sigma Chemie GmbH, A-8523)
(Sigma Chemie GmbH, A-9518)
(Sigma Chemie GmbH, A-9393)
(Novartis, 97120050Z1)
(Sigma Chemie GmbH, C-4895)
(Schering-Plough, Bray)
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Cefapirin-Natriumsalz (Sigma Chemie GmbH, C-8270)
Cefazolin-Natriumsalz (Sigma Chemie GmbH, C-5020)
Cefoperazon-Natriumsalz (Sigma Chemie GmbH, C-4292)
Ceftiofur-Natriumsalz (Pharmacia/Upjohn)
Cefquinom-Sulfat (Intervet Innovation GmbH)
Cloxacillin-Natriumsalz (Sigma Chemie GmbH, C-9393)
Dicloxacillin-Natriumsalz (Sigma Chemie GmbH, D-9016)
Nafcillin-Natriumsalz-Monohydrat (Sigma Chemie GmbH, N-3269)
Oxacillin-Natriumsalz (Sigma Chemie GmbH, 0O-1002)
Penicillin G-Natriumsalz (Benzylpenicillin) (Sigma Chemie GmbH, PEN-NA)
Streptomycin-Sulfat (Sigma Chemie GmbH, S-6501)
Tetracyclin (Sigma Chemie GmbH, T-3258)
Penicillinase (Penase), 10.000.000 1U/ml (Difco Laboratories, 234610)
3.1.3 Puffer und Losungen

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

2 % Casein/PBS-L6sung (20 g Natriumcaseinat/l PBS)

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

0,21 mol/l Citratpuffer (mit Zusatz von 3,15 mmolA®} pH 3,9)

1 mol/l Natronlauge (NaOH)

0,01 mol/l phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS, pH 7,2: 0,01 mol/l Phosphatpuffer mit
0,12 mmol/l Natriumchlorid)

1 mol/l Schwefelsdure

Substratldsung fir Meerrettichperoxidase (nach GALLATI und PRACHT, 1985):
20 Teile Citratpuffer mit HO,-Zusatz und 1 Teil Tetramethylbenzidinlésung

Tetramethylbenzidinlésung:
1 mmol 3,3-5,5"-Tetramethylbenzidin in 5 ml Aceton und 45 ml Methanol
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Waschldsung:
0,15 mol/l Natriumchlorid mit Zusatz von 0,025 % Tween 20

3.14 Immunreagenzien

Die in den Enzymimmuntests (Enzyme immunoassay, EIA) verwendeten Antiseren sowie die
Antigen-Enzym-Konjugate wurden zum Teil im Rahmen friherer Untersuchungen am
Lehrstuhl fir Hygiene und Technologie der Milch, Ludwig-Maximilians-Universitat
Munchen von folgenden Autoren entwickelt und fur die vorliegende Arbeit freundlicherweise

zur Verfigung gestellt.

Gruppenspezifischer Enzymimmuntest zum Nachweis von Penicillinen:

gruppenspezifisches Antiserum gegen Penicilline (Immunogen: Ampicillin-Bovines
Serumalbumin (BSA)), nach Ammoniumsulfatfallung (STRASSER et al., 2003)

Enzymimmuntest zum Nachweis von Penicillin G-Metaboliten (Benzylpenicilloylsaure,
BPO):

Antiserum gegen den Penicillin G-Metaboliten ,Anti-BPO“ (Immunogen: Benzylpenicilloyl-
BSA), nach Ammoniumsulfatfallung (LITZ, 1995)

Penicillin G-Meerrettichperoxidase-Enzymkonjugat, gekoppelt mittels Carbodiimid (LITZ,
1995)

Enzymimmuntest zum Nachweis von Isoxazolylpenicillinen (Cloxacillin, Dicloxacillin,

Oxacillin):
Cloxacillin-Glukose-Oxidase = Beschichtungsantigen (DIETRICH et al., 1996)

Monoklonale Antikorper gegen Isoxazolylpenicilline (Immunogen: Cloxacillin-Humanes
Serumalbumin (HSA)) (DIETRICH et al., 1996)
Kaninchen-Anti-Maus-IgG-Meerrettichperoxidase (DAKO A/S, P0161)

Enzymimmuntest zum Nachweis von Streptomycin:
Ziege-Anti-Kaninchen-IgG (Sigma Chemie GmbH, R-2004)

Antiserum gegen Streptomycin (Immunogen: Streptomycin-Hydrazon-BSA)
(SCHNAPPINGER et al., 1993)
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Streptomycin-Meerrettichperoxidase-Enzymkonjugat gekoppelt mittels Natriumperjodat
(SCHNAPPINGER et al., 1993)

Enzymimmuntest zum Nachweis von Tetracyclin:

Tetracyclin-R-Casein = Beschichtungsantigen (LANG et al., 1992)
Antiserum gegen Tetracyclin (Immunogen: Tetracyclin-BSA) (LANG et al., 1992)
Schwein-Anti-Kaninchen-IgG-HRP (DAKO A/S, P 0217)

Enzymimmuntest zum Nachweis von Ampicillin:
Kaninchen-Anti-Maus-IgG-Meerrettichperoxidase (DAKO A/S, P0161)
Antiserum gegen Ampicillin (Immunogen: Ampicillin-KLH) (DIETRICH et al. 1998)

Ampicillin-Meerrettichperoxidase-Enzymkonjugat gekoppelt mittels Carbodiimid
(DIETRICH et al., 1998)

Die Spezifitdt der jeweiligen Antiseren bzw. Antikbrper gegen Cloxacillin, Tetracyclin und
Ampicillin, die durch den Einsatz strukturverwandter Substanzen in die Testsysteme Uberprift
worden war, ist in den Tabellen 3.1 - 3.3 aufgefuhrt. Die Nachweisgrenzen dieser
Enzymimmuntests (Wirkstoff in Pufferlosung) liegen fir Cloxacillin bei 0,9 ng/ml, fur

Tetracyclin bei 0,1 ng/ml und fir Ampicillin bei 11,7 ng/ml.

Fur den hochspezifischen BPO-EIA betrug die relative Kreuzreaktion mit Penicillin 0,67 %,
andere getestete R-Lactam-Antibiotika (Ampicillin, Amoxicillin, Oxa-, Cloxa-, Dicloxacillin,
Penicillin V und Phenethicillin) zeigten in den eingesetzten Konzentrationen (maximal 1 000
ng/ml) keinen Einfluss auf das Testsystem. Die Nachweisgrenze dieses Enzymimmuntest
betragt 0,4 ng BPO/ml (LITZ, 1995).

Das ebenfalls hochspezifische Testsystem flr den Nachweis von Streptomycin wies lediglich
mit dem strukturéahnlichen Dihydrostreptomycin eine messbare Kreuzreaktion von 148 % auf.
Die Nachweisgrenze dieses Enzymimmuntest liegt bei 0,6 ng Streptomycin/mi
(SCHNAPPINGER et al., 1993).
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Tabelle 3.1: Relative Kreuzreaktion des Antikérpers gegen Cloxacillin mit anderen
Penicillinen (DIETRICH et al., 1996)

Substanz Molekulargewicht Relative Kreuzreaktion (%)
Cloxacillin 475,9 100

Dicloxacillin 510,3 330

Oxacillin 441,4 11

Alle anderen getesteten [-Lactam-Antibiotika zeigten keine Kreuzreaktion bei

Konzentrationen von 10 pg/ml.

Tabelle 3.2: Relative Kreuzreaktion des Antiserums gegen Tetracyclin mit anderen
Tetracyclinderivaten (MARTLBAUER, 1993)

Substanz Molekulargewicht Relative Kreuzreaktion (%)
Tetracyclin 444.4 100,00
Chlortetracyclin 478,9 100,73
Rolitetracyclin 527,3 109,76
Minocyclin 457,5 126,83
Demeclocyclin 464.,8 37,14
Oxytetracyclin 460,4 4,28

Doxycyclin 444.4 4,58

Tabelle 3.3: Relative Kreuzreaktion des Antiserums gegen Ampicillin (DIETRICH et al.,

1998)
Substanz Molekulargewicht Relative Kreuzreaktion (%)
Ampicillin 348,4 100
Amoxicillin 365,4 187
Penicillin G 333,4 31
Cloxacillin 435,9 30
Dicloxacillin 470,3 44

Oxacillin 401,4 14
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3.15 Probenmaterial
3.15.1 Kuhmilch

Im Zeitraum von Oktober 2001 bis Dezember 2005 durchliefen insgesamt 79
Kuhmilchproben (Sammelmilch- und Einzelgemelksproben) das integrierte Nachweissystem
fur Penicillin-Ruckstande. Bei den untersuchten Proben handelte es sich zumeist um
Anlieferungsmilch, die im Rahmen der Milchguteverordnung untersucht und im
mikrobiologischen Hemmstofftest positiv getestet wurde. Diese Milchproben stammten aus
der Untersuchungstatigkeit des Hessischen Verbandes fur Leistungs- und Qualitatsprifung in
der Tierzucht e.V. (HVL). Zusatzlich wurden einige von Landwirten eingesandte
Einzelgemelksproben untersucht, meist ebenfalls nach Problemen des Betriebes mit positiven
Hemmstofftestergebnissen. Als Negativ- und Positiv-Kontrollen (kiinstlich kontaminiert mit
dem jeweiligen Antibiotikum) wurde pasteurisierte, homogenisierte Vollmilch aus dem
Handel (Fettgehalt 3,8 %) verwendet.

3.1.5.2 Ziegenmilch

Im Zeitraum von Oktober 2001 bis Mai 2002 wurden insgesamt 577 Ziegenmilchproben
(Einzelgemelksproben) aus 13 mittel- und nordhessischen Betrieben untersucht. Diese
Betriebe, etwa 50 % aller bekannten Milchziegenhalter Hessens, stellen mit 3 bis 106
laktierenden Ziegen einen reprasentativen Querschnitt dar (Daten allgemeinen
Betriebsstruktur siehe Tabelle 3.4).
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Tabelle 3.4: Angaben zur Betriebsstruktur der beprobten Ziegenbestande

Bestand Herdengrof3e/ Rassen Betriebs- MLP Melk- Futterung
laktierende form technik
Ziegen
A 40/5; 21* BDE konv. ja maschinell, Weide, Heu, Stroh,
Melkstand Getreide, eingeweicht;
Propylenglycol
B 12/7 BDE okol. (E) ja maschinell, Weide, Grasermischung,
Melkpodest Rotklee, Kraftfutter,
Riben
C 5/3;3* BDE konv. ja per Hand, Weide, Schnitzel, Gerste,
im Stall Heu, gequetschter Hafer
D 120/39; 48* BDE, konv. ja maschinell, Weizen, Gerste, Heu,
WDE, Melkstand Schnitzel, Milchvieh-
TOG und Mineralfutter
E 16/11 THW Okol. (D) 2 Ziegen per Hand, Grunfutter, Schrot
Melkpodest
F 30/26; 21; 27* BDE, o0©kol. (B) nein maschinell, Heu, Weide,
WDE, Melkstand Mineralfutter, Getreide
TOG,
THW
G 66/51 BDE, o©kol. (E) ja maschinell, Gras, Heu, Biertreber,
WDE, Melkstand Getreideausputz, Apfel,
THW, Gemlsereste, Kartoffeln
SAA
H 189/70; 106* BDE, ©kol. (B) =zeitweise maschinell, Heu, Weide, Kleegras,
WDE, Melkstand Grassilage, Kraftfutter,
TOG Riben,
Milchleistungsfutter
35/15 BDE konv. ja maschinell, Heu, Grinfutter, Hafer,
Melkstand Schnitzel, Gerste, Schaf-
mineral
K 2217 BDE konv. 2 Ziegen per Hand, Heu, Gras, Schnitzel
im Stall
L 18/11 BDE, konv. ja per Hand, Grinfutter "taunass”,
WDE im Stall Getreidemischung
M 11/4 WDE konv. ja maschinell, Gras, Silage, Treber,
im Stall Hafer, Schrot, Kraftfutter
O 78/31; 16* BDE okol. (D) ja maschinell,Heu, Grinfutter, Kraft-

Melkstand und Mineralfutter, Riben
(MLP - MilchleistungsprifungBDE - Bunte Deutsche Edelzieg@/DE - Weil3e Deutsche Edelziege;
TOG - Toggenburger ZiegefHW - Thuringer WaldziegeSAA - Schweizer Saanenziegkonv. -
konventionell;dkol. - 6kologischD — Demeter;B — Bioland; E - nach eigenen Angaben, keinem
Verband angeschlossen; * - zwei- bzw. dreimalige Probennahme)
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3.1.6 Kommerzielle Hemmstofftestsysteme

BRT-Hemmstofftest
Beta-s.t.a.r.25 undeta-s.t.a.r.100
SNAP® Beta-laktam Test

3.1.7 Gerate

ELISA-Auto-Reader Tecan Sunrise
Heizbad GFL

Heiz- und Ultraschallbad Sonorex Super 10 P

Heizrihrer MR 3001

Mikrotiterplattentaumelgerat Polymax 1040

Multi-Blok® Heater 20501 IDCE

pH-Meter inolab Level 1mit Sen Tix HW Elektrode

Photometer UV 1601
Sartorius Waage Master Pro LA

Sartorius Waage Basic plus

(AIM, Analytik in Milch GmbH)
(Chr. Hansen GmbH, 600897)
(IDEXX GmbH, 06-01916-04)

(Tecan GmbH)
(MAGV GmbH, Laborbedarf/-gerate)
(Bandelin electronic GmbH & Co.
KG)
(Heidolph GmbH)
(Heidolph GmbH)
(Lab Line Instruments)
(WTW GmbH)
(Shimadzu Corporation)
(Sartorius AG)
(Sartorius AG)

Variable Pipetten 0,5-10 ul, 10-100 pul, 100-1000 pul  (Eppendorf Geratebau GmbH)

Variable 12-Kanalpipette 10-100 pl, 30-300 pl

Vortex Genie 2

Zentrifuge Sepatech Varifuge RF

Zentrifuge Multifuge 3 S-R

3.1.8 Sonstige Materialien

Enzymimmuntests:

Mikrotiterplatten ImmunoPlate MaxiSorb
Dialysierschlauche 6 mm Durchmesser

(Eppendorf Geratebau GmbH)
(Scientific Industries Inc.)
(Heraeus-Christ GmbH)
(Heraeus-Christ GmbH)

(Nunc GmbH, 439454)
(SERVA Electrophoresis GmbH,
44139)
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Datenverarbeitung:
Ridawin Software (Version 1.38) (R-Biopharm AG)

3.2 Methoden

Zur Untersuchung der Kuhmilchproben wurde ein integriertes Nachweissystem verwendet,
das auf Rezeptorbindungstests, einem mikrobiologischen Hemmstofftest und mehreren
Enzymimmuntests (Enzyme immunoassay, EIA) basiert. Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag
dabei, wie auch bei der Untersuchung der Ziegenmilchproben, auf den Enzymimmuntests
zum Nachweis von Penicillin G und Penicillin G-Metaboliten. Im folgenden wird zunachst
die Etablierung der Enzymimmuntests zum Nachweis von Penicillin G und Penicillin G-
Metaboliten sowie die Durchfihrung der weiteren verwendeten Enzymimmuntests, des
mikrobiologischen Hemmestofftests und der Rezeptorbindungstests beschrieben, anschlie3end
die Untersuchung der Kuhmilchproben mit dem integrierten Nachweissystem und die

Untersuchung der Ziegenmilchproben auf Penicillin G und Penicillin G-Metaboliten.

