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Abstract

Penicillins and cephalosporines, which belong to the group of f3-lactam antibiotics, are, together
with tetracyclines and macrolides, the most commonly used antibiotics for the therapy and
prophylaxis of bacterical infections in food delivering animals. Therefore, maximum residue
limits (MRL) exist in the EU relating to the antimicrobial properties of the 3-lactams. In order to
control the application and possible illegal use of 3-lactams, screening methods are useful to get
first results cheap and rapidly.

In this work, the application of chemiluminescence (CL) as an analytical tool for the detection of
residues of 3-lactam antibiotics in porcine kidney juice and other matrices was investigated.

The developed method is based on an indirect competitive microtiter plate assay that uses the
penicillin-binding protein PBP 2x* as receptor for 3-lactam antibiotics. The PBP 2x* were coated
on a microtiter plate, and a digoxigenin labeled ampicillin (Dig-Ampi) was used to compete with
free beta-lactams in the sample. In a next step, we added anti-digoxigenin Fa, fragments (Fap)
that were conjugated with horseradish peroxidase (HRP). These conjugated antibodies can bind
to the digoxigenin-moiety of Dig-Ampi. In the last step, a CL based technique was used as detec-
tion system. Therefore the luminol oxidation catalyzed by HRP was used. The obtained signal
was reversely related to the f3-lactam concentration in the sample.

The assay format utilizing PBP 2x* based on a previous work developed in our research group,
but was modified with regard to a CL based technique. In the previously developed colorimetric
assay format, an HRP catalyzed oxidation with tetramethylbenzidine as chromogen was used.

Experimental parameters of the CL assay, for example amount of PBP 2x*, Dig-Ampi, Fa,, luminol
reagent volume, and measurement time were characterized and optimized for low consumption
of the expensive assay compounds and for high sensitivity.

A variety of food matrices, mainly kidney, but also milk and muscle tissue, were investigated by
the CL assay and the results were compared to the colorimetric assay format.

Matrix interferences from kidney juice could be minimized by a centrifugation and dilution step.
A full factorial design was used to examine significant matrix interferences. For both assay for-
mats, the parameter “texture” (comparison: kidney-muscle) showed a significant matrix effect to
the measurement performance. Thus, a calibration in blank matrix is necessary. In contrast to
the colorimetric assay, no significant matrix effect was detected for the parameter animal spe-
cies (comparison: pork-beef), when using the CL assay.

The performance criteria limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ), precision, re-
peatability, and working range were investigated for the determination in spiked kidney juice
and milk. 20 porcine kidney samples were analyzed for precision of the assay formats.

Benzylpenicillin, ampicillin, cefquinom and ceftiofur (measured as desfuroylcefitofur, the active
metabolite) were detected at concentrations below their respective MRL. LOD and LOQ were
twofold lower for the CL assay than for the colorimetric assay. However, the increased sensitivi-
ty of the CL assay leads to a loss of precision and higher interference of matrix compounds. Nev-
ertheless, the CL assay represents a good alternative to the colorimetric test system and is appli-
cable for the screening of 3-lactam residues in a variety of food matrices.

Based on the developed CL assay, a test system for single sample measurements was designed
by using magnetic beads as surface to immobilize PBP 2*. For this purpose, a commercial
Charm II receptor test equipment was used. The experiments have shown that the CL assay for-
mat could not be transferred to this type of equipment. Significant interference of nonspecific
interactions and difficulties in the separation technique were observed.

In conclusion, the experiments on kidney juice have shown that both microtiter plate assay for-
mats (CL and colorimetric) are suitable for the semi-quantitative screening of f3-lactams. An ad-
vantage of the CL assay over the colorimetric assay is the higher sensitivity.
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1 Einleitung

Heutzutage werden Penicilline und Cephalosporine, die die Gruppe der f3-Lactam-
Antibiotika bilden, umfangreich in der Veterindrmedizin zur Therapie und Prophy-
laxe bakterieller Infektionen bei Lebensmittel liefernden Tieren eingesetzt . Ins-
besondere im Zuge der Massentierhaltung spielt die Prophylaxe bakterieller Infek-
tionen eine immer grofier werdende Rolle und fordert den mengenmafdigen Anti-
biotika-Einsatz. Die Anwendung von Antibiotika bei Lebensmittel liefernden Tie-
ren fiihrt zur Riickstandsbildung der verabreichten Wirkstoffe oder ihrer Metabo-
liten im tierischen Gewebe und in den entsprechenden Produkten (zum Beispiel
Milch, Eier und Honig). Eine akute Gefahr fiir den Verbraucher geht vom Verzehr
tierischer Produkte, die Antibiotika-Riickstdnde in geringen Mengen enthalten,
nicht aus 2. Als problematisch wird allerdings das allergene Potential der Wirk-
stoffgruppe gesehen 3. Zusatzlich besteht bei einer wiederholten Aufnahme von

Antibiotika die Gefahr der Resistenzbildung bei Krankheitserregern.

Zum Schutz des Verbrauchers existieren EU-weit giiltige Regelungen, die unter
anderem Anwendungsbeschrankungen, Riickstandshéchstmengen (MRL = maxim-
um residue limit) und Wartezeiten reglementieren. Fiir {3-Lactame sind in Abhén-
gigkeit von ihrer antimikrobiellen Wirkung sehr unterschiedliche Riickstands-
hochstmengen in essbaren Gewebe und anderen Produkten tierischen Ursprungs
EU-einheitlich in der Verordnung Nr. 37/2010 festgesetzt 4 In Hinblick auf den
Verbraucherschutz ist eine systematische Kontrolle zur Einhaltung der festgeleg-
ten MRL notwendig. Ein effektives Uberwachungswerkzeug stellt in Deutschland
der risikoorientierte Nationale Riickstandskontrollplan (NRKP) dar. Dies ist ein
von Bund und Landern durchgefiihrtes Programm, das tierische Lebensmittel auf
illegale Anwendungen von verbotenen oder nicht zugelassenen Stoffen bzw. den
Einsatz zugelassener Tierarzneimittel iiberwacht °. Als Anreicherungsorgan ist die
Niere bei der Durchfiihrung des NRKP eine wichtige Matrix, um nicht sachgerechte

Anwendungen von f3-Lactam-Antibiotika verfolgen zu kdnnen.