3.2.1 Etablierung und Durchfihrung der Nachweisverfahren
3.21.1 Enzymimmunologische Nachweise
3.2.1.11 Gruppenspezifischer Enzymimmuntest zum Nachweis von Penicillinen

Zur Erfassung der Penicilline wurde das von STRASSER et al. (2003) beschriebene
Antiserum verwendet. AuRerdem wurde ein Ampicillin-Konjugat in Anlehnung an die von

LITZ (1995) beschriebene Kopplungsmethode hergestelit.

3.2.1.1.1.1  Herstellung und Uberpriifung des Ampicillin-Enzym-Konjugates

Ampicillin wurde mittels Carbodiimid-Methode mit Meerrettichperoxidase markiert (LITZ,
1995). Bei dieser einstufigen Reaktion entsteht an der Carboxylgruppe des Thiazolidin-Ringes
der R-Laktam-Antibiotika durch das im Uberschuss zugegebene Carbodiimid (1-Ethyl-3(3-
Dimethylaminopropyl-)Carbodiimid) ein O-Acylisoharnstoff, der mit freien Aminogruppen
des Enzyms unter Bildung eines Amids und eines Harnstoffderivates reagiert
(GOODFRIEND et al., 1964; WONG, 1993).
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Hierzu wurden 20 mg Ampicillin und 11 mg Carbodiimid jeweils in 5,0 bzw. 0,5 ml A. dest.
gel6st und zu wassriger Meerrettichperoxidase-Losung (23 mg HRP/1,5 ml A. dest.) gegeben.
Das molare Verhéltnis von Antibiotikum zu Protein betrug 100:1. Nach einer Inkubationszeit
von 24 h bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss wurde das Kopplungsprodukt gegen PBS
dialysiert (3 x 5 l). Anschliel3end wurde das Konjugat portioniert und bei -18 °C aufbewahrt.
Die Quantifizierung des Gehaltes an Meerrettichperoxidase in der Enzym-Konjugatldsung
erfolgte photometrisch anhand einer fur Meerrettichperoxidase erstellten Eichkurve, die durch
Messung der Extinktion in einem Konzentrationsbereich von 0,05 — 1 ng/ml PBS bei 403 nm

erstellt wurde.

Zur Optimierung des EIA wurden anschlieRend die geeigneten Kombinationen der
verschiedenen Konjugat- und Antiserumverdinnungen mittels doppelter Schachbrett-
Hemmtitration (Abbildung 3.1) ermittelt. Hierzu wurde eine Mikrotiterplatte mit dem
gruppenspezifischen Antiserum gegen Penicilline in vier verschiedenen Verdinnungen
(2:1000, 1:2000, 1:3000 und 1:4000 in Bicarbonatpuffer) beschichtet (jeweils 100 pl/Kavitat)
und Uber Nacht bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Nach Ausschlagen der Platte wurden
freie Proteinbindungsstellen mit 2 % Casein/PBS (200 pl/Kavitat) 30 min bei RT abgesattigt.
Zum Entfernen nicht gebundener Reagenzien wurde die Platte dreimal mit Waschlésung
gewaschen und trockengeschlagen. In die Kavitaten der linken Plattenhélfte wurde 10 %
Magermilch/A. dest. und in die Kavitaten der rechten Plattenhalfte 25 ng Penicillin G/ml 10
% Magermilch/A. dest. pipettiert (50 pl/Kavitat). Das Konjugat wurde in drei verschiedenen
Verdinnungen (1:800, 1:1000 und 1:2000 in 1 % Casein/PBS, 50ul/Kavitat) auf die Platte
pipettiert. Nach zweistindiger lichtgeschitzter Inkubation bei RT wurde die Platte erneut
gewaschen und trockengeschlagen. Danach wurden pro Kavitat 100 pl
Enzymsubstrat/Chromogenlosung pipettiert und die Farbreaktion nach 10-20 min mit 1 mol/l
Schwefelsaure (100 pl/Kavitat) gestoppt. Die Auswertung des Tests erfolgte mittels Messung
der Extinktion bei einer Wellenlange von 450 nm (ELISA-Auto-Reader, Software
RIDAWIN). Fur die weiteren Versuche wurden diejenigen Antiserum- und
Konjugatverdiinnungen ausgewahlt, die im antibiotikafreien Ansatz Extinktionen von 0,8 -
1,2 Einheiten ergaben und den groRten Extinktionsunterschied o) (BZ®ischen
antibiotikafreiem (B) und antibiotikahaltigem (B) Ansatz aufwiesen.
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Abbildung 3.1: Plattenbelegung (,Schachbrett-Tritration®) zur Ermittlung der optimalen
Immunreagenz-Konzentration durch doppelte Austitration von Antiserum
gegen Enzymkonjugat ohne (Spalte 1 - 6) bzw. mit einer konstanten
Menge Antibiotikum (Spalten 7 - 12)

3.2.1.1.1.2  Durchfihrung des Enzymimmuntests

Zur Durchfuhrung des direkten kompetitiven Enzymimmuntests wurden Mikrotiterplatten mit

dem gruppenspezifischen Antiserum gegen Penicilline (in Bicarbonat-Puffer) beschichtet
(100 pl/Kavitat) und Uber Nacht bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Nach dem Absattigen

freier Bindungsstellen mit 2 % Casein/PBS-LOsung (30 min, RT) wurde die Platte dreimal mit

Waschlosung gewaschen und trockengeschlagen. Anschlielend wurden jeweils 50 pl

Penicillin G-Standards bzw. Proben und 50 pl Ampicillin-Enzymkonjugat (siehe Tabelle 3.5)

hinzu gegeben und 2 h bei RT inkubiert. Zur Entfernung ungebundener Reaktionspartner

wurde die Platte erneut gewaschen und trockengeschlagen. Danach erfolgte die Zugabe der

Enzymsubstrat/Chromogenlosung (100 pl/Kavitat). Nach ausreichender Farbentwicklung (10-

20 min) wurde die Umsetzungsreaktion mit 1 mol/l Schwefelsaure (100 upl/Kavitat) gestoppt

und anschliel3end die Extinktion bei einer Wellenlange von 450 nm photometrisch gemessen
(ELISA-Auto-Reader, RIDAWIN-Software).
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3.2.1.1.1.3 Uberprifung der Sensitivitat und Reproduzierbarkeit des Testsystems

Zur Ermittlung der Sensitivitat und Reproduzierbarkeit des Enzymimmuntests wurden
Standardkurven Uber den gesamten Untersuchungszeitraum hinweg ausgewertet. Hierzu
wurden jeweils die Testparameter 50%-Inhibitionsdosis {Bidd Nachweisgrenze (NWG)
herangezogen. Als NWG wurde jeweils die Konzentration gewertet, deren Extinktion ein
Drittel der 50 %-Dosis betrug. Dieser Wert entsprach annahernd der 70 §«De&ss der

Standardkurve.

3.2.1.1.1.4  Uberpriifung der Spezifitat des Testsystems

Zur Uberprifung der Spezifitit des Antiserums wurden Kompetitionsversuche mit
Penicillinen (Ampicillin, Amoxicillin, Cloxacillin, Dicloxacillin, Oxacillin, Nafcillin) und mit

den durch alkalische Hydrolyse erzeugten Derivaten von Penicillin G durchgefiihrt. Fiur jede
dieser Substanzen wurden Standardkurven in einem Bereich von 0,032 ng/ml bis 100 ng/ml
angelegt, die 50%-Inhibitionsdosis bestimmt und unter Berilicksichtigung des
Molekulargewichts der Uberpriften Substanzen die relative Kreuzreaktivitat nach folgender

Formel ermittelt:

50%-—Inhibitionsdosis R (nmol/ml)

relative Kreuzreaktion (%) = x 100
50%-Inhibitionsdosis X (nmol/ml)

(R = Referenzantibiotikum Penicillin G; X = Testantibiotikum)

Die mit MRL belegten Cephalosporine (Cefapiri@efoperazon,Cefazolin, Ceftiofur,
Cefalexin, Cefquinom, Cefalonium, Cefacetril) wurden in dem jeweiligen MRL

entsprechender Konzentration in das Testsystem eingesetzt.
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3.21.1.2 Enzymimmuntest zum Nachweis von Penicillin G-Metaboliten

(Benzylpenicilloylsaure)

Dieses Testsystem basiert auf polyklonalen Antikérpern gegen hydrolysiertes Penicillin G
(Benzylpenicilloylsaure, BPO) und einem Penicillin G-HRP-Konjugat und wird nachfolgend
als BPO-EIA bezeichnet. Dieser EIA erwies sich als hochspezifisch fur BPO (LITZ, 1995).

3.2.1.1.2.1  Testdurchfihrung und Auswertung

Zur Herstellung des BPO-Standards wurde 1 mg Penicillin G in 1 ml Methanol geldst, 20 pl 1
mol/l NaOH hinzugegeben und tber Nacht zur Hydrolyse bei RT inkubiert. Mikrotiterplatten
wurden mit dem Antiserum gegen BPO, in einer Verdinnung von 1:1000 in Bicarbonat-
Puffer, beschichtet (100 pl/Kavitdt) und ebenfalls Gber Nacht bei RT inkubiert. Nach
Ausschlagen der Platte wurden freie Proteinbindungsstellen mit 2 % Casein/PBS (200
pl/Kavitat) 30 min bei RT abgesattigt. Nach einem Wasch- und Trockenschritt wurden
gleichzeitig BPO-Standards bzw. Proben und Penicillin G-Enzymkonjugat (siehe Tabelle 3.5)
hinzugegeben (jeweils 50 ul/Kavitat) und 2 h lichtgeschitzt bei RT inkubiert. Nach einem
weiteren Waschschritt erfolgte die Zugabe der Enzymsubstrat/Chromogenlésung (100
pI/Kavitat). Nach ausreichender Farbentwicklung (10-20 min) wurde der Substratumsatz mit
1 mol/l Schwefelsaure (100 ul/Kavitat) gestoppt und anschlie3end die Extinktion bei einer
Wellenlange von 450 nm photometrisch gemessen (ELISA-Auto-Reader, RIDAWIN-

Software).

3.2.1.1.2.2 Uberprifung der Sensitivitat und Reproduzierbarkeit des Testsystems

Die Ermittlung der Sensitivitat und Reproduzierbarkeit des EIA erfolgte wie unter 3.2.1.1.1.3
beschrieben. Zusatzlich wurden im Hinblick auf die Uberprifung der Anwendbarkeit des
Verfahrens Standardkurven sowohl in Puffer (PBS) als auch in 5 %- und 2,5 %-iger
Magermilch-PBS-Losung (in PBS rekonstituiertes Magermilchpulver) in  einem
Konzentrationsbereich von 40 - 0,039 ng/ml angelegt (FLOSS 1997).
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3.2.1.1.3 Enzymimmuntest zum Nachweis von Isoxazolylpenicillinen

(Cloxacillin, Dicloxacillin, Oxacillin)

Dieser, von DIETRICH et al. (1996) beschriebene indirekte kompetitive EIA basiert auf
monoklonalen Antikérpern gegen das Isoxazolylpenicillin Cloxacillin, zu deren Herstellung
Cloxacillin-HSA als Immunogen diente. Dieser Enzymimmuntest wird nachfolgend als
Cloxacillin-EIA bezeichnet. Die Kreuzreaktionen dieses Tests sind in Tabelle 3.1 aufgefuhrt.

3.2.1.1.3.1  Testdurchfihrung und Auswertung

Mikrotiterplatten wurden mit Cloxacillin-Glukose-Oxidase (Verdinnung 1:3000 in
Bicarbonat-Puffer, siehe Tabelle 3.6) beschichtet (100 pl/Kavitat) und Uber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Absattigen freier Bindungsstellen mit 2 % Casein/PBS-
Lésung (30 min, RT) und einem Wasch- und Trockenschritt wurden gleichzeitig Cloxacillin-
Standards bzw. Proben und monoklonale Antikérper gegen Isoxazolylpenicilline
hinzugegeben (jeweils 50 pl/Kavitat) und 1 h bei RT inkubiert. Zur Entfernung ungebundener
Reaktionspartner wurde die Platte erneut gewaschen und trockengeschlagen und anschliel3end
Kaninchen-Anti-Maus-IgG-Meerrettichperoxidase hinzugegeben (100 pl/Kavitat). Nach 1 h
Inkubation bei RT erfolgte die Zugabe der Enzymsubstrat/Chromogenlésung (100 pl/Kavitat).
Nach ausreichender Farbentwicklung (10-20 min) wurde die Umsetzungsreaktion mit 1 mol/l
Schwefelsaure (100 pl/Kavitat) gestoppt und anschlieend die Extinktion bei einer
Wellenlange von 450 nm photometrisch gemessen (ELISA-Auto-Reader, RIDAWIN-

Software).

3.2.1.14 Enzymimmuntest zum Nachweis von Streptomycin

Zur Erfassung von Streptomycin wurde der von SCHNAPPINGER et al. (1993) beschriebene
kompetitive direkte Enzymimmuntest eingesetzt, der sich aufgrund der hohen

Kreuzreaktionen auch fur den Nachweis von Dihydrostreptomycin eignet. Bei diesem

Testsystem wird die ,Double Antibody Solid Phase“-Technik, modifiziert nach ARKAWA et

al. (1981), angewandt. Dabei dient ein zweiter, gegen Kaninchen-lgG gerichteter Antikorper
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(Ziege-Anti-Kaninchen-1gG) als Festkérperphase, an den die spezifischen Antikérper gegen

Streptomycin gebunden werden.

3.2.1.1.4.1  Testdurchfihrung und Auswertung

Zur Durchfihrung des Enzymimmuntests wurden Mikrotiterplatten mit Anti-Kaninchen-IgG-
Serum in einer Konzentration von 10 pg/ml in Bicarbonatpuffer (100 pl/Kavitat) beschichtet
und Uber Nacht bei RT inkubiert (siehe Tabelle 3.5). Nach Ausschlagen der Platten wurden
freie Bindungsstellen mit 2 %-iger Casein/PBS-L6sung (200 pl/Kavitat) 30 min abgesattigt,
anschlieRend die Platten dreimal mit Waschldsung gewaschen und erneut ausgeschlagen.
Daraufhin wurde Streptomycin-Standard bzw. Probe (35 pl/Kavitét), Streptomycin-Enzym-
Konjugat (35 pl/Kavitat) und Antiserum (35 pl/Kavitat) zugegeben (siehe Tabelle 3.5) und 2

h bei RT inkubiert. Ungebundene Reaktionspartner wurden nachfolgend durch einen
Waschschritt entfernt. Nach Zugabe von Substratlosung (100 pl/Kavitat) wurde die
Farbreaktion mit 1 mol/l Schwefelsdure gestoppt und die Extinktion bei einer Wellenlange

von 450 nm gemessen.

3.21.15 Enzymimmuntest zum Nachweis von Tetracyclin

Dieser, von LANG et al. (1992) entwickelte, indirekte kompetitive EIA basiert auf
polyklonalen Antikbrpern gegen Tetracyclin und ist aufgrund der beschriebenen

Kreuzreaktionen auch zum Nachweis von Chlortetracyclin geeignet (Tabelle 3.2).

3.2.1.1.5.1  Testdurchfihrung und Auswertung

Mikrotiterplatten wurden mit Tetracyclin-3-Casein (1,6 pg/ml Bicarbonatpuffer, 100

pI/Kavitat) beschichtet und Gber Nacht bei RT in einer feuchten Kammer belassen. Nach
Ausschlagen der Platten wurden freie Bindungsstellen durch 30-minttige Inkubation mit 2 %
Casein/PBS-Losung (200 ul/Kavitat) abgesattigt. Im Anschluss an einen Wasch- und
Trockenschritt wurden gleichzeitig Tetracyclin-Standards bzw. Proben und das Antiserum

gegen Tetracyclin hinzugegeben (jeweils 50 pl/Kavitat, siehe Tabelle 3.6) und 1 h bei RT
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inkubiert. Zur Entfernung ungebundener Reaktionspartner wurde die Platte erneut gewaschen
und trockengeschlagen und anschlieRend Anti-Kaninchen-lgG-Peroxidase hinzugegeben (100
pl/Kavitat). Nach 1 h Inkubation bei RT erfolgte die Zugabe der
Enzymsubstrat/Chromogenlosung (100 pl/Kavitat, siehe Tabelle 3.6). Nach ausreichender
Farbentwicklung (10-20 min) wurde die Umsetzungsreaktion mit 1 mol/l Schwefelsaure (100
pl/Kavitat) gestoppt und anschlieBend die Extinktion bei einer Wellenlange von 450 nm
photometrisch gemessen (ELISA-Auto-Reader, RIDAWIN-Software).

3.2.1.1.6 Enzymimmuntest zum Nachweis von Ampicillin

Bei diesem von DIETRICH et al. (1998) entwickelten direkten kompetetiven
Enzymimmuntest, der sich aufgrund der hohen Kreuzreaktionen auch fiir den Nachweis von
Amoxicillin eignet, wird ebenfalls die ,Double Antibody Solid Phase“-Technik angewandt.
Die Kreuzreaktionen dieses Tests sind in Tabelle 3.3 aufgefihrt.

3.2.1.1.6.1  Testdurchfihrung und Auswertung

Zur Durchfihrung des Enzymimmuntests wurden Mikrotiterplatten mit Anti-Maus-IgG-
Serum in einer Konzentration von 10 pg/ml in Bicarbonatpuffer (100 pl/Kavitat) beschichtet
und Uber Nacht bei RT inkubiert. Nach Ausschlagen der Platten wurden freie Bindungsstellen
mit 2 %-iger Casein/PBS-Losung (200 pl/Kavitat) 30 min abgesattigt, anschlieRend die
Platten dreimal mit Waschlésung gewaschen und erneut ausgeschlagen. Daraufhin wurde das
Maus —Serum in die Kavitaten pipettiert und nach einer weiteren Stunde das Ampicillin-HRP-
Konjugat und die Standards bzw. Proben zugegeben. Nach einer einstiindigen
Inkubationsphase wurden ungebundene Reaktionspartner durch einen Waschschritt entfernt.
Nach Zugabe von Substratlosung (100 pl/Kavitat) wurde die Farbreaktion mit 1 mol/l

Schwefelsaure gestoppt und die Extinktion bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen.
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3.2.1.2 Mikrobiologische Hemmstofftests und Rezeptorschnelltests

3.21.21 Testdurchfiihrung und Auswertung des mikrobiologischen Testsystems

Die Durchfuhrung des Brillantschwarz-Reduktionstests (BRT) erfolgte entsprechend den
Herstellerangaben. Zur Testvorbereitung wurde ein Wasserbad auf 64 °C + 0,5 °C vorgeheizt.
Je Testplatte wurden vier Negativ-Kontrollen (pasteurisierte Konsummilch) sowie vier
Positiv—Kontrollen (Negativkontrollmilch mit Zusatz von Penicilin G (4 ng/ml))
mitangesetzt. Weiterhin wurde ebenfalls im Vierfachansatz pasteurisierte Konsummilch mit
Zusatz von 2 ng/ml Penicillin G und Penicillinase-behandelte Positivkontrollmilch eingesetzt.
Die zu untersuchende Milchprobe wurde in der Regel unverdinnt, in mehreren Verdiinnungen
und nach Penicillinase-Behandlung (20 pl/ml Probe, 30 min) jeweils im Vierfachansatz

pipettiert.

Zur Durchfihrung des BRT wurde zunachst die Schutzfolie von den bendétigten
Kavitatenstreifen entfernt und diese in dem zugehorigen Halterahmen befestigt. Anschliel3end
wurden die Milchproben und Kontrollen pipettiert (100 pl/Kavitat), die Kavitdten mit
Klebefolie verschlossen und die Streifen frei schwimmend im Wasserbad inkubiert. Nach 2,5
h £ 15 min wurde der Test aus dem Wasserbad entnommen und die Farbentwicklung der
Negativkontrolle (gelbe Entfarbung) beurteilt. Die Milch wurde aus den Kavitaten
abgeschuttet, mit Aqua dest. vorsichtig nachgespilt und die Kavitaten auf einem Papiertuch
ausgeklopft. Die Farbentwicklung wurde auf der Unterseite der Kavitdten beurteilt und mit
derjenigen der Kontrollansatze verglichen. Die visuelle Auswertung entsprach der in der
Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB beschriebenen Methode
L 01.00-11 [Suchverfahren auf das Vorhandensein von Antiinfektiva in Milch. Agar-
Diffusionsverfahren mit B. stearothermophilus (Brillantschwarz-Reduktionstest)]. Bei
negativem Ergebnis weist die Kavitat denselben Farbton wie die Negativ-Kontrolle auf (gelb),
bei positivem Ergebnis weicht die Kavitat in ihrem Farbton von der Negativ-Kontrolle ab.
Zusatzlich zur visuellen Auswertung erfolgte zu Dokumentationszwecken eine instrumentelle
Auswertung, die mit Hilfe des ELISA-Auto-Readers durchgefiihrt wurde (Messwellenlange
450 nm).
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3.21.2.2 Testdurchfihrung und Auswertung der Rezeptorschnelltests

Die Durchfuhrung der Schnelltestf3eta s.t.a.r. und SNAP-Test erfolgte nach

Herstellerangaben. Zur Testvorbereitung wurde der entsprechende Heizblock auf 47,5 °C +
0,5 °C (Beta s.t.a.r.) bzw. 45 °C £ 0,5 °C (SNAP-Test) vorgeheizt. Die zu untersuchende
Milchprobe wurde sowohl unbehandelt als auch nach Behandlung mit Penicillinase (20 pl/ml

Probe, 30 min) in die Testsysteme eingesetzt.

Testdurchfiihrung Reta s.t.a.r.

Das im Testkit enthaltene Lyophilisat wurde in 1,35 ml kalten, destilliertem Wasser gelost

und zu je 25 pl-Portionen in Eppendorf-Gefal3e pipettiert (Reta s.t.a.r. 100). Beim

gebrauchsfertigen RBeta s.t.a.r. 25 entfiel die Herstellung dieser Losung. Anschliel3end wurden
100 ul (RBeta s.t.a.r. 100) bzw. 200 ul (Beta s.t.a.r. 25) der zu untersuchenden Milch in die
ReaktionsgefalRe bzw. Eppendorf-Gefal3e Uberfiihrt, mittels Vortex gemischt und bei 47,5 °C
3 min im Heizblock inkubiert, danach je ein Teststreifen in die LOosung gegeben und weitere 2
min im Heizblock inkubiert. AbschlieRend wurde der Teststreifen aus dem Gefal3 entnommen
und das Ergebnis abgelesen, indem Testbande und Kontrollbande verglichen wurden. Bei
negativem Ergebnis ist die Testbande breiter als die Kontrollbande, bei positivem Ergebnis ist
die Testbande nicht oder im Vergleich zur Kontrollbande nur sehr schwach ausgebildet. Bei

fehlener Ausbildung der Kontrollbande ist das Ergebnis unguiltig.

Testdurchfuhrung SNAP-Test
Zur Durchfuhrung des SNAP-Beta-Lactam Tests wurde eine Testeinheit (,SNAP-Tester"),

eine Pipette und ein Probenréhrchen, das jeweils ein Reagenzkiigelchen enthalt, verwendet.
Der SNAP-Tester wurde in den Heizblock gestellt. Die grundlich gemischte Milchprobe
wurde mit der mitgelieferten Pipette bis zur Markierung aufgezogen (450 ul = 50 ul), die
Probe in das Probenrdhrchen pipettiert, zum Auflosen des Reagenzkiigelchens gevortext und
anschlieBend im vorgeheizten Heizblock 5 min bei 45 °C inkubiert. Danach wurde der Inhalt
des Probenréhrchens in die Testkammer des SNAP-Testers gefillt. Sobald die Probe, die
aufgrund der Kapillarwirkung entlang der Testmembran flief3t, das ,Aktivierungsauge®
passiert, wurde der Ausloser des SNAP-Testers kraftig gedrickt. Nach weiteren 4 min
Inkubationszeit wurde der SNAP-Tester aus dem Heizblock genommen und das Ergebnis

visuell abgelesen. Bei negativem Ergebnis ist das Probenfeld dunkler als das Kontrollfeld, bei
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positivem Ergebnis ist das Probenfeld maximal gleich oder aber weniger intensiv blau gefarbt
als das Kontrollfeld. Das Ergebnis ist ungultig, wenn auch im Bereich des Kontrollfelds keine
Farbentwicklung des Beschichtungspunktes erkennbar ist.

3.2.2 Untersuchung der Kuhmilchproben mittels integriertem Nachweissystem
3.2.2.1 Probenvorbereitung und kiinstliche Kontaminierung

Die Kuhmilchproben wiesen bei Probeneingang in der Regel einen gefrorenen Zustand auf.
Die Lagerung der Proben erfolgte bei —18 °C, am Tag der Untersuchung wurden sie im
Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und im Anschluss der pH-Wert bestimmt.

Zur Herstellung der Positiv—Kontrollen wurde pasteurisierte Konsummilch durch Zugabe von
entsprechend verdinnten Standardldsungen mit dem jeweiligen Analyten versetzt (siehe
Tabelle 3.5 und 3.6). Im Falle des BPO-EIAs wurde zusétzlich mit Penicillin G dotierte und

mit Penicillinase behandelte Milch als Positiv-Kontrolle eingesetzt.

Mikrobiologische Hemmstofftests und Rezeptorschnelltests

FiUr den Einsatz im Rezeptorschnelltest wurde ein Teil der zu untersuchenden Milchprobe mit
Penicillinase (20 ul/ml Probe) behandelt und anschlielRend sowohl die unbehandelte als auch

die mit Penicillinase behandelte Milch mittels Rezeptorschnelltest untersucht.

Fur die Untersuchung mittels mikrobiologischem Hemmstofftest wurde ebenfalls eine

unbehandelte und eine mit Penicillinase vorbehandelte Teilmilchprobe bendtigt. Diese
wurden unverdinnt und in verschiedenen Verdinnungen in den Test eingesetzt. Falls
erforderlich wurde auf3erdem ein Teil der zu untersuchenden Probe zum Ausschluss von
hitzelabilen origindren Hemmstoffen 10 min bei 80 °C im Wasserbad erhitzt und

anschlieBend in das Testsystem eingesetzt (GRIFFITHS, 1986). Bei Verdacht auf
Anwesenheit von Sulfonamiden in der Milchprobe wurden 1 ml der Probe mit 100 pl einer

wassrigen PABA-LOsung (2,5 mg/ml) versetzt, griundlich durchmischt und 30 min bei

Raumtemperatur inkubiert. Proben, die nach Zusatz von PABA keine deutlich herabgesetzte
Hemmung des Testkeims im BRT hervorriefen, wurden als sulfonamidhaltig eingestuft

(SUHREN und HEESCHEN, 1996).
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Enzymimmunologische Nachweise

Vor dem Einsatz in die enzymimmunologischen Nachweissysteme wurde die Milch durch
Zentrifugieren (1942 x g, 4 °C, 15 min) entfettet. Die Proben wurden je nach Testsystem und
gegebenenfalls vorliegendem Vorbericht bzw. Ergebnis einer Voruntersuchung in verschieden
hohen Verdinnungen im Vierfachansatz in den jeweiligen EIA eingesetzt (siehe Tabelle 3.5
und 3.6). Zur Identifizierung von R-Lactam-Antibiotika wurde im Bedarfsfall in einem
Parallelansatz ein Teil der Milchprobe mit Penicillinase inkubiert und anschlieRend im

Testsystem eingesetzt.
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Tabelle 3.5: Reagenzien und Reaktionsbedingungen der direkten Enzymimmuntests

Nachweisverfahren PenicillinEIA BPOEIA StreptomycinEIA

Antiserum gruppenspezifisches  BPO-Antiserum Streptomycin-Antiserum
Penicillin-Antiserum

Verdinnung 1:1 000 1:1 000 1:10 000

in Bicarbonatpuffer Bicarbonatpuffer PBS

Enzymkonjugat Ampicillin- Pen G- Streptomycin-

Meerrettichperoxidase Meerrettichperoxidase Meerrettichperoxidase

Verdinnung 1:1 500 1:15 000 1:40 000
in 1 % Casein-PBS-Ldsund % Casein-PBS-Losund %Tween 20/PBS
Standard-Stammldsung 1 mg Penicillin G/ 1 mg BPO/ml Methanol 1 mg Streptomycin/