Zur Uberwachung der Einhaltung der rechtlichen Vorgaben werden aufgrund des

grofen Probenumfangs in privaten und amtlichen Laboratorien Screening-
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verfahren angewendet. Der Einsatz von Screening-Tests ist eine kostenglinstige,
analytische Strategie, um auf erster Analysenstufe und mit wenig Aufwand eine
schnelle Aussage tliber das Vorhandensein von Riickstanden in einer Probe zu er-

langen.

Neben den wirkungsbezogenen non-target Tests, wie dem Hemmstofftest, ermog-
licht ein familienspezifischer Screeningtest, wie ein rezeptorgestiitzter Mikrotiter-
plattentest oder ein immunchemisches Verfahren mit Antikérpern, die Erfassung

einer Substanzklasse (zum Beispiel 3-Lactam-Antibiotika).

Fiir den Nachweis von f3-Lactam-Antibiotika wurden in den letzten Jahren ver-
mehrt Penicillin-bindende Proteine (PBP) als spezifische Bindungspartner einge-
setzt. PBP sind bakterielle Enzyme, die an der Zellwandsynthese beteiligt sind und
einen Angriffspunkt flir f3-Lactam-Antibiotika darstellen. Sie sind in der Lage

3-Lactam-Antibiotika spezifisch zu binden.

Die Detektion der Analyten kann durch den Einsatz von verschiedenen Detekti-
onsarten, wie zum Beispiel UV, Fluoreszenz, Lumineszenz oder SPR (surface plas-
mon resonance), variieren und ermdoglicht ein breites analytisches Tool zum

Nachweis von Wirkstoffen.

Ziel dieser Arbeit war die Einsatzmdoglichkeit der Chemilumineszenz fiir einen
rezeptorgestiitzten Mikrotiterplatten-Test zum Nachweis von f3-Lactam-

Antibiotika in Lebensmitteln, schwerpunktmafig in Niere, zu priifen.
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2 RB-Lactame (Penicilline und Cephalosporine)

Mit der Entdeckung der antibakteriellen Wirkung des aus Penicillium notatum ge-
wonnenen Naturstoffes durch Alexander Fleming ¢ in 1929 und der spateren Cha-
rakterisierung von Chain et al. “wurde ein Meilenstein in der Medizin und Veteri-
niarmedizin gesetzt. Uber die Geschichte der -Lactam-Antibiotika wurde von Ab-

raham et al. 8in einem ausfiihrlichen Review berichtet.

2.1 Charakteristika

Zu den f3-Lactam-Antibiotika zdhlen zwei grofde Klassen: die Penicilline und die
Cephalosporine. Beide Klassen besitzen einen f3-Lactam-Ring als gemeinsames
Strukturmerkmal. Dieser wurde 1945 als Strukturbestandteil des Benzyl-

penicillins rontgenspektroskopisch nachgewiesen °.

Mit Ausnahme einiger monocyclischer Verbindungen bestehen die {3-Lactam-Anti-
biotika aus einem bicyclischen Grundgertist. Je nach Verbindungsklasse ist ein

flinfgliedriger oder sechsgliedriger Ring an den 3-Lactam-Ring ankondensiert.

Penicilline sind Acylderivate der 6-Aminopenicillansdure (6-APA), einem bi-
cyclischen Dipeptid aus Cystein und Valin. Der Grundkérper besteht aus dem reak-
tiven viergliedrigen f3-Lactam-Ring, gekoppelt mit einem fiinfgliedrigen Thia-
zolidinring. Dieses zusammengesetzte Ringsystem wird als Penam-Ring bezeich-
net 19, Der f3-Lactam-Ring stellt hierbei die strukturelle Voraussetzung fiir die an-

tibakterielle Aktivitat 1 dar (siehe Abbildung 2.1).
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Abbildung 2.1: Strukturmerkmale der Penicilline und Cephalosporine; das rote Quadrat

kennzeichnet den f3-Lactam-Ring als gemeinsames Strukturmerkmal

Insbesondere durch die verschiedenen Kondensationsprodukte zwischen einer
Carbonsaure und der Aminogruppe in Position 6 der 6-APA kénnen die Penicilline
anhand ihrer Seitenketten unterschieden werden 2. In Abbildung 2.1 sind die

Strukturmerkmale der Penicilline und Cephalosporine dargestellt.

Statt des Thiazolidin-Rings ist in dem Grundgeriist der Cephalosporine ein
Dihydrothiazin-Ring enthalten. Dieser bildet zusammen mit dem f3-Lactam-Ring
das  Cephem. Cephalosporine  kénnen aus  Benzylpenicillin  oder
Phenoxymethylpenicillin durch Ringerweiterung oder durch Modifikation der
7-Aminocephalosporansiaure (7-ACA) semisynthetisch hergestellt werden 1314,
Abbildung 2.2 gibt einen Uberblick iiber die in dieser Arbeit verwendeten Penicil-

line und Cephalosporine.
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Abbildung 2.2: Grundstruktur der Penicilline (oben) und der Cephalosporine (unten) und

Cephalosporin-Grundgerist

der in dieser Arbeit verwendeten, veterinarmedizinisch relevanten f3-Lactame

Die am haufigsten verwendeten f3-Lactam-Antibiotika werden semisynthetisch aus
der 6-APA oder der 7-ACA gewonnen. Benzylpenicillin (Penicillin G), die 6-APA
und das Phenoxymethylpenicillin (Penicillin V) sind natiirlich vorkommende
3-Lactame, die direkt aus Penicillium chrysogenum und Penicillium notatum extra-
hiert werden kénnen °. Ein Uberblick iiber die verschiedenen R-Lactame ist in 6
gegeben. In der EU sind nach der Verordnung (EU) Nr. 37/2010 4 derzeit

16 f3-Lactame fiir verschiedene Tierarten zugelassen.
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2.2 Stabilitat der B-Lactame

Penicilline sind in Form ihrer Alkali- oder Erdalkalisalze im trockenen Zustand
stabil. In wassrigen Losungen werden Penicilline relativ schnell abgebaut. Die Ab-
baurate hangt von verschiedenen Faktoren ab, wie zum Beispiel dem pH-Wert, der
Temperatur und der Seitenkette im Molekiil. Auch bestimmte Puffersalze,
Schwermetalle (z. B. Kupfer) oder organische Losemittel konnen den Abbau des

Penicillins beeinflussen 1718,

In wassrigen Losungen zeigen monobasische Penicilline, wie zum Beispiel
Benzylpenicillin, eine optimale Stabilitdt im Bereich von pH 6-7. Die Dissoziations-
konstante (pKa) der Carboxylgruppe liegt bei 2,4-2,7. Bei den amphoteren Penicil-
linen, wie beispielsweise Ampicillin, liegt die Dissoziationskonstante (pKa) der
Aminogruppe in wassriger Losung bei 7,2-7,4. Das Stabilitatsmaximum in wassri-
ger Losung liegt bei pH 4-5 19 niedriger als bei Benzylpenicillin. Dies hangt damit
zusammen, dass der elektronenziehende Substituent (hier Aminofunktion) in
a-Position der Seitenkette einen stabilisierenden Effekt im sauren Medium be-

wirkt.