Verdinnung in

Konzentrationsbereich

Antigenfreie Lésung
(Leerwert)

Aufbereitung von
Milchproben

Verdinnung

Penase-Behandlung

Verdinnung

Kinstliche
Kontamination
(Positivkontrollen)

ml PBS (siehe 3.2.1.1.2.1) ml PBS

10 % Magermilch/ 2,5 % Magermilch/PBS PBS
A. dest
0,032 ng/ml —100 ng/ml 0,039 ng/ml —40 ng/ml 0,048 ng/ml —50 ng/ml

10 % Magermilch/ 2,5 % Magermilch/ PBS
A. dest PBS

Zentrifugieren Zentrifugieren Zentrifugieren
(1942 x g, 4 °C, 15 min) (1942 x g, 4 °C, 15 min) (1942 x g, 4 °C, 15 min)

1:3, 1.9, 1:27 1:2, 1:4 in PBS 1:3, 1:9, 1:27 in PBS
in 10 % Magermilch/
A. dest

20 pl/ml Probe, 30 min 20 pl/ml Probe, 30 min entfallt

1:3, 1:9, 1.27 1:2,1:4in PBS

in 10 % Magermilch/

A. dest.

2-8 ng Penicillin G/ml  15-20 ng BPO/ml 10-50 ng

pasteurisierte Milch pasteurisierte Milch, Streptomycin/mi
Penase-Behandlung pasteurisierte Milch
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Tabelle 3.6: Reagenzien und Reaktionsbedingungen der indirekten Enzymimmuntests

Nachweisverfahren Cloxacillin-EIA TetracyclinEIA

Beschichtung Cloxacillin-Glukoseoxidase Tetracyclin-3-Casein

Verdinnung/Konzentration 1:3 000 1,6 pg/ml (2:125)

in Bicarbonatpuffer Bicarbonatpuffer

Antikdrper/Antiserum Monoklonale Antikdrper gegen  Tetracyclin-Antiserum
Cloxacillin

Verdunnung/Konzentration 40 ng/ml 1:500

in 1 % Casein/PBS 1 % Casein/PBS

Enzym-Konjugat Kaninchen-Anti-Maus-IgG- Schwein-Anti-Kaninchen-1gG-
Meerrettichperoxidase Meerrettichperoxidase

Verdinnung 1:5 000 1:3 000

in 1 % Casein/PBS 1 % Casein/PBS

Standard-Stammldsung 1 mg Cloxacillin/ml PBS 1 mg Tetracyclin/ml PBS

Verdinnung in 12 % Magermilch/Aqua dest. PBS

Konzentrationsbereich 60 ng/ml — 0,247 ng/ml 5,0 ng/ml- 0,021 ng/ml

Antigenfreie Losung 12 % Magermilch/Aqua dest. PBS

(Leerwert)

Aufbereitung von Zentrifugieren (1942 x g, 4 °C, Zentrifugieren (1942 x g, 4 °C,

Milchproben 15 min) 15 min)

Verdinnung 1:3,1:9,1:27in 12 % 1:30, 1:60, 1:120 in PBS

Magermilch/Aqua dest.

Penase-Behandlung 200 pl/ml Probe, 30 min entfallt
Verdinnung 1:3, 1:9, 1:27 in 12 % Magermilch/
Aqua dest.

Kinstliche Kontamination 30 ng Cloxacillin/ml pasteurisierte 50 mg Tetracyclin/ml pasteurisierte
(Positivkontrollen) Milch Milch
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3.2.2.2 Durchfihrung der Untersuchungen von Kuhmilch auf Penicillin-

Rickstande

Das integrierte Nachweissystem wurde jeweils stufenweise durchgefiihrt (Abbildung 3.2):
Der erste Untersuchungsschritt bestand aus der Nachuntersuchung der vorberichtlich
hemmstoffpositiven Anlieferungsmilch mittels mikrobiologischem Hemmstofftest (BRT). Bei
positivem Ergebnis war hier bereits ein Abschéatzen der Wirkstoffkonzentration Uber die
Proben-Verdinnungsreihe méglich. Zusatzlich wurde die mit Penicillinase behandelte Milch
mittels BRT untersucht. Zeigte der BRT im Falle der Penicillinase -behandelten Probe ein
positives Ergebnis an, wurde davon ausgegangen, dass es sich entweder um ein falsch
positives Ergebnis handelte (unspezifische Hemmreaktion) oder, und dies mit wesentlich
hoherer Wahrscheinlichkeit, dass dieses Resultat durch ein penasestabiles R-Lactam-
Antibiotikum oder ein nicht zu der Gruppe der 3-Lactame zugehdriges Antibiotikum (evtl.

zusatzlich zu vorhandenen 3-Lactam-Antibiotika) verursacht wurde.

Als nachster Untersuchungsschritt wurden die beiden Rezeptorschnelltests fur R-Lactam-
Antibiotika (Beta s.t.a.r. und SNAP-Test) zur Bestatigung der Resultate durchgefihrt.
Aufgrund der unterschiedlichen Empfindlichkeit der beiden Testsysteme fur die
verschiedenen Antibiotika konnten hier bei unterschiedlichen Ergebnissen Rickschlisse auf
das auslosende Agens gezogen werden. Zusétzlich lieferte die Untersuchung der mit Penase
behandelten Probe weitere Hinweise auf das moégliche Vorkommen von penasestabilen 13-

Lactam-Antibiotika.

Wurde das Vorhandensein von [-Lactam-Antibiotika mittels der genannten
Untersuchungsschritte bestétigt, wurden anschlieBend die EIA zur Identifizierung und
Quantifizierung der fraglichen R-Lactame durchgefiihrt. Konnten [3-Lactam-Antibiotika als
Ursache fur den hemmstoffpositiven Befund ausgeschlossen werden, wurden andere

Enzymimmuntests, wie z. B. der EIA fur Tetracycline oder Streptomycin durchgefihrt.

Zur ldentifizierung und Quantifizierung der R-Lactame (Abbildung 3.3) wurde die
Milchprobe zunachst mittels des Penicillin- EIA untersucht. Zeigte sich hier ein positives
Resultat, jedoch ein negatives Resultat nach Penicillinase -Behandlung der Probe, konnte nun
mit Hilfe des BPO- EIAs die Anwesenheit von Penicillin G bestatigt werden bzw. mit Hilfe

des EIA fur Ampicillin und Anmoxicillin die Anwesenheit dieser [3-Lactame. Die jeweilige
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Wirkstoffkonzentration errechnete sich anhand der Standardkurven der EIAs. Erwies sich die
Penicillinase -behandelte Probe im Penicillin-EIA allerdings als positiv, wurde im folgenden
der Cloxacillin-EIA durchgefiihrt, um eventuell vorhandene Isoxazolylpenicilline zu

identifizieren und quantifizieren.

Proben, die im BRT und in den Rezeptorschnelltests positive, im Penicillin-EIA allerdings
negative Ergebnisse ergaben, wurden als ,cephalosporinhaltig” eingruppiert. Zur
Feindifferenzierung dieser Gruppe wurden zeitgleich mit dieser Arbeit weitere Testsysteme
entwickelt (THAL, 2006; MEIER, 2008).

Tabelle 3.7: Analysensystem zur Differenzierung von 3-Laktam-Ruckstanden in Milch

Enzymimmunologisches Testsystem

Penicilline Isoxazolyl Ampicillin/  Penicillin Ceftiofur Cefquinom Cefalexin

gruppen- Penicilline Amoxicillin G

spezifisch Metabolit
Penicillin G + - - (+)* - - -
Penicillin V + - - - - - -
Ampicillin + - +- - - - -
Amoxicillin + - +- - - - -
Oxacillin + + - - - - -
Cloxacillin + + - - - -
Dicloxa- + + - - - - -
cillin
Nafcillin + - - - - - -
Ceftiofur - - - - + - -
Cefquinom - - - - - + .
Cefalexin - - - - - - +

+ Wirkstoff < MRL oder nahe MRL-Bereich nachweisbar
+- Wirkstoff nachweisbar im Bereich von 5-10 x MRL
- Wirkstoff nicht nachweisbar

* Wirkstoff nach Penicillinase-Behandlung nachweisbar
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Untersuchungsschritt I:
Mikrobiologisches Testsysten
A 4
Positives Ergebnig
A 4
+ Penase
"__ Weitere
_ Abschatzen der »| positiv » Enzymimmuntests,
erkstoffkonz"entratlon u'be 2.B. fiir Tetracycline
Probenverdinnungsreihe
A 4
negativ
\4 ;

Untersuchungsschritt 1I: Rezeptortegts

\ 4

fur R-Lactam-Antibiotika
(SNAP-Test, Reta-s.t.a.r.)
Y
Positives Ergebni » R-Lactam-Antibiotikum
A\ 4
+ Penase
Negatives Positives
Ergebnis Ergebnis

\ 4

Penase-labiles
R-Lactam-Antibiotikum

Penase-stabiles
R-Lactam-Antibiotikum

A 4

Untersuchungsschritt 111

Enzymimmuntests

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Durchfilhrung des integrierten

Nachweissystems
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Gruppenspezifischer EIA zum
Nachweis von Penicillinen
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Abbildung 3.3: Typische Testsequenz beim Einsatz der Enzymimmuntests zur Identifizierung
und Quantifizierung von [-Lactam-Antibiotika im integrierten
Analysensystem
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3.2.3 Untersuchung der Ziegenmilchproben

3.2.3.1 Modifikation und Etablierung der enzymimmunchemischen Testsysteme
3.2.3.1.1 Gruppenspezifischer Enzymimmuntest zum Nachweis von Penicillinen
3.2.3.1.1.1  Optimierung der Anwendbarkeit des Testsystems fur die Untersuchung

von Ziegenmilch

Orientierende Versuche zum Einfluss der Probenmatrix Ziegenmilch auf das Testsystem
wurden mit Ziegenrohmilch durchgefiihrt. Die Ziegenrohmilch wurde durch Zentrifugieren
(1942 x g, 4 °C, 15 min) entfettet und anschlieBend unverdinnt und verdinnt (1:2 bis 1:16)
mit dem EIA untersucht. Zusétzlich wurde entfettete Ziegenmilch mit Penicillin G in
verschiedenen Konzentrationen (2 — 32 ng/ml) versetzt und ebenfalls unverdinnt und
verdinnt in das Testsystem eingesetzt. Die Reaktionsbedingungen entsprachen bei den
orientierenden Versuchen zunachst den Angaben aus Tabelle 3.5. Die fur diese Proben

erhaltenen Extinktionswerte wurden anhand von Standardkurven fir Penicillin G ausgewertet.

Zur Optimierung der Empfindlichkeit des Testsystems fiur die Untersuchung von
Ziegenmilchproben  wurden die  antigenfreie  Losung (Leerwert) und die
Standardverdiunnungsreihe sowohl in Magermilchpulverlésungen (5, 10, 20, 25, 30, 35 %
Magermilch/Aqua dest.-Losung) als auch in Casein/PBS-L6sungen verschiedener
Konzentration (0,5, 1, 2 und 5 %-ig) angesetzt, die erhaltenen Standardkurven direkt
miteinander verglichen und die Ergebnisse in Bezug zu in diesen Versuchen erhaltenen

Probenextinktionswerten gesetzt.

Zur weiteren Erarbeitung geeigneter Probenverdinnungsverfahren wurde entfettete
antigenfreie und mit Penicillin G (2 — 32 ng/ml) versetzte Ziegenrohmilch in verschiedenen

Verdinnungsmedien (0,5 und 1 % Casein-PBS/L6sung, 20 % Magermilch/Aqua dest.-
Losung) und Verdunnungsstufen (1:2 bis 1:16) in das optimierte Testsystem eingesetzt. Die

erhaltenen Extinktionswerte wurden anhand einer Standardkurve fur Penicillin G ausgewertet.
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3.2.3.1.1.2  Durchfihrung des gruppenspezifischen Enzymimmuntests zum Nachweis

von Penicillinen

Die Durchfihrung des Enzymimmuntest erfolgte wie unter 3.2.1.1.1.2 beschrieben.
Abweichend von Tabelle 3.5 erfolgte die Verdiinnung der Standards und der Proben in den
nun optimierten Verdinnungslosungen (siehe 4.3.1.1.1). Auch der Ansatz der antigenfreien

Losung (Leerwert) war optimiert worden.

3.2.3.1.1.3  Sensitivitat und Reproduzierbarkeit des Testsystems

Die Ermittlung der Sensitivitat und Reproduzierbarkeit des EIA erfolgte wie unter 3.2.1.1.1.3

beschrieben.

3.2.3.1.2. Enzymimmuntest zum Nachweis von Penicillin  G-Metaboliten
(Benzylpenicilloylsaure)
3.2.3.1.2.1  Optimierung der Anwendbarkeit des Testsystems fur die Untersuchung

von Ziegenmilch

Zum Einfluss der Probenmatrix Ziegenmilch auf das Testsystem wurden ebenfalls zunachst
orientierende Versuche mit Ziegenrohmilch durchgefiihrt. Die durch Zentrifugieren

entfetteten Proben wurden unverdinnt und verdinnt (1:2 bis 1:8 in PBS bzw. Aqua dest.)
untersucht. Zusatzlich wurde entfettete Ziegenmilch mit BPO in verschiedenen

Konzentrationen (8 — 16 ng/ml) versetzt und ebenfalls unverdinnt und verdinnt in das
Testsystem eingesetzt. Die weiteren Reaktionsbedingungen entsprachen bei den
orientierenden Versuchen den Angaben aus Tabelle 3.5. Die fur die Proben erhaltenen

Extinktionswerte wurden anhand von Standardkurven fir BPO ausgewertet.

Im Anschluss an die orientierenden Versuche wurden die antigenfreie Losung (Leerwert) und
die Standardverdinnungsreihe sowohl in verschiedenen Magermilchpulverlésungen (2,5 und
5 % Magermilch-PBS- und 2,5 % Magermilch-Aqua dest.-Losung) als auch in Verdinnungen
von Kuh- und Ziegenmilch in PBS bzw. Aqua dest. angesetzt (12,5 %, 25 % und 50 %
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Kuhmilch-PBS-L6sung, 25 % Kuhmilch-Aqua dest.-Lésung, 25 % Ziegenmilch-Aqua dest.-
Losung und 50 % Ziegenmilch-PBS-Losung) und die erhaltenen Standardkurven direkt

miteinander verglichen.

3.2.3.1.2.2  Durchfihrung des Enzymimmuntest zum Nachweis von Penicillin G-
Metaboliten (Benzylpenicilloylsaure)

Die Durchfuhrung des Enzymimmuntest erfolgte wie unter 3.2.1.1.2.1 beschrieben. Die
Probenverdinnung wurde entsprechend der optimierten Bedingungen vorgenommen (siehe
4.3.1.2.1).

3.2.3.2 Probengewinnung und -aufbereitung

Die Probennahme erfolgte wahrend der Melkzeiten. Nach dem im jeweiligen Bestand
Ublichen Vormelken wurden von jeder Ziege etwa 70 ml Milch als Gemisch aus rechter und
linker Euterhélfte entnommen. Danach wurden die Ziegen maschinell oder von Hand

ausgemolken.

In 6 der 13 Betriebe erfolgte eine zwei- bzw. dreimalige Probennahme in verschiedenen

Zeitraumen (Herbst/Fruhjahr).

Die Proben wurden nach dem Melken in mit Kihlaggregaten versehenen Isolierboxen
transportiert, sobald wie moglich eingefroren und bis zur Untersuchung bei —18 °C gelagert.

Zur Untersuchung wurden sie im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut.

3.2.3.3 Durchfiihrung der Untersuchungen

Die Untersuchung der Ziegenmilchproben erfolgte ausschlie3lich mittels Enzymimmuntests,
da der Schwerpunkt dieser Untersuchungen auf der Uberpriifung der Anwendbarkeit dieser
Testsysteme fir die Untersuchung von Ziegenmilch lag. Zusatzlich sollte die Penicillin-

Belastung von Ziegenmilch aus hessischen Betrieben tberprift werden.
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Die Milchproben wurden zuné&chst unverdinnt und verdinnt (1:2) mittels Penicillin-EIA
untersucht. Zeigte sich hier ein positives Resultat, wurden die Proben erneut sowohl
unverdinnt als auch in mehreren Verdinnungen (1:2 bis 1:4) in das Testsystem eingesetzt.
Zusatzlich wurden die bei Erstuntersuchung verdachtigen Proben mit 2 ng Penicillin G/ml
kunstlich kontaminiert. Als Negativ-Kontrolle diente rickstandsfreie Ziegenrohmilch, welche
fur den Einsatz als Positiv-Kontrolle mit verschiedenen Gehalten an Penicilin G (2 — 64

ng/ml) kiinstlich kontaminiert wurde.

Zeigte der gruppenspezifische EIA fur Penicilline ein positives Ergebnis, so wurde die
Ziegenmilchprobe zur Eingrenzung des Befunds im EIA fir Penicillin G-Metaboliten
untersucht. Hierzu wurde die Probe unverdinnt und nach Penase-Behandlung (20 pl/ml
Probe, 30 min) in das Testsystem eingesetzt. Als Negativ-Kontrolle diente erneut
rickstandsfreie Ziegenrohmilch, welche fiir den Einsatz als Positiv-Kontrolle mit
verschiedenen Gehalten an BPO (4-8 ng/ml) kinstlich kontaminiert wurde. Die
Wirkstoffkonzentration des jeweiligen Antibiotikum errechnete sich anhand der
Standardkurven der EIA.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Etablierung der Nachweisverfahren

41.1 Enzymimmunologische Nachweise

41.11 Gruppenspezifischer Enzymimmuntest zum Nachweis von Penicillin

41111 Uberprifung des Ampicillin-Enzym-Konjugates

Die Uberprufung des synthetisierten Ampicillin-Enzymkonjugates mittels Schachbrett-
Hemmtitration ergab als optimale Verdinnung 1:1500 (Ampicillin-Enzym-Konjugat in 1 %
Casein/PBS) bei einer Verdunnung des Antiserums zur Beschichtung von 1:1000. Die
photometrische Quantifizierung des Meerrettichperoxidase-Gehaltes in dem Ampicillin-
Enzym-Konjugat bei 403 nm ergab eine Konzentration von 1,9 mg HRP/ml. Damit lag die
Arbeitskonzentration des Enzymkonjugats bei 1,9 pg/ml, was den Angaben von STRASSER
et al. (2003) entsprach.

41.1.1.2 Sensitivitat und Reproduzierbarkeit des Testsystems

Nach Optimierung des Testsystems durch die Herstellung des Ampicillin-Enzym-Konjugates
lag die 50%—Inhibitionsdosis fur Penicillin G bei 0,82+0,27 ng/ml, die daraus errechnete
mittlere Nachweisgrenze lag bei 0,27+0,09 ng/ml. Weitere Charakteristika der
Standardkurven sind in Tabelle 4.1 angegeben. Zur Veranschaulichung des Messbereiches ist
in Abbildung 4.1 eine typische Standardkurve fir den Nachweis von Penicillin G im direkten

kompetitiven Enzymimmuntest abgebildet.

Tabelle 4.1: Standardkurvenparameter des gruppenspezifischen Enzymimmuntest fur
Penicillin nach Auswertung von 40 Standardkurven

50 %-Dosis
Mittelwert (ng/ml) 0,82
Standardabweichung (ng/ml) 0,27
Variationskoeffizient (%) 33,35
Median (ng/ml) 0,72
Minimalwert (ng/ml) 0,45

Maximalwert (ng/ml) 1,60
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Abbildung 4.1: Typische Standardkurve des enzymimmunologischen Verfahrens zum
gruppenspezifischen Nachweis von Penicillin. Die 50 %-Dosis der

Standardkurve lag bei 0,81 ng/ml
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41.1.1.3 Spezifitat des Testsystems

Die zur Bestimmung der Spezifitat des Testsystems durchgefiihrten Kompetitionsversuche
ergaben die in Tabelle 4.2 aufgelisteten Ergebnisse. Die getesteten Cephalosporine, die in der
dem jeweiligen MRL entsprechenden Konzentration eingesetzt wurden, konnten nicht

nachgewiesen werden.

Tabelle 4.2: Relative Kreuzreaktionen des gruppenspezifischen Antiserums gegen Penicilline

mit relevanten Penicillinen und Penicillin G-Metaboliten

Substanz Molekulargewicht Relative Kreuzreaktion (%)
Penicillin G 333,4 100

Ampicillin 348,4 85

Amoxicillin 365,4 29

Oxacillin 441.,4 43

Cloxacillin 475,9 25

Dicloxacillin 510,3 26

Nafcillin 454.5 101

BPO 348,4 1,7

41.1.2 Enzymimmuntest zum Nachweis von Penicillin G-Metaboliten

(Benzylpenicilloylsaure)

41121 Sensitivitat und Reproduzierbarkeit des Testsystems

Die Auswertung der in 2,5 %-iger Magermilch-PBS-L6sung erstellten Standardkurven ergab
eine mittlere 50 %-Inhibitionsdosis fir BPO von 3,2+0,7 ng/ml. Hieraus errechnet sich eine
mittlere Nachweisgrenze von ca. 1 ng BPO/ml. Weitere Standardkurvenparameter sind in

Tabelle 4.3 angegeben, eine charakteristische Standardkurve zeigt Abbildung 4.2.
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Tabelle 4.3: Charakteristika der Standardkurven des Enzymimmuntest zum Nachweis von

Benzylpenicilloylsdure nach Auswertung von 50 Standardkurven

50 %-Dosis
Mittelwert (ng/ml) 3,19
Standardabweichung (ng/ml) 0,70
Variationskoeffizient (%) 21,88
Median (ng/ml) 3,05
Minimalwert (ng/ml) 1,30
Maximalwert (ng/ml) 4,70
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Abbildung 4.2: Charakteristische Standardkurve des enzymimmunologischen Verfahrens zum
Nachweis von Benzylpenicilloylsaure. Die 50 %-Dosis der Standardkurve lag

bei 2,7 ng/ml.
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4.2 Nachweis von Penicillin-Rickstanden in Kuhmilch mittels integriertem
Nachweissystem

4.2.1 Nachweis von Penicillin-Rickstanden in kinstlich kontaminierter
Kuhmilch

Die fur den gruppenspezifischen Enzymimmuntest zum Nachweis von Penicillinen
ermittelten Wiederfindungsraten sind in Tabelle 4.4 dargestellt. Die mit Penicillin G kunstlich
kontaminierten Milchproben wurden in Vierfachansatzen in das Testsystem eingesetzt
(3.2.2.1). Die Wiederfindungsraten fur Penicillin G lagen im untersuchten Dotierungsbereich
zwischen 101,4 und 106,4 %.

Tabelle 4.4: Wiederfindungsraten fir Penicillin G in kiinstlich kontaminierten Milchproben

Penicillin Messergebnisse im Enzymimmuntest fur Penicilline

G-Zusatz Mittelwert StandardabweichungVariationskoeffizient Wiederfindung n

(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%) (%)

2 2,0 0,5 25,0 101,4 72
4 4,2 0,7 16,7 106,4 76
8 8,3 1,5 17,9 103,3 66

Fir den Enzymimmuntest zum Nachweis von Penicillin G-Metaboliten wurden die
Wiederfindungsraten in unverdiinnter Milch mit denen der in PBS verdinnten Proben
verglichen. Die beste Wiederfindung ergab sich bei einer Probenverdinnung von 1:2 in PBS
(Tabelle 4.5). Die mit Benzylpenicilloylsaure kunstlich kontaminierten Milchproben wurden

ebenfalls in Vierfachansatzen in das Testsystem eingesetzt (3.2.2.1).

Tabelle 4.5: Wiederfindungsraten fir mittels alkalischer Hydrolyse synthetisierte
Benzylpenicilloylsdure (BPO) in kinstlich kontaminierten Milchproben (10 ng
BPO/mI)

Messergebnisse im Enzymimmuntest fur Penicillin G-Metaboliten (BPO)

Proben-
) Mittelwert StandardabweichungVariationskoeffizient Wiederfindung n
verdinnung
(ng/ml) (ng/ml) (%) (%)
unverdinnt 16,8 3,8 22,6 168,2 44
1:2 10,3 1,9 18,7 103,1 44

1:4 4,7 2,0 42,9 45,5 43
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In der mit Penicillin G (10 ng/ml) dotierten und mit Penicillinase behandelten Milch, die als
zusatzliche Positiv-Kontrolle in den Enzymimmuntest zum Nachweis von Penicillin G-
Metaboliten eingesetzt wurde, konnten bei 37 Tests im Mittel 2 ng BPO/ml nachgewiesen

werden.

Tabelle 4.6:  Wiederfindung von Benzylpenicilloylsdure in mit Penicilin G (10 ng/ml)
kunstlich kontaminierten und mit Penicillinase behandelten Milchproben (n =

37)
Messergebnisse im Enzymimmuntest fur
Penicillin G-Metaboliten

Mittelwert (ng/ml) 2,1

Standardabweichung (ng/ml) 1,0

Variationskoeffizient (%) 48,6

Median (ng/ml) 19

Minimalwert (ng/ml) 0,441

Maximalwert (ng/ml) 4,4

4.2.2 Nachweis von Penicillin-Rickstanden in hemmstoffpositiver Kuhmilch

Wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes waren Penicilline die am haufigsten

identifizierten Rickstande in hemmestoffpositiver Kuhmilch (Tabelle 4.7).

Tabelle 4.7: Antibiotikartckstande in hemmstoffpositiven Milchproben (10/2001-12/2005)

Identifizierter Hemmstoff n %
Penicillin G' 61 77,2
Cephalosporin(e) 8 10,1
Ampicillin/Amoxicillin 4 51
Isoxazolylpenicillin 2 2,5
Sulfonamid 1 1,3
Keine verursachende Substanz identifiziert 3 3,8

Summe 79 100

'Eine der Penicillin G-positiven Proben aus 2002 enthielt zusatzlich Nafcilin und (Dihydro-)

Streptomycin
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Penicillin G wurde in 61 der 79 untersuchten Milchproben identifiziert (77,2 %). Die Hohe
der Kontamination lag zumeist im Bereich des ein- bis zweifachen MRL (4 ng/ml). In
einzelnen Fallen wurden aber auch Gehalte Gber 100 ng Penicillin G/ml festgestellt (Tabelle
4.8). In drei der 79 Proben (3,8 %) konnte kein Antibiotikum identifiziert werden, obwohl der
mikrobiologische Hemmstofftest (BRT) positiv war. Dies ist mit hoher Wahrscheinlichkeit
auf den Einsatz eines untypischen Antibiotika-Praparates oder Desinfektionsmittelriickstande
zurtckzufihren, eine unspezifische Reaktion des Hemmstofftests kann aber nicht

ausgeschlossen werden.

Tabelle 4.8: HOhe der Antibiotika-Belastung in Kuhmilch (10/2001-12/2005)

Untersuchungszeitraumldentifizierter Hemmstoff ng/mi
(n)
MW Med Max Min
10/2001-12/2001 Penicillin G (3) 8,7 10 12 4
01/2002-12/2002 Penicillin G (10) 15,7 10 59 4
Nafcillin (1) 2-4 2-4 2-4 2-4
Streptomycin (1) 25-50 25-50 25-50 25-50
Cephalosporin* (1) EIA 06/2002 noch in Entwicklung
01/2003-12/2003 Penicillin G (30) 118,2 8 2000 3
Ampicillin (2) 9 9 13 5
Ceftiofur (3) 345 345 400 290
01/2004-12/2004 Penicillin G (5) 17,9 17 36 0,7
Amoxicillin (1) 15 15 15 15
Oxacillin (1) 100-200 100-200100-200 100-200
Ceftiofur (1) 830- 830- 830- 830-
1530 1530 1530 1530
Sulfonamide (1) kein EIA/quantitativer Nachweis
01/2005-12/2005 Penicillin G (12) 34 5,2 320 1,3
Amoxicillin (1) 36 36 36 36
Cloxacillin (1) 70 70 70 70
Ceftiofur** (2) 368,7 - 373-689 159-254

*Aufgrund der positiven Ergebnisse im Hemmestofftest (BRT) sowie im Schnelltest (SNAP-

Beta-Laktam Test) enthielt die Probe ein penicillinaseinstabiles [3-lactam-Antibiotikum.
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Durch das negative Ergebnis im gruppenspezifischen EIA fir Penicilline kdénnen diese
ausgeschlossen werden. Mit hoher Wahrscheinlichkeit handelte es sich bei dem Hemmstoff
um ein Cephalosporin.

** |m Zeitraum 01/2005-12/2005 waren drei der 17 untersuchten Proben mit Cephalosporinen
belastet. Bei zwei Proben konnte Ceftiofur identifiziert werden. Probe 5/2005 enthielt
aufgrund der positiven Ergebnisse im Hemmstofftest (BRT) sowie in den Schnelltests
(SNAP-Beta-Laktam Test und 3-s.t.a.r.) ein penicillinaseinstabiles [3-Lactam-Antibiotikum.
Durch das negative Ergebnis im gruppenspezifischen EIA fir Penicilline kdénnen diese
ausgeschlossen werden. Mit hoher Wahrscheinlichkeit handelte es sich bei dem Hemmstoff
um ein Cephalosporin, wobei Ceftiofur (und Metabolit), Cefalexin und Cefquinom aufgrund

der fur diese Hemmstoffe negativen EIAs ausgeschlossen werden konnten.