Bei f3-Lactamen handelt es sich um Verbindungen, die eine erh6hte Reaktivitat ge-
geniiber Nucleophilen (z.B. Hydroxylionen, Aminen) aufweisen. Mit dem Abbau
der 3-Lactame geht in der Regel die Offnung des viergliedrigen R-Lactam-Rings
einher. Dieser Abbau kann unter sauren, neutralen oder basischen Bedingungen
erfolgen 20. Auch eine enzymatische Hydrolyse, zum Beispiel durch f3-Lactamasen,
fiihrt zur Ring-Offnung und im Folgenden dazu, dass die biologische Aktivitit ver-

loren geht.

Eine Ubersicht iiber mégliche Reaktionen, die eine Offung des R-Lactam-Rings zur

Folge haben, sind in Abbildung 2.3 dargestellt.
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Abbildung 2.3: Abbaureaktionen der Penicilline; alle Reaktionswege haben die Offnung des
3-Lactam-Rings zur Folge; a) chemische Hydrolyse, b) enzymatische Reaktion, z.B. mit PBP, c) en-
zymatische Reaktion mit f3-Lactamase fiihrt zur Penicilloinsdure, d) Bindung an Proteine; modifi-

ziert nach??

Der chemische Abbau der f3-Lactame ist extrem pH-abhdngig und kann sowohl

durch nucleophilen Angriff als auch durch elektrophile Substitution erfolgen.

In Abbildung 2.4 ist die Abbaureaktion des Penicillins in alkalischer Losung bzw.
durch nucleophilen Angriff dargestellt. Anfanglich entsteht unter Ringéffnung die
biologisch inaktive Penicilloinsdure. Ausgehend von dieser bilden sich in Abhéan-
gigkeit vom pH-Wert Penillosaure, Penamaldsaure, Penilloaldehyd, Penicillamin

und Kohlendioxid.
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Abbildung 2.4: Abbau des -Lactams durch nucleophile Reaktion 1219

Abbildung 2.5 zeigt anhand eines Penicillins den Abbau unter sauren Bedingungen

(elektrophile Substitution).
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Abbildung 2.5: Abbau des -Lactams durch elektrophile Substitution 22

Durch Spaltung der C-N-Bindung im f3-Lactam-Ring erfolgt die reversible Bildung
eines positiv geladenen Acylium-Ions 7. Das Acylium-Ion reagiert mit Wasser un-
ter Bildung der Penicilloinsdure und nachfolgender Decarboxylierung zur
Penillosdaure. Unter Beteiligung der C-6-Acylamino-Seitenkette konnen letztlich

Penillsdure, Penicillensaure, Penicilloinsdure und Penillosdure entstehen 1220,

Durch elektronenziehende Gruppen in der a-Position der Seitenkette (wie z.B. in
Phenoxymethylpenicillin) wird die Stabilitdt gegen Sduren verbessert 0. Diese re-

lativ saurestabilen Penicilline werden tiberwiegend oral appliziert 1.

Cephalosporine reagieren im Wesentlichen dhnlich wie Penicilline. Unter basi-
schen Bedingungen ist das Ausgangsabbauprodukt allerdings im Vergleich zur
Penicilloinsdure in wassriger Losung nicht stabil und reagiert direkt weiter °. Be-
dingt durch die geringere anionische Reaktivitit des Stickstoffs im
Dihydrothiazinring zeigen Cephalosporine, im Vergleich zu den Penicillinen eine
hohere Stabilitdt gegeniiber Sduren. Die chemische und enzymatische Modifikation

der Cephalosporine hangt im Wesentlichen von der Art der C7-Seitenkette und
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den Substituenten am C3-Atom ab 22, Stellt der Substituent an der C3-Position eine
gute Abgangsgruppe dar, wird in Gegenwart von Nucleophilen der Substituent ab-

gespalten. Hierbei kommt es zur Spaltung der C-N-Bindung im f3-Lactam-Ring 3.

Zur detailierten Betrachtung der Abbaureaktionen der Cephalosporine sei hier auf

die einschlagige Literatur verwiesen 17.1922-24,

Die geringe Stabilitat der f3-Lactame in wassrigen Losungen ist fiir die Riickstands-
analytik ein grofdes Problem. Auch die Lebensmittelmatrix kann beispielsweise
durch Enzyme, pH-Wert oder vorhandene Metallionen den Abbau von f3-Lactam-
Antibiotika beeinflussen. Dies ist insbesondere fiir die Lagerung der Proben vor
einer Analyse von Bedeutung. Umfangreiche Lagerungsstudien von Penicillinen in
Milch 2526 und Fleisch 2728 zeigten einen temperaturabhidngigen Abbau der

f3-Lactam-Antibiotika wahrend der Lagerung.

2.3 Wirkungsmechanismus

Der Begriff ,Pharmakodynamik” fasst allgemein die Wirkung von Arzneimitteln
auf den Organismus und die damit verbundenen Wirkmechanismen zusammen.
Bei den meisten Arzneimitteln (so auch bei den f3-Lactamen) findet ein rezeptor-

vermittelter Wirkungsmechanismus statt 11,

Die Wirkung der 3-Lactame beruht auf einem Eingriff in die bakterielle Zellwand-
synthese. Hierbei wird das aktive Zentrum eines fiir die Zellwandsynthese essenti-

ellen Enzyms durch 3-Lactame blockiert.

Im Folgenden wird der prinzipielle Aufbau des Peptidoglucans, dem Angriffspunkt

der f3-Lactam-Antibiotika, kurz beschrieben.

2.4 Das Peptidoglucan

Das Peptidoglucan, auch Murein genannt, ist der Teil der bakteriellen Zellwand,
der fiir die Stabilitat und Flexibilitat verantwortlich ist. Es schiitzt die Zelle vor du-
3eren, mechanischen Einfliissen und gegen den intrazelluliren osmotischen

Druck?d.
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Murein ist ein Polymer, in dem Polysaccharidstrange tiber kurze Peptidseiten-
ketten miteinander verbunden sind. Als Polysaccharidbausteine dienen N-Acetyl-

glucosamin und N-Acetyl-Muraminsaure, die 3 (1-4) glycosidisch verkniipft sind3°.

Die Aminosauresequenz der Pentapeptidketten kann je nach Organismus gering-
fligig variieren. So besteht die Peptidkette in Streptococcus pneumoniae (gramposi-
tive Kokken) zum Beispiel aus den Aminosduren L-Alanin - D-Glutaminsdure -
L-Lysin - D-Alanin - D-Alanin. In E. coli hingegen ist als Diaminosiaure meso-
Diaminopimelinsdure statt L-Lysin im Murein enthalten 30. Der schematische Auf-
bau des Peptidoglucans fiir S. pneumoniae ist beispielhaft in Abbildung 2.7 darge-
stellt.

Die komplette Stabilitait des Mureins wird erst durch die Quervernetzung der
Peptidketten erhalten. Hierbei ist die Vernetzung artenspezifisch und kann iiber
direkte Verkniipfung oder iiber kurze Interpeptidbriicken erfolgen. Bei der direk-
ten Verkniipfung sind die Polysaccharidstrange iiber eine Amidbindung zwischen
den Seitenketten verbunden. Die Amidbindung wird tiber die Diaminosaure (z.B.
L-Lysin) eines Pentapeptids und der Carboxylgruppe eines terminalen D-Alanins
eines weiteren Pentapeptids erhalten (siehe Abbildung 2.7) 3. Dieses Polymer-
netz, auch ,Mureinsacculus“ genannt, umschliefst wie ein Fischernetz die komplet-
te Cytoplasmamembran 32. Fiir einen detaillierten Einblick in den Aufbau der bak-

teriellen Zellwand wird auf die einschldgige Literatur verwiesen 30.32-34,

2.4.1 Das Rezeptorprotein: Penicillin-bindendes Protein (PBP)

Penicillin-bindende  Proteine, kurz PBP genannt, sind bakterielle,
membrangebunde Proteine, die als spezieller Enzymsatz in Bakterien mit
Mureingertst assoziiert sind und eine wichtige Rolle bei der Steuerung der
Mureinbiosynthese spielen. Sie besitzen die Fahigkeit, f3-Lactame kovalent zu bin-

den 3%,

Die PBPs katalysieren terminale Reaktionen der Murein-Biosynthese, wie die Ver-
kniipfung der Pentapeptidketten mit den lineraren Polysaccharidstrangen zu ei-

nem dreidimensionalen Mureinsacculus 3¢. Bei diesen abschlieflenden Schritten
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sind Glykosyltransferasen und D,D-Transpeptidasen (siehe unter Abschnitt 2.4.2.)
involviert. PBPs besitzen je nach Typ eine Glycosyltransferase- und/oder D,D-

Transpeptidase-Aktivitat.

Die Anzahl der verschiedenen PBPs kann je nach Bakterienart zwischen 5-10 vari-
ieren, die in absteigender Reihenfolge ihres Molekulargewichts (z.B PBP 1 = 100
kDa, PBP 2 = 80 kDa) nummeriert werden 35 Bei dhnlichen Molekulargewichten
der PBPs in einem Bakterium werden diese zusatzlich mit einem Buchstaben un-
terschieden (z.B. PBP 2b und PBP 2x). In Streptococcus pneumoniae sind zum Bei-
spiel sechs verschiedene PBPs mit einem Molekulargewicht von 90 bis 43 kDa zu

finden (PBP 1a, PBP 1b, PBP 2a, PBP 2b, PBP 2x und PBP 3) 7.

PBPs werden nach ihrem Molekulargewicht in zwei Gruppen eingeteilt: PBPs mit
hohem Molekulargewicht (engl. high molecular weight; hmw PBPs) und PBPs mit
niedrigem Molekulargewicht (engl. low molecular weight; Imw PBPs). Zu den Imw
PBPs wird das PBP3 (43 kDa) gezahlt, das eine Carboxypeptidase-Aktivitat auf-
weist 38, Die hmw PBPs werden zusatzlich, je nach ihrer enzymatischen Aktivitat,
in Klasse A und Klasse B aufgeteilt. PBPs der Klasse A sind bifunktionelle Enzyme
und besitzen eine D,D-Transpeptidase- und eine Glycosyltransferase-Aktivitat
(PBP1a, PBP1b und PBP2a). Bei Klasse B PBPs handelt es sich um Enzyme, die nur
eine D,D-Transpeptidase-Aktivitiat besitzen (PBP 2x und PBP 2b) 36:39-41,

PBPs sind Multidomanen-Proteine, die aus einer N- und C-terminalen Doméane und

einer Penicillin-bindenden Transpeptidase-Domane bestehen.

Diese Transpeptidase-Domdne besteht aus folgenden drei konservierten
Aminosduresequenzen (Motive): Serin-xx-Lysin (SxxK, Motiv 1, mit einem aktiven
Serin), Serin-x-Asparagin (SxN, Motiv 2) und Lysin-Threonin-Glycin (KTG, Motiv
3), wobei x eine variable Aminosdure anzeigt. Diese drei Sequenzmotive stellen
das aktive Zentrum des Enzyms dar und sind in den meisten PBPs vorhanden 3641,
Durch Proteinfaltung bildet sich aus den in der Primarstruktur enthaltenden Se-
quenzmotiven die katalytische Domdne aus. Van der Linden et al. ¥ zeigten an-
hand spezifischer Mutationen im aktiven Zentrum des PBP, dass der Serinrest in

Motiv 1 die essentielle Komponente fiir die Interaktion mit f3-Lactam-Antibiotika
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darstellt. Nach Ghuysen 3¢ zdhlen PBPs zusammen mit den f3-Lactamasen zu der

Superfamilie der Acyl-Serin-Transferasen.
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Das Penicillin-bindende Protein PBP 2x*

Pares et al#3 beschreiben in ihren Arbeiten die 3-D-Struktur des membran-
gebundenen PBP 2x in Streptococcus pneumoniae. Das PBP 2x ist mit einem Mole-
kulargewicht von 82,3 kDa ein hmw PBP, das der Klasse B zugeteilt wird. Insge-

samt ist es 750 Aminosauren lang.