Obwohl die Anzahl der pro Jahr untersuchten Proben zu gering ist, um eine eindeutige
Aussage zu treffen, stellt sich die Situation Gber den Untersuchungszeitraum relativ konstant
dar (Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.3: Vergleich der prozentualen Anteile der in positiven Milchproben
identifizierten Hemmstoffe dUber einen Zeitraum von vier Jahren. 1=
Penicillin G, 2 = Cephalosporin, 3 = Ampicillin/Amoxicillin, 4 =
Isoxazolylpenicillin, 5 = Sulfonamid, 6 = keine verursachende Substanz
identifiziert
*Eine der Penicillin G-positiven Proben aus 2002 enthielt zusatzlich

Nafcillin und (Dihydro-) Streptomycin
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4.3 Nachweis von Penicillin-Rickstéanden in Ziegenmilch
43.1 Modifikation und Etablierung der enzymimmunchemischen Testsysteme
4.3.1.1 Gruppenspezifischer Enzymimmuntest zum Nachweis von Penicillinen

431.1.1 Anwendbarkeit des Testsystems fir die Untersuchung von Ziegenmilch

Die Verdunnungen der Penicillin G-Standardkurven und die antigenfreie Losung (Leerwert)
wurden in 20 %-iger Magermilchlésung angelegt. Die Ziegenmilchproben wurden unverdiinnt
und in einer Verdinnung von 1:2 in das Testsystem eingesetzt. Die Verdinnungen der

Ziegenmilchproben wurden ebenfalls in 20 %-iger Magermilchlésung angefertigt.

Der quantitative Nachweis von Penicillin G in kinstlich kontaminierter Ziegenmilch wurde
wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes  Uberprift. Die  ermittelten
Wiederfindungsraten sind in Tabelle 4.9 dargestellt. Kuinstlich kontaminierte
Ziegenmilchproben wurden in Vierfachansatzen in das Testsystem eingesetzt. Die
Wiederfindungsraten fur Penicillin G lagen im untersuchten Dotierungsbereich (2-32 ng/ml)
zwischen 88,6 und 137,5 %.

Tabelle 4.9:  Wiederfindungsraten fur Penicilin G in kinstlich kontaminierten

Ziegenmilchproben

Penicillin Messergebnisse im Enzymimmuntest fur Penicilline

G-Zusatz Mittelwert StandardabweichungVariationskoeffizient Wiederfindung n

(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%) (%)

2 2,8 0,8 28,4 137,5 22
4 4,7 1,2 24,8 117,3 29
8 8,4 2,6 31,3 104,75 10
16 14,2 3,5 24,9 88,6 15
30 29,0 3,0 10,3 96,6 6

32 28,9 10,8 37,4 90,0 7
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43.1.1.2 Sensitivitat und Reproduzierbarkeit des Testsystems

Die Auswertung der in 20 %-iger Magermilch-Aqua dest.-L6sung erstellten Standardkurven
ergab eine mittlere 50 %-Dosis von 1,1 ng Penicillin G/ml, woraus sich eine Nachweisgrenze
von 0,37 ng Penicillin G/ml errechnete. Weitere Standardkurvenparameter sind in Tabelle

4.10 angegeben, eine typische Standardkurve zeigt Abbildung 4.4.
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Abbildung 4.4: Charakteristische Standardkurve des enzymimmunologischen Verfahrens zum
gruppenspezifischen Nachweis von Penicillin. Die 50 %-Dosis der

Standardkurve lag bei 1,1 ng/ml.

Tabelle 4.10: Charakteristika der Standardkurven des gruppenspezifischen Enzymimmuntest

fur Penicilline nach Auswertung von 50 Standardkurven

50 %-Dosis
Mittelwert (ng/ml) 1,11
Standardabweichung (ng/ml) 0,37
Variationskoeffizient (%) 33,26
Median (ng/ml) 1,10
Minimalwert (ng/ml) 0,33

Maximalwert (ng/ml) 2,00




ERGEBNISSE 74

43.1.2 Enzymimmuntest zum Nachweis von Penicillin G-Metaboliten
(Benzylpenicilloylsaure)
43.1.2.1 Anwendbarkeit des Testsystems flr die Untersuchung von Ziegenmilch

Die Verdinnungen der Standardkurven und die antigenfreie Losung (Leerwert) wurden in 2,5
%-iger Magermilch-PBS-LOsung erstellt. Dies entspricht den Bedingungen, unter welchen
auch Kuhmilch mit diesem Testsystem untersucht wird. Die Ziegenmilchproben wurden 1:2

in PBS verdunnt in den Enzymimmuntest eingesetzt.

Die fur den Enzymimmuntest zum Nachweis von Penicillin G-Metaboliten ermittelten
Wiederfindungsraten sind in Tabelle 4.11 dargestellt. Die mit BPO kunstlich kontaminierten
Milchproben wurden in Vierfachansatzen in das Testsystem eingesetzt. Die
Wiederfindungsraten fur BPO lagen im untersuchten Dotierungsbereich zwischen 95,2 und
123,1 %.

Tabelle 4.11: Wiederfindungsraten fir Benzylpenicilloylsaure in kiinstlich kontaminierten

Ziegenmilchproben

BPO- Messergebnisse im Enzymimmuntest fur Penicillin G-Metaboliten
Zusatz Mittelwert StandardabweichungVariationskoeffizient Wiederfindung n
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (%) (%)

4 4,9 1,0 20,5 123,1 4
8 8,7 2,6 29,7 108,25 5
16 15,2 1,8 12,0 95,2 3
4.3.2 Ergebnisse der Untersuchung von Ziegenmilch auf Penicillin-Ruckstande

Von den insgesamt 577 untersuchten Ziegenmilchproben ergaben sich fur 9 Proben (1,56 %)
mittels Enzymimmuntest Penicillin G-positive Riuckstandsbefunde. Der Gehalt an Penicillin

G lag bei zwei (0,35 %) Proben tUber dem MRL (4 ng/ml). In einer dieser Proben (A 12)
konnten 7 ng Penicillin G/ml nachgewiesen werden, der Gehalt an BPO betrug 4,6 ng/mli,
nach Penicillinase-Behandlung der Probe wurden 5,9 ng BPO/ml gemessen. Der Gehalt an
Penicillin G der zweiten Probe (H 105, gelb) lag weit Uber dem normalen Mel3bereich der
Standardkurve des Testsystems. Diese Probe musste zur genaueren Untersuchung bis zu
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1:64.000 verdunnt werden und ergab hierbei Penicillin G-Gehalte von 60-100 Microgramm je
ml, also mehr als das 10.000—fache des MRL.

Zur Kontrolle wurde Hemmstoff-negative Ziegenmilch in ebenso hohen Bereichen mit
Penicillin G dotiert. Bei der Untersuchung dieser Probe auf BPO wurden Werte im Bereich
von 20.600-45.500 ng/ml gemessen. Nach Penicillinase-Behandlung der Probe stiegen diese
Werte auf 29.000-56.000 ng BPO/ml. Auch fur diese Untersuchung wurde die Probe bis zu
1:64.000 verdiinnt in das Testsystem eingesetzt. Einen Uberblick tiber die Gesamtheit der mit

Penicillin G kontaminierten Proben gibt Tabelle 4.12.

Tabelle 4.12: Nachweis von Penicillin-Rickstanden in Ziegenmilch

Probenart n n positiv. % positiv ng Penicillin G/ml
MW Med Max Min
Ziegenmilch 577 9 156 794446 2,2 79416,5 0,54

In 6 (46,15 %) der 13 beprobten Ziegenmilchbetriebe konnten zumindest einmal Penicillin-
Rickstande nachgewiesen werden. Vier der Betriebe betrieben konventionelle
Produktionsweise, zwei der Betriebe wirtschafteten nach eigenen Angaben nach 6kologischen

Prinzipien.
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5 DISKUSSION

3-Laktam-Antibiotika gehdren in der Veterinarmedizin zu den meist eingesetzten
Medikamenten und damit auch zu den am haufigsten nachgewiesenen Hemmstoffen. lhre
Verwendung zur Bekampfung bakterieller Infektionen beim landwirtschaftlichen Nutztier,
insbesondere die intramammare Applikationsart in der Mastitistherapie, stellt hierbei das
grof3te Risiko der Rickstandsbildung in der Milch dar. Sowohl national als auch international
ist Penicillin G das von Tierarzten meist eingesetzte Antibiotikum bei Milchkihen und
kommt auch bei Schaf und Ziege sehr haufig zum Einsatz (TERPLAN und ZAADHOF, 1967,
GEDEK, 1986; BUSWELL et al., 1989; SUNDLOF, 1995; DE LA CONCHA-
BERMEJILLO et al., 1998; STERNESJO und JOHNSSON, 2003; PAYNE et al., 2006).
Insgesamt ist die Belastung der Kuhmilch mit Antibiotika-Ruckstanden relativ gering. So ist
aufgrund der Daten des grofdten europaischen Testlabors fur Anlieferungsmilch, des
Milchprtfrings Bayern, derzeit von ca. 0,2% hemmstoffpositiven Befunder(ig/kg als
Penicillin G-Aquivalente) auf Anlieferungsmilchebene auszugehen. Da diese Befunde aber
lediglich retrospektiven Charakter aufweisen, d.h. diese Milch mit hoher Wahrscheinlichkeit
in die normale Verarbeitung gelangt, kann somit die Dimension hemmstoffhaltiger Milch in
der Nahrungskette — unter Berucksichtigung allfalliger Verdinnungseffekte — grob
abgeschatzt werden. Bei einer angenommenen mittleren Belastung hemmstoffhaltiger Milch
in einer GroRenordnung von ca. 10 ng/ml (Penicillin G), was aufgrund der eigenen
Untersuchungen einen realistischen Wert darstellen durfte, resultiert hieraus ein
durchschnittlicher Penicillingehalt in Konsummilch von 20 pg/ml. Da keine absolut
gleichmafiige Verteilung zu erwarten ist, sind gelegentlich wohl auch Werte tber 100 pg/ml
zu erwarten. Noch hohere Gehalte konnten sich bei Verarbeitung hemmstoffhaltiger
Anlieferungsmilch eines sehr grol3en Lieferanten in einer relativ kleinen Molkerei ergeben,
dies durfte jedoch die Ausnahme sein. Mit anderen Worten nimmt der Konsument tber Milch
und Milcherzeugnisse standig Penicillin G auf, allerdings in sehr geringen Spuren.
Vergleichbare Angaben zur Hemmestoffbelastung von Ziegenmilch liegen bisher nicht vor, so

dass der Beitrag dieser Erzeugnisse zur Aufnahme praktisch unbekannt ist.

Ruckstande von Penicillinen in Milch stellen sowohl aus technologischer als auch aus
gesundheitlicher Sicht ein hohes Risiko dar. Die Gefahrdung des Verbrauchers besteht in
erster Linie in der Auslésung von Allergien und in der Gefahr der Resistenzbildung
humanpathogener Erreger. Die Wahrscheinlichkeit Penicillin mit der Milch aufzunehmen ist
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zwar recht gering, dennoch ist eine allergische Reaktion nach Verzehr penicillinhaltiger
Lebensmittel mdglich (BECKER, 1976; DEWDNEY und EDWARDS, 1984; (SUHREN,
1996; TOLLEFSON und MILLER, 2000).

Im EU-Lebensmittel Hygienerecht, in der VO (EG) 853/2004, sind daher unter anderem die
Vorschriften in Bezug auf die Gehalte an Antibiotikartickstanden in roher Kuhmilch und
Rohmilch anderer Tierarten festgelegt. Rohmilch darf nicht in Verkehr gebracht werden,
wenn der Gehalt an Rickstdnden und Antibiotika Uber den zugelassenen Mengen fur Stoffe
liegt, die in der Verordnung (EU) 37/2010 festgelegt sind (Vergleich Tabelle 2.1).
Lebensmittelrechtlich ist somit eine Identifizierung und Quantifizierung des Ruckstandes
erforderlich. Eine andere Zielsetzung hat die Milch-Gite-Verordnung. Diese soll
Informationen Uber die Qualitdt der Anlieferungsmilch vermitteln, wobei der Nachweis
antibiotisch wirksamer Rickstadnde mit Milchgeldabzug geahndet wird. Eine Identifizierung
des den Befund auslésenden Hemmstoffes ist nicht vorgeschrieben. Als Anlieferungsmilch im
Sinne der Milch-Gute-Verordnung ist nur die Milch von Kuhen definiert. Im Bundesland
Bayern werden aber seit einiger Zeit zumindest die an Molkereien liefernden
Ziegenmilchbetriebe ebenso wie Kuhmilchbetriebe durch den Milchprifring kontrolliert,
damit auch auf Hemmstoffe (LKV BAYERN, 2006), Ergebnisse dieser Untersuchungen
wurden allerdings bisher nicht veroffentlicht. Selbstvermarktende Ziegenmilchbetriebe sind
im Rahmen ihrer Verantwortlichkeit als Lebensmittelunternehmer fir die Einhaltung der
entsprechenden Rechtsvorschriften (Hochstmengen) verantwortlich, werden alletdings
facto diesbeziglich nicht kontrolliert. Da Ziegenmilch in der Direktvermarktung zumeist zu
Kase verarbeitet wird und hier die technologischen Stérungen durch Antibiotikartickstande zu
erwarten sind, sollten diese Betriebe ein hohes Eigeninteresse an technologisch einwandfreier,
~-Hemmstoff-freier* Milch haben (KLOPPERT et al., 2000).

Die wirtschaftliche Bedeutung der Ziegenhaltung in Deutschland hat in den letzten 20 Jahren
wieder etwas zugenommen, nachdem die Nutzung im Jahr 1977 mit einer Tierzahl von
weniger als 40000 Stuck ihren historischen Tiefstand erreicht hatte (Hesse, 2002).
Insbesondere durch die Nutzung der Direktvermarktung und die damit verbundene hdhere
Wertschopfung kann die Ziegenhaltung eine Einkommensalternative zur Rinderhaltung
bieten. Dariber hinaus unterliegt die Ziegenmilch nicht den europdaischen

Milchmengenregelungen (,Milchquote®), so dass hier relativ freie Produktionsverhaltnisse

vorliegen. Das gestiegene Verbraucherinteresse an Ziegenmilch und Ziegenmilchprodukten
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spiegeln die Absatzzahlen der Molkereien. In den vergangenen Jahren nahm beispielsweise
die Anlieferung von Ziegenmilch in der Andechser Molkerei in Bayern jahrlich um je 20 %

zu (LKV BAYERN, 2006). Im Vergleich zu anderen Landern spielt die Ziegenhaltung in
Deutschland mit einer Gesamttierzahl von 180000 Ziegen im Jahr 2007 (Statistisches
Bundesamt; http://www.destatis.de/jetspeed/portal/cms/Sites/destatis/Internet/DE/ Content/
Statistiken/Internationales/InternationaleStatistik/Thema/Landwirtschaft/TabJahrbuch1301,

property=file.pdf) trotz beachtlicher Zuwéachse aber immer noch nur eine sehr geringe Rolle.