Die Penicillin-bindende Domane (Transpeptidase Domdne) mit den drei, fiir PBP
typischen, konservierten Motiven ist zwischen den Aminosduren 289 und 609 an-
gesiedelt. An die Transpeptidase Domane schliefst sich die C-terminale Domane an,
an deren Ende die 60 Aminosdauren lange PASTA-Doméne (PBP and
Serine/Threonine kinase Associated) %3 lokalisiert ist. Die genaue Funktion dieser
Domane ist noch ungeklart. Der schematische Aufbau des PBP 2x ist in Abbildung
2.6 dargestellt.

Der N-Terminus des Proteins (bis Aminosdure 265) besitzt die Form einer Zange
und enthdlt einen kurzen Bereich aus hydrophoben Aminosauren (AS 19-48), die
sogenannte Membrandomdane. Diese Domdane verankert das Protein in der
Cytoplasmamembran. Nach den Arbeiten von Laible et al. 44 wird durch Deletion
dieses Bereiches ein 16sliches PBP 2x-Derivat (im Folgenden PBP 2x* bezeichnet)

erhalten, das sich weiterhin durch seine komplette f3-Lactam-Bindefahigkeit aus-

zeichnet.
1 18 49 266 616 750
. . . " C-terminale
N-terminale Domaine Transpeptidase-Domane w
. A . Domaéne
Membran-
Domadne S33; TMK  S34,SN Ks47SG

Cytoplasmatische
Region

Abbildung 2.6: Schematischer Aufbau von PBP 2x; modifiziert nach 4546

Durch Markierung mit radioaktivem Penicillin oder Bocillin, einem fluoreszieren-

den Penicillin-Derivat, konnen PBPs visualisiert werden 4.
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Die Uberexpression und Synthese des Rezeptorproteins PBP 2x* wird in einem
E. coli BL21-Stamm, der das Plasmid pGEX-tet-PBP 2x* enthalt, durchgefiihrt. Das
Plasmid pGEX-tet-PBP 2x* wurde von Dr. Shawn Rachid im Arbeitskreis von Frau
Prof. Hakenbeck hergestellt. Das PBP 2x*-Gen wurde aus dem Plasmid pCG31 mit
Hilfe von PCR amplifiziert. pCG31 codiert das wasserlosliche PBP2x*-Derivat, in

dem das Transmenbranpeptid (Aminosdauren 19-48) fehlt 44.

Der Vektor pGEX 6P 1 tet geht aus dem Ursprungsvektor pGEX 6P 1 (Amersham
Pharmacia Biotech, Piscataway, N.J.) hervor. Dieser enthélt ein 3-Lactamase-Gen,
so dass transformierte Klone mit Ampicillin selektiert werden kénnen. Hierbei be-
steht jedoch das Risiko, dass sich bereits wahrend der Expression Ampicillin-
Konjugate bilden kénnen und folglich bei der Aufreinigung auch entsprechende

Konjugate erhalten werden, die keine f3-Lactambindung mehr eingehen kénnen.

Bei pGEX 6P 1 tet handelt es sich um einen Glutathion-S-Transferase (GST)-Gen-
fusionsvektor mit einem synthetischen tac-Promotor fiir IPTG-induzierbare Ex-
pression von GST-Fusionsproteinen. Die Verwendung dieses Vektors ist in jedem
E. coli-Stamm moglich, da ein internes lac 19-Repressorgen enthalten ist. pGEX 6P 1
tet enthalt zusatzlich eine tet-Kassette, die eine Tetracyclin-Resistenz im Rezipien-

ten-Stamm bewirkt.

Das Plasmid pGEX-tet-PBP 2x* codiert das PBP 2x*-GST-Fusionsprotein (GST;
Glutathion-S-Transferase), wobei das GST-Protein an das Amino-Ende des PBP 2x*
fusioniert ist. Die GST-fusionierten Rezeptorproteine konnen durch Bindung an
GSH-Sepharose gebunden werden. Die Abspaltung des GST von dem GST-
Fusionsprotein kann mittels des Enzyms PreScission Protease (Amersham
Biosciences, Freiburg) durchgefiihrt werden. Dieses spezifische Enzym erkennt ei-
ne acht Aminosdurenreste lange Erkennungssequenz (Leu-Glu-Val-Leu-Phe-GIn-
Gly-Pro) zwischen GST und Protein. Die PreScission Protease, auch ein Fusionspro-
tein, spaltet das GST-Protein vom intakten Fusionsprotein ab und lasst sich selbst
mittels eigenem GST-tag an die GSH-Sepharose binden. Nach affinitdtschrom-
atographischer Aufreinigung kann demzufolge das abgespaltene PBP 2x* isoliert

werden.
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2.4.2 Eingriff der B-Lactame in die Zellwandsynthese

Die 3-Lactam-Antibiotika greifen in die terminalen, enzymatischen Quervernetz-
ungsschritte der Zellwandsynthese ein. Diese terminalen Reaktionen finden auf
der Aufienseite der Cyctoplasmamembran statt und gliedern sich in die Trans-
glycosylierung von N-Acetylglucosamin (GlcNac) und N-Acetylmuraminsaure
(MurNAc), in die Carboxypeptidierung und in die Transpeptidierung. PBPs, die je
nach ihrer Klasse unterschiedliche enzymatische Aktivitdt besitzen (siehe Ab-
schnitt 2.4.1), katalysieren die einzelnen Reaktionsschritte. Ein schematischer
Uberblick iiber die von PBP Kkatalysierten Reaktionen wihrend der Murein-

biosynthese ist in Abbildung 2.7 dargestellt.

Transglycosylase

L-Ala L-Ala
| Transpeptidase |

D-GIn I/_—\I D-Gln
L-Lys (\ D-Ala L-Lys D-Ala

D-Ala L-Lys D-Ala L-Lys

...... | | |

D-GIn D-GIn

D,D-Carboxypeptidase | |
L-Ala L-Ala

Abbildung 2.7: Schematische Darstellung der Mureinstruktur und der von PBP katalysierten
Reaktionen (Angriffspunkte dargestellt in Rot): Transglycosylierung, Transpeptidierung und D,D-
Carboxypeptidierung; MurNAc = N-Acetylmuraminsdure; GlucNac = N-Acetylglycosamin; modifi-

ziert nach#®

Die Glycosyltransferasen bzw. Transglycosylasen katalysieren hierbei die Synthese

der Polysaccharidstrange.

Fir die Quervernetzung der Peptidketten sind D,D-Transpeptidasen verantwort-

lich. Die Vernetzung erfolgt hierbei liber einen zweistufigen Mechanismus.



2 B-Lactame (Penicilline und Cephalosporine) 20

Die Transpeptidierung fordert eine terminale D-Alanyl-D-Alanin-Sequenz am
Pentapeptid. Nur wenn diese Strukturvoraussetzung gegeben ist, wird in einem
ersten Schritt durch die D,D-Transpeptidase-Aktivitiat das terminale D-Alanin ab-
gespalten. Dabei erfolgt die Bildung einer Serin-Peptidyl-Esterbindung im aktiven
Zentrum des Enzyms. Uber einen nucleophilen Angriff einer Seitenaminogruppe
eines weiteren Pentapeptids auf den Carbonyl-Kohlenstoff des Serinesters wird in
einem zweiten Schritt eine Amidbindung gebildet. Da wahrend der Transferreak-
tion eine D-Alanyl-D-Alanin Bindung gespalten wird, werden die beteiligten En-

zyme als Transpeptidasen und nicht als Transferasen bezeichnet 4.

Als Regelelement filir die Vernetzung dienen die D,-D-Carboxypeptidasen. Durch
hydrolytische Abspaltung des terminalen D-Alanins einer D-Alanyl-D-Alanin-
Sequenz ist die Transpeptidase nicht mehr in der Lage, eine Quervernetzung an
der entsprechenden Peptidkette zu katalysieren 4248, Dementsprechend verhindert
die D,D-Carpoxypeptidase eine iibermafdige Vernetzung der Zellwand. Ein zu ho-

her Vernetzungsgrad wiirde zu Verlusten in der Flexibilitat der Zellwand fiihren.

Das wesentliche Angriffsziel der f3-Lactame sind die an der Transpeptidierung be-
teiligten Enzyme. Grund hierfiir ist die Strukturanalogie der {3-Lactame zum natiir-
lichen Substrat D-Alanyl-D-Alanin #°, die in Abbildung 2.8 schematisch veranschau-

licht wird.

f3-Lactam-Antibiotika werden vom PBP kovalent tiber den Serinrest im aktiven
Zentrum gebunden. Es kommt zur Bildung eines PBP-Penicilloyl-Komplexes, der
keine enzymatische Aktivitdat mehr besitzt. Dies hat zur Folge, dass keine Querver-
netzung zwischen den Peptidketten mehr stattfindet und es kommt letztlich auf

Grund der Destabilisierung des Mureingeriists zur Zelllyse.

CH,
o 1 .CH,

Penicillin D-Alanyl-D-Alanin

Abbildung 2.8: Strukturelle Ahnlichkeit eines Penicillins (links) mit der Dipeptid-Struktur
des D-Alanyl-D-Alanins (D-Ala-D-Ala) (rechts); nach 10
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In Abbildung 2.9 ist die Inhibierung der D,-D-Transpeptidasen durch f3-Lactame
veranschaulicht. Durch einen Angriff der OH-Gruppe des Serins im aktiven Zent-
rum des Enzyms auf den Carbonyl-Kohlenstoff der Amidbindung des f3-Lactams
kommt es, vergleichend zur Reaktion mit dem natiirlichen Substrat, zur Bildung
eines Penicilloyl- oder Cephalosporyl-Enzym-Konjugats. Der Carboxyl-Kohlenstoff
des Serinesters kann durch ein Wasserstoffmolekiil nucleophil angegriffen wer-

den. Dies hat eine hydrolytische Spaltung des Serinesters zur Folge.
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Abbildung 2.9: Inhibierungsreaktion der D,D-Transpeptidasen durch f3-Lactam-Antibiotika;
Durch Acylierung der Enzyme entsteht ein Penicilloyl-Enzym-Komplex. Aus diesem werden hydro-
lytisch Penicilloinsdure (links) oder die Spaltprodukte N-Acyl-Glycin-Derivate und N-Formyl-D-

Penicillamin gebildet. 3550

Die Halbwertszeit der Penicilloyl- bzw. Cephalosporyl-Enzym-Konjugate kann je
nach Enzym bis zu mehreren Tagen betragen. Aufgrund der Inhibierung der
D,D-Transpeptidasen iliber einen ldngeren Zeitraum und die damit einhergehende

Destabilisierung der Zellwand erfolgt letztlich die Zelllyse -3,
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PBP interagiert mit f3-Lactam-Antibiotika entsprechend des folgenden, dreistufi-

gen Reaktionsmechanismus 5455, Die allgemeine Gleichung ist wie folgt:

K k2 k3
E+S— ES——» E-S——» E+P

Allgemeine Gleichung fiir die enzymatische Reaktion von PBP mit f3-Lactam-Antibiotika;
E = PBP (aktives Enzym); S = Substrat (f3-Lactam); ES = reversibler Komplex aus PBP und
3-Lactam; E-S = PBP/f3-Lactam-Konjugat (acyliertes Enzym); P = Abbauprodukte des f3-Lactam-
Antibiotikums; K = Dissoziationskonstante des Henri-Michaelis-Komplexes [mol 1]; k2 = Ge-
schwindigkeitskonstante [s-1] fiir den Acylierungsschritt; k3 = Geschwindigkeitskonstante [s'1] fiir

den Deacylierungsschritt

Die Bildung des reversiblen PBP/f3-Lactam-Komplexes (ES) wird durch die Disso-
ziationskonstante K [mol I-1] beschrieben. Aus diesem Ubergangskomplex bildet
sich der Komplex (E-S), der Penicilloyl-Komplex, der hydrolytisch in das aktive En-
zym und ein inaktives f3-Lactamderivat gespalten werden kann. Der Parameter
kz/K formuliert die Effizienz des Acylierungsschrittes von PBP durch das
3-Lactam-Antibiotikum. Dies bedeutet, dass anhand der Konstante kz/K [l mol-1s-1]
beschrieben werden kann, mit welcher Effizienz ein f3-Lactam-Antibiotikum in der
Lage ist, ein PBP zu hemmen. Die Werte fiir kz/K liegen typischerweise in einem
Bereich von 200 - 100.000 1 mol?! s-1. Je nach den entsprechenden kz/K-Werten
variiert die Affinitat unterschiedlicher PBP gegeniiber verschiedenen f3-Lactam-

Antibiotika 56-59,

Ein PBP wird umso effizienter durch ein f3-Lactam-Antibiotikum gehemmt, je gro-
3er der kz/K-Wert und je kleiner der k3-Wert ist. Aufgrund der niedrigen kz-Werte,
die in einer Grofdenordnung von < 10-3 sl liegen, sind die PBP/f3-Lactam-

Konjugate (E-S) aufderordentlich stabil 6.