Die in der Praxis eingesetzten Tests zum Nachweis von Hemmestoffen in Milch — vorwiegend
mikrobiologische Systeme auf der Basis des BRT-Tests und Rezeptor-Schnelltests - erlauben
keine Aussage uber Identitat und Quantitdt des nachgewiesenen Hemmestoffes. Dartber hinaus
gibt es nach dem gegenwartigen Kenntnisstand keine einzelne Methode, mit der alle
Antiinfektiva auf MRL-Niveau erfasst werden kdnnen (SUHREN, 2002a und b). Daher wurde
ein integriertes Nachweissystem entwickelt, das eine gro3e Anzahl verschiedener
Antiinfektiva in Milch detektieren kann bzw. durch Anwendung und Kombination
verschiedener Methoden eine bestmégliche Erfassung vieler Substanzen gewahrleisten soll
(USLEBER et al., 2000; HOLTKOTTER et al., 2002; SUHREN 2002a; KERP et al., 2004;
KRESS et al., 2007).

Die Untersuchung von Ziegenmilch mittels eines integrierten Nachweissystems ist ebenfalls
maoglich. Hierzu missen jedoch geeignete Methodenkombinationen ausgewahlt werden, da
sich nicht alle Testsysteme zur Untersuchung von Ziegenmilch eignen. Enzymimmuntests
zum Nachweis von Rickstanden antimikrobiell wirksamer Stoffe in Ziegenmilch wurden
bisher nicht durchgefiihrt. Einzig der direkte kompetitive Enzymimmuntest LacTek Test
(Réhrchenschnelltest, IDEXX Laboratories, Inc., USA) wurde hinsichtlich seiner Eignung fur
Ziegenmilch getestet. Beim Nachweis von Penicillin G wurde bei diesem Test allerdings das
Auftreten falsch—negativer Ergebnisse beobachtet (ZENG et al., 1998).

5.1  Gruppenspezifischer Enzymimmuntest zum Nachweis von Penicillin

Die ,Kernmethode" des in dieser Arbeit zum Einsatz kommenden integrierten

Nachweissystems fir Penicillin-Ruckstande in  Kuhmilch und Ziegenmilch ist der

gruppenspezifische Enzymimmuntest zum Nachweis von Penicillin. Bei diesem Testsystem
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wurden die von STRASSER et al. (2003) hergestellten hochaffinen Antikérper verwendet, ein
Ampicillin-Konjugat wurde in Anlehnung an LITZ (1995) und USLEBER et al. (1998)
hergestellt. Durch die im Vergleich zu STRASSER (2003) hohere Verdinnung des
Konjugates (1:1500) konnte der Messbereich des Testsystems und somit auch die hohe
Empfindlichkeit nochmals optimiert werden. Die 50 %-Dosis fur Penicillin G betrug 0,5-1,5
ng/ml (STRASSER et al. (2003): 2-4 ng/ml). Die Nachweisgrenze konnte von 0,5-1 ng/ml auf
0,3 ng Penicillin G /ml gesenkt werden. Der Test erfasst Penicillin G weiterhin deutlich
unterhalb des vorgeschriebenen Hochstwertes von 4 pg/kg. Die breite Gruppenspezifitat des
Testsystems beruht auf Kreuzreaktionen mit einer Reihe weiterer Penicilline. Kreuzreaktionen

mit Cephalosporinen und hydrolysiertem Penicillin waren nicht bzw. kaum messbar.

5.2  Enzymimmuntest zum Nachweis von Penicillin G-Metaboliten

(Benzylpenicilloylsaure)

Mit Hilfe des Enzymimmuntest zum Nachweis von Benzylpenicilloylsdure (BPO) konnten
innerhalb des integrierten Nachweissystems positive Ergebnisse im Penicillin-EIA bestéatigt
werden. Mit dem von LITZ (1995) entwickelten und von FLOSS (1997) etablierten
Enzymimmuntest liegt eine empfindliche Methode zum Nachweis des Penicillin G-
Metaboliten BPO vor. Im Vergleich zu der von ROHNER et al. (1985) beschriebenen
Methode weist dieses Testsystem eine hohere Sensitivitdt und eine deutlich geringere
Kreuzreaktion mit der Muttersubstanz Penicillin G auf. Die urspriinglich von LITZ (1995)
angegebene Nachweisgrenze von 0,4 ng/ml, die nach den Anwendungsstudien von FLOSS
(1997) bereits auf 0,78 ng/ml korrigiert wurde (22 Standardkurven), wurde unter
Bertcksichtigung der Matrixeinflisse (Magermilchpulver) nach Auswertung von 50
Standardkurven bei 1 ng/ml ermittelt. Damit ist dieses Testsystem allerdings immer noch
vollig ausreichend, in hemmstoffpositiven Proben auf die Anwesenheit von Penicillin G-

Metaboliten zu prufen.
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5.3  Nachweis von Penicillin-Ruckstanden in Kuhmilch mittels integriertem
Nachweissystem

5.3.1 Nachweis von Penicillin-Rickstanden in kiinstlich kontaminierter Kuhmilch

Zur Uberpriifung des Testsystems wurden zeitgleich mit der zu untersuchenden
hemmstoffpositiven Kuhmilch Positiv-Kontrollen eingesetzt. Dazu wurde pasteurisierte
Konsummilch durch Zugabe von entsprechend verdinnten Standardldsungen mit dem

jeweiligen Analyten versetzt.

Die Wiederfindungsraten fur Penicillin G lagen in dem untersuchten Dotierungsbereich von 2
bis 8 ng/ml zwischen 101,4 und 106,4 %. Die Variationskoeffizienten entsprachen der vom
Codex Committee on Residues of Veterinary Drugs in Food geforderten Reproduzierbarkeit
fir Ruckstandsanalysen im Bereich vof gg/kg <10 pg/kg (CCRVDF, 2003).

Auch fur den Enzymimmuntest zum Nachweis von Penicillin G-Metaboliten lag die
Wiederfindung bei einer Probenverdinnung von 1:2 in PBS in einem guten Bereich (103,1
%). Der Variationskoeffizient war bei dieser Probenverdinnung ebenfalls sehr zufrieden
stellend (18,7 %). Im Vergleich hierzu lagen die Wiederfindungsraten in der
vorangegangenen Arbeit von FLOSS (1997) im Bereich von 125 % bis 172 %. Diese hohen
Werte wurden auf unspezifische Einflisse der Probenmatrix auf das Testsystem
zurtckgefuhrt, welche sich trotz Entfettung und Verdiinnung der Milch sowie Erstellung der
Standardkurve in magermilchpulverhaltiger Loésung nicht ganz eliminieren lieRen. Die
Milchproben wurden bei dieser Versuchsreihe 1:4 in PBS verdinnt. So betragt die errechnete
Nachweisgrenze fur BPO in Milchproben aufgrund der héheren Verdiunnung 3,7 ng/ml
(FLOSS 1997). Aufgrund der in dieser Arbeit gewdahlten niedrigeren Verdinnung der

Milchproben sinkt auch die errechnete Nachweisgrenze fur BPO in Milch auf 2 ng/ml.

Zusatzlich zu den mit Benzylpenicilloylsédure kinstlich kontaminierten Milchproben wurden

mit Penicillin G (10 ng/ml) dotierte und mit Penicillinase behandelte Milchproben als Positiv-

Kontrolle in den Enzymimmuntest zum Nachweis von Penicillin G-Metaboliten eingesetzt.

Bei 37 Tests konnten im Mittel 2 ng BPO/ml nachgewiesen werden. Werden die BPO-
Ruckstande nach intramammarer Applikation von Penicillin G ermittelt, so finden sich 24 h
nach Anwendung in etwa die Konzentrationen der Muttersubstanz, 60 h nach Applikation
sind noch etwa 30 % der Penicillin G Konzentration vorhanden (ROHNER et al., 1985).



DISKUSSION 81

5.3.2 Nachweis von Penicillin-Ruckstanden in hemmstoffpositiver Kuhmilch

20 Jahre nach Festsetzung von Héchstmengen fur Penicilline im Rahmen der Verordnung EG
2377/90 existieren noch keine wirklich routinetauglichen physikalisch-chemischen
Referenzverfahren. Auch wenn mittlerweile zahlreiche Verfahren zum individuellen
guantitativen Nachweis aller [3-Lactam-Antibiotika insbesondere auf der Basis der LC-
MS/MS beschrieben wurden (z.B. KANTIANI et al., 2009), so ist doch die praktische
Verfugbarkeit von Labors, die solche Untersuchungen anbieten, derzeit noch nicht gegeben.
In der taglichen Praxis zeigt sich aber bereits jetzt die Notwendigkeit einer Differenzierung
und Quantifizierung, beispielsweise im Zusammenhang mit Schadensersatzansprichen.
Unstimmigkeiten zwischen Landwirt und Molkerei sind keine Seltenheit, denn positive

Hemmstoffbefunde bringen fir den Betroffenen hohe finanzielle Verluste mit sich.

Mit dem in dieser Arbeit vorgestellten integrierten Nachweis- und Differenzierungssystem
konnte durch Kombination der verschiedenen dabei verwendeten Testprinzipien mit
zusatzlicher Penase-Behandlung der Milchprobe in den meisten Féllen eine Identifizierung
und Quantifizierung des verursachenden [3-Laktam-Antibiotikums erreicht werden. Durch
Integration weiterer Enzymimmuntests z. B. fur Streptomycine und Tetracyline konnte das
Analysensystem erweitert werden. [3-Laktam-Antibiotika sind allerdings immer noch die
haufigste Ursache fur hemmstoffpositive Milchproben. So konnten wahrend eines
Untersuchungszeitraumes von Uber vier Jahren (10/2001-12/2005) in 69 von 79 (87,3 %)
hemmstoffpositiven Milchproben entweder Penicillin- oder Cephalosporin-Rickstande
nachgewiesen werden. Dies ist nicht Uberraschend, da Antibiotika, die zur Behandlung von
Milchkiihen eingesetzt werden, sehr haufig 3-Laktam-Antibiotika enthalten. Zum anderen
liegt das Erfassungsmuster des im Rahmen der Milchgliteverordnung eingesetzten
Hemmstofftests ebenfalls bei den [-Laktam-Antibiotika, d. h. Rickstdnde dieser
Wirkstoffgruppe werden in der Routine erfasst, wahrend einige andere Antibiotika mit

groRerer Wahrscheinlichkeit unentdeckt bleiben.

Penicillin G wurde in der vorliegenden Arbeit in 61 der 79 untersuchten Milchproben
identifiziert (77,2 %). Somit werden die Angaben aus der Literatur bestétigt, Penicillin G ist
immer noch der am haufigsten nachgewiesene Hemmstoff in  Milch. Die
Ruckstandskonzentration lag zumeist im Bereich des ein- bis zweifachen MRL (4 ng/ml). In

einzelnen Fallen wurden aber auch Gehalte Gber 100 ng Penicillin G/ml festgestellt (Tabelle
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4.8). Diese Hoéchstmengeniberschreitungen um ein  Vielfaches des MRL-Wertes
unterstreichen die Bedeutung regelmafiger Hemmstoffuntersuchungen. In einem Fall war
mittels gruppenspezifischem Enzymimmuntest fur Peniciline nur noch eine geringe
Konzentration unter 2 ng/ml nachweisbar. Es ist jedoch davon auszugehen, dass wahrend der
Lagerung der Proben bis zum Probeneingang Penicillin G teilweise abgebaut wurde, so dass
die urspringlich beanstandete Ruckstandskonzentration vermutlich hdéher war. Obwonhl
aufgrund der Einzelfallsituation bei jeder Probe ein durchschnittlicher Gehalt nicht angegeben
werden kann, scheint doch ein Wert von ca. 10 ng/ml (Penicillin G-Aquivalente) als typischer
Gehalt bei Hochstmengeniiberschreitungen vorzuliegen. Insgesamt war die Ubereinstimmung
zwischen den Ergebnissen der Enzymimmuntests und der BRT-Hemmstofftests gut. Im BRT-
Test negative Proben waren auch in den enzymimmunologischen Testsystemen negativ bzw.
nur schwach positiv, d.h., die ermittelten Werte lagen unterhalb der Nachweisgrenze des

BRT-Tests von 2 ng Penicillin G/ml.

In acht der 79 Proben (10,1 %) konnten Cephalosporine nachgewiesen werden. Der Vergleich
der prozentualen Anteile der in positiven Milchproben identifizierten Hemmstoffe pro Jahr
(Abb. 4.3) zeigt, dass dieser Wirkstoffgruppe in den letzten Jahren vermehrt Bedeutung
zukommt. Auch dies deckt sich mit den Angaben aus der Literatur (GILLETTE, 2001,
ZWALD et al., 2004). Die Konzentrationshohe der nachgewiesenen Cephalosporinrickstande
weist auf eine nicht fachgerechte Applikation des Medikaments hin, denkbar ware eine
intramammare Applikation. MEIER (2008) betont die generelle Problematik des Ceftiofur-
Nachweises in der Routinekontrolle. Bei fachgerechter (d.h. bei Rindern subcutaner)
Applikation von Ceftiofur-Praparaten kommt als Ruckstandsbildner praktisch nur der
Metabolit Desfuroylceftiofur (DFC) in der Milch vor. Das bedeutet, dass ein Nachweis der
Muttersubstanz Ceftiofur in Milch zwingend auf eine nicht zugelassene intramammare

Applikation hinweist, da nur hier eine Verstoffwechslung unterbleibt.