Resistenzmechanismen

Bakterien haben eine Reihe von Mechanismen entwickelt, um gegen die Wirkung
von Antibiotika resistent zu werden. Aufgrund der breiten Anwendung von

3-Lactam-Antibiotika existieren heutzutage eine Vielzahl resistenter pathogener
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Bakterien, die ein grofdes therapeutisches Problem darstellen ¢2-63, Im Folgenden
wird ein kurzer Uberblick iiber die wichtigsten Resistenzmechanismen gegeben.

Fir einen detaillierten Einblick wird auf die Literatur verwiesen 1148626465,

Die wesentlichen Mechanismen beruhen auf der Produktion von f3-Lactamasen

und auf der Veranderung der Targetstruktur (PBP) 116465,

3-Lactamasen sind hydrolytische Enzyme, sogenannte Acyl-Serin-Transferasen,
die die Amidbindung im Molekiil der 3-Lactam-Antibiotika spalten und infolgedes-

sen die antibakterielle Wirkung der f3-Lactame hemmen ¢°.

Desweiteren kann auch eine Verdnderung der Zielmolekiile (PBP), die z. B. durch
Mutation enstanden ist, die Affinitat gegeniiber 3-Lactam-Antibiotika herabsetzen.
Dieser Resistenzmechanismus kommt liberwiegend in gram-positiven Bakterien

vor 65,

Seltener kommt es zu einer strukturellen Modifikation der Zellwand bei gram-
negativen Bakterien, wodurch die Durchldssigkeit von f3-Lactamen verhindert
wird. Beispiele hierfiir sind die Expression mutierter Porine in der dufderen
Membran oder eine zunehmende Expression von Efflux-Pumpen, die eine spezifi-

sche Ausschleusung der Antibiotika aus der Zelle bewirken ¢7.

2.5 Pharmakokinetik

Die zeitabhingige Konzentration der f3-Lactam-Antibiotika im Organismus wird
von verschiedenen Parametern beeinflusst, wie der Bioverfiigbarkeit, dem Vertei-

lungsvolumen und der Clearance (Eliminationsleistung).

Die Bioverfiigbarkeit hangt hierbei von einer Reihe von Faktoren ab, die sowohl
wirkstoff- als auch tierspezifisch sind. Wichtige Einflussgrofien stellen zum Bei-
spiel die Loslichkeit, der Ionisationsgrad, das Molekulargewicht des Arzneistoffes,
die pH-Verhaltnisse im Organismus und die Oberflache und Durchblutung des Ma-

gen-Darm-Traktes dar 3.

Je nach Applikation unterliegen f3-Lactame unterschiedlichen Prozessen im Orga-

nismus. So werden oral oder parental applizierte f3-Lactame in unterschiedlichem
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Mafde an Plasmaproteine, wie Albumin oder a-Glycoproteine, gebunden. Sie kon-

nen gegebenenfalls hydrolytisch gespalten werden.

Die Elimination findet hauptsachlich durch glomeruldre Filtration und tubuldre

Sezernierung in der Niere statt 1.

2.6 Anwendungsbereich in der Veterinarmedizin

3-Lactam-Antibiotika werden in der Veterinarmedizin vorwiegend zur Therapie,
Prophylaxe und Metaphylaxe von Infektionskrankheiten eingesetzt 3. Sie finden
hauptsachlich Anwendung gegen Euterentziindungen (Mastitiden), bakterielle Di-
arrhde, Klauenentziindungen, bakterielle Atmungserkrankungen und beim

MMA-Syndrom (Mastitis, Metrits, Agalaktie).

Die in dieser Arbeit verwendeten f3-Lactame sind Benzylpenicillin, Ampicillin,
Cefquinom und Ceftiofur (als Desfuroylceftiofur). Das Wirkungsspektrum fiir
Benzylpenicillin erfaf3t hauptsachlich grampositive Erreger. Es wird vorwiegend
intramammar durch direkte Injektion in den Euter gegen Euterentziindungen ein-
gesetzt. Folglich wird dieser Wirkstoff mit der Milch ausgeschieden. Ampicillin
wird hauptsachlich oral angewendet und zur Behandlung von Erkrankungen des
Respirations-, Gastrointestinal- und Urogenitaltraktes, die durch grampositive und
gramnegative Erreger hervorgerufen werden, eingesetzt. Ceftiofur wird nach der
Verabreichung schnell in das entsprechende Desfuroylceftiofur, den aktiven Meta-
boliten, transformiert. Aus diesem Grund ist die gesetzliche Hochstmenge anhand
des Metaboliten festgesetzt worden (siehe Tabelle 3.1). Es findet bei bakteriellen
Atmungserkrankungen beim Schwein Anwendung. Cefquinom wird intramuskular
(Injektion in die Muskulatur) gegen bakterielle Infektionen der Lunge und Atem-
wege bei Rindern und Schweinen eingesetzt ¢. Riickstdnde dieser vier f3-Lactame

konnen in Niere und Muskel vorliegen.

Bei der Riickstandsbeurteilung spielen toxische Effekte keine Rolle, da kein An-
griffspunkt im humanen Stoffwechsel vorliegt. Als problematisch bei der Bewer-
tung von Riickstanden in Lebensmitteln ist das allergene Potential zu sehen 3. Zu-

satzlich kann bei tibermafdigem Antibiotikaeinsatz durch unsachgemafien Einsatz,
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wie beispielsweise falsche Dosierung und Indikation, das Risiko der Resistenzbil-
dung erhoht werden. Laut Schneidereit ¢ stellt ein verantwortungsvoller Umgang
mit Antibiotika und die konsequente Einhaltung von Antibiotikaleitlinien die be-
deutendste Mafdnahme zum Schutz vor Antibiotikaresistenzen dar. Hierbei ist be-
sonders wichtig, dass Antibiotika nicht als Ersatz fiir unzureichende Stallhygiene
eingesetzt werden. Antibiotika-Leitlinien sollen den Einsatz von antibakteriell

wirksamen Stoffen auf das Notwendige limitieren.
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3 Tierarzneimittel: Markt, Uberwachungsprogramme,
Riickstandssituation

Tierarzneimittel unterliegen nach § 2 (1) und (2) des Arzneimittelgesetzes (AMG)
eindeutig dem Arzneimittelbegriff. Demnach sind es pharmakologisch wirksame
Stoffe, die zur Prophylaxe, Metaphylaxe und Therapie eingesetzt werden 3. Auch ist
im AMG (§§ 56a und 58) die Anwendung von Tierarzneimitteln bei Tieren, die der
Gewinnung von Lebensmitteln dienen, geregelt. Sie diirfen demnach nur ange-

wendet werden, wenn sie fiir die entsprechende Tierart zugelassen sind.