In lediglich drei der 79 Proben (3,8 %) konnte mit den zur Verfigung stehenden Verfahren
kein Antibiotikum als Wirkstoff identifiziert werden. Dies ist mit hoher Wahrscheinlichkeit

auf den Einsatz eines ,untypischen® Antibiotika-Praparates zurtckzufiihren, eventuell auch
auf Desinfektionsmittelriickstande; eine unspezifische Reaktion des (positiven)
Hemmestofftests kann aber nicht vollig ausgeschlossen werden. Insgesamt konnte der Einsatz
des integrierten Systems aber bei 76 von 79 Milchproben zur Losung von Problem- oder

Streitfallen beitragen. Bezeichnenderweise wurde in zahlreichen Fallen vom Milcherzeuger
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zunachst die Verwendung eines Antibiotikapraparats bestritten. Bei konkreter Angabe des
Wirkstoffs und (beispielsweise tber BPO-Metaboliten) der vermutlichen Applikationsform
wurde dann haufig doch ein bestimmter Antibiotikaeinsatz eingeraumt. Teilweise lagen den
Befunden auch eklatante Mil3verstandnisse vor, die mit der Ublichen Praxis der Anwendung
von Antibiotika durch den Tierhalter zusammenhéangen. Beispielsweise wurde in einem Fall
das bei einem Tier eingesetzte Praparat ,Penethamat” nach Aussage des Milcherzeugers nicht
als Penicillin gewertet.

Die Anwendung des integrierten Nachweissystems flr Penicillin-Ruckstande erfordert bei der
Interpretation der Testergebnisse in einigen Fallen Erfahrung und kombinatorisches
Vermogen. Das Verfahren ist insgesamt relativ zeit- und arbeitsaufwandig, denn je nach
Ruckstandsbefund muissen eine Reihe von Tests durchgefuhrt werden, im Vergleich zu
physikalisch-chemischen Untersuchungen ist das integrierte System aber wesentlich
kostenginstiger. Vorteilhaft ist zudem vor allem die Flexibilitat des Verfahrens, da in einem
stufenweisen Untersuchungsgang die Ergebnisse eines Tests die nachfolgenden Schritte
bestimmen. Eine zusétzliche Vorbehandlung der Proben (Penase, Erhitzung, PABA) liefert

ndtzliche Zusatzinformationen.

5.4  Nachweis von Penicillin-Ruckstanden in Ziegenmilch

Das Ziel der Untersuchung der Ziegenmilchproben in der vorliegenden Arbeit war es,
einerseits die Eignung der Enzymimmuntests zum Nachweis von Penicillin und von BPO fur
Milch dieser Tierart zu bestimmen. Weiterhin sollte ein Uberblick tiber die Belastung der in

Hessen produzierten Ziegenmilch mit Penicillin-RUckstanden gewonnen werden.

5.4.1 Modifikation und Etablierung der enzymimmunchemischen Testsysteme

Bis auf den direkten kompetitiven Enzymimmuntest LacTek Test (Rohrchenschnelltest,
IDEXX Laboratories, Inc., USA) wurden bisher keine Enzymimmuntests auf ihre Eignung
hinsichtlich Ziegenmilch geprift. Der LacTek Test erbrachte allerdings falsch negative
Ergebnisse beim Nachweis von Penicillin G (ZENG et al., 1998).
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In der vorliegenden Arbeit wurde der quantitative Nachweis von Penicillin G und BPO in
kinstlich kontaminierter Ziegenmilch wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes
anhand von Positiv-Kontrollen Gberpruft. Die Wiederfindungsraten fur Penicillin G lagen in
dem untersuchten Dotierungsbereich von 2 bis 32 ng/ml zwischen 88,6 und 137,5 %. Die
Variationskoeffizienten lagen zwischen 10,3 und 37,4 %. Das Testsystem zeigte somit bei der
Untersuchung von Ziegenmilch mit den veranderten Verdinnungsmodalitaten (20 %-ige statt
10 %-ige Magermilchlésung) eine etwas geringere Stabilitdt als bei der Untersuchung von
Kuhmilch, entsprach aber der vom Codex Committee on Residues of Veterinary Drugs in
Food geforderten Reproduzierbarkeit fiir Riickstandsanalysen im Bereichlvog/'kg < 10

ug/kg (CCRVDF, 2003). Die Wiederfindungsraten fur Bgpenicilloylsaure in kinstlich
kontaminierten Ziegenmilchproben lagen bei einem BPO-Zusatz von 4 bis 16 ng/ml zwischen
95,2 und 123,1 %. Die Variationskoeffizienten lagen mit 12 bis 29,7 % in einem ebenfalls
sehr zufrieden stellenden Bereich. Die fir die Untersuchung von BPO in Ziegenmilch
gewahlten Verdinnungen entsprachen den Bedingungen, unter welchen auch Kuhmilch mit
diesem Testsystem untersucht wird. Da diese beim gruppenspezifischen EIA zum Nachweis
von Penicillin in Ziegenmilch verandert wurden, wurde fur dieses Testsystem nochmals die
Sensitivitat und Reproduzierbarkeit Uberprtft. Die Auswertung der in 20 %-iger Magermilch-
Aqua dest.-L6sung erstellten Standardkurven ergab eine Nachweisgrenze von 0,37 ng
Penicillin G/ml. Somit zeichnet sich das Testsystem auch fur die Untersuchung von
Ziegenmilch durch eine hohe Empfindlichkeit aus. Penicillin G wird in Ziegenmilch weit

unterhalb des vorgeschriebenen Hoéchstwertes von 4 ug/kg erfasst.

5.4.2 Ergebnisse der Untersuchung von Ziegenmilch auf Penicillin-Rickstande

Die Untersuchung von Ziegenmilch mittels eines integrierten Nachweissystems waére
prinzipiell ebenfalls moglich. Hierzu missten die Methodenkombinationen, die zur
Untersuchung von Kuhmilch ausgewahlt wurden verandert werden, da sich nicht alle
Testsysteme zur Untersuchung von Ziegenmilch eignen. Der erste Untersuchungsschritt des
bestehenden integrierten Nachweissystems, der mikrobiologische Hemmestofftest, wird fur die
Untersuchung von Ziegenmilch in der Literatur widersprichlich diskutiert. Einzig der nach
SCHULZE (2002) modifizierte Blattchentest oder der kommerziell erhaltliche Delvotest SP
(mit nach SCHULZE (2002) verlangerter Inkubationszeit) kdnnten alternativ eingesetzt

werden. Fur den Untersuchungsschritt Il des integrierten Systems wiurde sich gegebenenfalls
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der Rezeptortest RBeta s.t.a.r. anbieten, allerdings mussten zur Eignung dieses Tests noch
weitere Untersuchungen durchgefihrt werden. Ein weiterer in der Literatur als geeignet
beschriebener Schnelltest fir den Nachweis von Antiinfektiva in Ziegenmilch ist der Charm I
Beta-laktam Test. Zu diesem Test liegen ausfihrlichere Untersuchungen vor (CONTRERAS
etal., 1997; ZENG et al., 1998; QUANDT 2006).

Da Penicillin G auch bei der Ziege ein sehr héufig eingesetztes Antibiotikum ist, lag der
Schwerpunkt der in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchung der Ziegenmilch auf dem
Einsatz der Enzymimmuntests zum Nachweis von Penicillin und dessen Metaboliten BPO.
Mittels dieser, fur die Untersuchung von Ziegenmilch sehr gut geeigneten Testsysteme
wurden insgesamt 577 Ziegenmilchen aus 13 mittel- und nordhessischen Betrieben
untersucht. Studien mit vergleichbar hohen Untersuchungszahlen konnten in der Literatur zur
deutschen Ziegenmilch nicht gefunden werden. In Studien mit geringeren Fallzahlen erwiesen
sich die Ziegenmilchproben zudem immer als hemmstofffrei (HAHN und KNORR 1989;
OEFKEN 1993; KNAPPSTEIN et al. 2003). Von den in dieser Arbeit untersuchten 577
Ziegenmilchproben waren insgesamt 9 (1,56 %) mit Penicillin G kontaminiert. Bei zwei
Proben (0,35 %) lag der Gehalt an Penicillin G Gber dem MRL von 4 ng/ml. In einer dieser
Proben wurden 7 ng Penicillin G/ml nachgewiesen, nach Penicillinase-Behandlung negativ.
Der Gehalt an BPO lag bei 4,6 ng/ml, nach Penicillinase-Behandlung stieg er auf 5,9 ng /ml,
was auf die parenterale Gabe von Penicillin G schlieRen lasst. Der Gehalt an Penicillin G der
zweiten Probe lag extrem hoch (60.000-100.000 ng/ml). Bei der Untersuchung dieser Probe
auf BPO wurden Werte im Bereich von 20.600-45.500 ng/ml gemessen. Somit ist die
Belastung der Ziegenmilch mit 0,35 % Penicillin-positiven Proben insgesamt zwar gering,
trotzdem aber dennoch in einer als nicht unerheblich anzusehenden Haufigkeit. Da im Sinne
der Milchguteverordnung nur Kuhmilch kontrolliert wird, erscheint insbesondere nach den
Ergebnissen aus der vorliegenden Arbeit ein &ahnliches Kontrollsystem fir Ziegenmilch
notwendig. Dass Ziegenmilch in der Werbung und im World Wide Web oftmals als

Alternative fur Sauglinge und Allergiker angepriesen wird, unterstreicht diese Forderung.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde die Anwendbarkeit eines integrierten Nachweissystems flr
Penicillin-Ruckstande in Kuhmilch und Ziegenmilch tberpruft. Der zweite Schwerpunkt

dieser Arbeit lag auf der Hemmstoffbelastung von Ziegenmilch, d.h. es sollte ein Uberblick
Uber die Belastung der in Hessen produzierten Ziegenmilch mit Penicillin-Ruckstanden

gewonnen werden.

Die ,Kernmethode" des integrierten Nachweissystems fuir Penicillin-Ruckstande in Kuhmilch
und Ziegenmilch ist ein gruppenspezifischer Enzymimmuntest (EIA) zum Nachweis von
Penicillinen. Durch die Herstellung eines optimierten markierten Antigens (Enzymkonjugat)
konnte der Messbereich des Testsystems und somit auch die Nachweisgrenze optimiert
werden. Die 50%-Daosis fur Penicillin G betrug 0,5-1,5 ng/ml, die Nachweisgrenze lag bei
0,3 ng/ml. Der Test erfasst Penicillin G deutlich unterhalb des vorgeschriebenen Hochstwertes
von 4 pg/kg und weist eine breite Gruppenspezifitat fur alle relevanten Penicilline auf. Als
weitere methodische Bestandteile des integrierten Nachweissystems wurden fir R-lactam-
Antibiotika  mikrobiologische = Hemmstofftests und gruppenspezifische qualitative
Rezeptortests eingesetzt, im Bedarfsfall kamen weitere Enzymimmuntests fir andere

Antiinfektiva zu Einsatz.

Wahrend eines Untersuchungszeitraumes von uber vier Jahren (10/2001-12/2005) konnten in
69 von 79 (87,3 %) hemmstoffpositiven Kuhmilchproben entweder Penicillin- oder
Cephalosporin-Rickstdnde nachgewiesen werden. Penicilin G wurde in 61 der 79
untersuchten Milchproben identifiziert (77,2 %). Somit ist Penicillin G immer noch der am
haufigsten nachgewiesene Hemmestoff in Milch. Die Rickstandskonzentration lag zumeist im
Bereich des ein- bis zweifachen MRL (4 ng/ml). In einzelnen Fallen wurden aber auch
Gehalte Uber 100 ng Penicillin G/ml festgestellt. In acht der 79 Proben (10,1 %) konnten

Cephalosporine nachgewiesen werden.

Die Untersuchung von Ziegenmilch mittels eines integrierten Nachweissystems ist ebenfalls
maoglich. Hierzu missen jedoch geeignete Methodenkombinationen ausgewahlt werden, da
sich nicht alle Testsysteme zur Untersuchung von Ziegenmilch eignen. In der vorliegenden
Arbeit wurden die Enzymimmuntests zum Nachweis von Penicillin G und seinem

Metaboliten Benzylpenicilloylsaure (BPO) in Ziegenmilch modifiziert und etabliert. Mittels
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dieser, fur die Untersuchung von Ziegenmilch sehr gut geeigneten Testsysteme
(Nachweisgrenze von 0,37 ng Penicillin G/ml) wurden insgesamt 577 Ziegenmilchproben
(Einzelgemelke) aus 13 mittel- und nordhessischen Betrieben untersucht. Neun Proben (1,56
%) waren mit Penicillin G kontaminiert. Bei zwei Proben (0,35 %) lag der Gehalt an
Penicillin G Uber dem MRL von 4 ng/ml. Somit ist die Belastung der Ziegenmilch mit
Penicillin-Ruckstanden insgesamt zwar gering, trotzdem aber dennoch in einer nicht als

unerheblich anzusehenden Haufigkeit.
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7 SUMMARY

The present study describes experiences with an identification and quantification program for
penicillin-residues in cow’s milk and in goat’s milk. Additionally, a survey on the occurrence

of penicillin residues in goat’s milk was performed.

To identify and quantify betalactam antibiotics in inhibitor-positive milk samples, a
combination of microbiological inhibitor tests, receptor tests, and enzyme immunoassays
(EIA) is used in a step-by-step analysis. A generic EIA for penicillins with improved
sensitivity (50% dose concentration for penicillin G 0.5-1.5 ng/ml, detection limit 0.3 ng/ml)
was the core method of the program. By this test, penicillin G is detected well below the
maximum residue limit (MRL) of 4 pug/kg. The EIA has broad cross-reactivity with all Reta-
lactam antibiotics which are regulated by MRL’s. Further ElAs (isoxazolyl penicillins,
cephalosporins) could be employed in this program if necessary.

During the period of four years (10/2001-12/2005), most of the violative milk samples under
study contained penicillin or cephalosporin residues (n =79, 87.3 %). In most cases (77.2 %)
penicillin G could be identified. This indicates that penicillin G is still the predominant
antibiotic responsible for violative bulk tank milk samples. In most of our results, residue
levels were close to the MRL value (4 ng/ml), but some samples contained more than 100 ng
penicillin G/ml. The second most frequently identified compound were cephalosporins (10.1
%).

The identification and quantification of antibiotic residues in goat’s milk by the presented
multimethod strategy is also possible. As only some of the existing antibiotic screening tests
are applicable for the analysis of goat’s milk, suitable combinations of tests must be selected
for the analysis of goat’s milk. In the present study the generic EIA for penicillins and, to
indirectly confirm the presence of penicillin G, an EIA specifically detecting penicillin G
metabolites (benzylpenicilloyl metabolites, BPO) were used. A total of 577 milk samples
from 13 goat milk farms were analysed with these high sensitive EIAs (detection limit 0.37 ng
penicillin G/ml). Nine samples (1.56 %) contained penicillin G, at concentrations exceeding
the MRL value (4 pg/kg) in two samples. Compared with about 0.1 % violative cow’s bulk
tank milk samples as detected during regulary control over the last years, the frequency of

occurrence of antimicrobial residues in goat’s milk is at least at the same level.
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