Zur Uberwachung wurde ein umfangreiches Netzwerk auf EU-, Bundes- und Lin-
der-Ebene etabliert. Dieses Netzwerk umfasst verschiedene, koordinierte Kontroll-
programme (siehe hierzu 3.2.2). Auf internationaler Ebene existiert als wichtigste
Regelung der Codex Alimentarius als internationale Norm. Diese wurde 1962 von
der Weltgesundheitsorganisation (WHO) und der Welterndhrungsorganisation
(FAO) mit dem Ziel erstellt, internationale Lebensmittelstandards zu entwickeln

und dadurch den Welthandel mit Nahrungsmittel zu erleichtern??.

3.1 Tierarzneimittelmarkt

Europa tragt mit etwa 37 % zum Gesamtmarkt der Tierarzneimittel bei (siehe Ab-
bildung 3.1). Im Vergleich zur humanpharmazeutischen Industrie handelt es sich

bei den Tierarzneimitteln um einen kleinen Markt 7.

Tierarzneimittelmarkt weltweit 2008

Nach Regionen BfT_

Lateinamerika

Westeuropa-—_

~Nordamerika

Rest der Welt

Abbildung 3.1: Weltweiter Tierarzneimittelmarkt (Umsitze): Aufteilung nach Regionen 72
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Der Tierarzneimittelmarkt in Deutschland verzeichnete 2011 ein Gesamtwachs-
tum von 3,0 % 72. Die f3-Lactame gehoren zur Gruppe der Antiinfektiva. Diese las-
sen sich in Antibiotika und Chemotherapeutika unterteilen. Antibiotika werden

von Bakterien und Pilzen produziert, Chemotherapeutika synthetisch hergestellt.

Der Marktanteil der Antiinfektiva verringerte sich zum Vorjahr um 0,9% 73. Ein
Grund hierfiir ist vermutlich die politische Diskussion in Bezug auf Massentierhal-
tung und Resistenzbildung. Nach dem Bundesverband fiir Tiergesundheit e.V.

(BfT) belief sich der Umsatz dennoch auf 200 Mio EUR (siehe Abbildung 3.2).

Tierarzneimittelmarkt Deutschland 2011

Deutschland EUR 736 Mio. / Wachstum 3,0%

Antiparasitika
EUR 133 Mio.
+5,0%

Antiinfektiva
EUR 200 Mio.
-0,9%

Pharmazeutische
Spezialititen
EUR 212 Mio.
+7,6%

Biologika
EUR 191 Mio.
+1,4%

Abbildung 3.2: Umsatz der Tierarzneimittel fiir Nutz- und Hobbytiere in Deutschland
2010173

Nach einer Abschiatzung aus dem Jahr 2005 stammt etwa die Halfte des Gesamt-
verbrauches an Tierarzneimitteln aus der Gruppe der Tetracycline, gefolgt von den
f3-Lactamen. Diese machten mit 199 Tonnen! etwa ein Viertel des Gesamtanteils

aus 74,

! Zahlen beruhen auf einer Schitzung der Verbrauchsmenge des Veterinirpanels der Gesellschaft fiir
Konsumforschung (GfK) Niirnberg. Das Veterindrpanel basiert auf einer Stichprobenuntersuchung des
Einkaufverhaltens der niedergelassenen Tierérzte.
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3.2 Tierarzneimitteliiberwachung

Allgemeine Anforderungen des Lebensmittelrechts werden grundsatzlich durch
die Verordnung (EG) Nr. 178/2002 festgesetzt 7°. Diese sogenannte Basis-Verord-
nung bildet den Rahmen fiir die Festlegung von Verfahren zur Lebensmittelsicher-

heit auf EU-Ebene.

3.2.1 Tierarzneimitteliiberwachung auf EU-Ebene

Zum Schutz des Verbrauchers vor gesundheitlicher Beeintrachtigung wurden mit
der Verordnung Nr. (EG) 470/2009 76 gemeinschaftliche Regelungen und Verfah-
ren zur Festsetzung von Riickstandshochstmengen von pharmakologisch wirksa-
men Stoffen in Lebensmitteln tierischen Ursprungs etabliert. Auf diese Verord-
nung stiitzt sich die Verordnung (EU) Nr. 37/2010 4 In deren Anhang sind in Ta-
belle 1 auf der Grundlage toxikologischer Bewertungen Riickstandshéchstmengen
(MRL, maximum residue limits) fiir die zugelassenen pharmakologisch wirksamen
Stoffe aufgefiihrt. In Tabelle 2 dieser Verordnung stehen die verbotenen Tierarz-
neimittel. Die festgesetzten Hochstmengen der in dieser Arbeit verwendeten

f3-Lactame sind im Folgendem in Tabelle 3.1 aufgefiihrt.
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Tabelle 3.1: Festgesetzte EU-Riickstandshéchstmengen der hier untersuchten f3-Lactame in

den entsprechenden Zielgeweben 4

Pharmakologisch Markerriickstand Tierart(en) Riickstands- Zielgewebe
wirksam(e) Stoff(e) hdéchstmenge
(MRL)

Ampicillin Ampicillin Alle zur Lebens- 50 pug/kg Muskel
mittelerzeugung 50 ug/ke Niere
genutzten Arten

4 ug/kg Milch
Benzylpenicillin Benzylpenicillin Alle zur Lebens- 50 pug/kg Muskel
mittelerzeugung 50 ug/ke Niere
genutzten Arten
4 ug/kg Milch
Cefquinom Cefquinom Rinder, Schweine 50 pug/kg Muskel
200 pg/kg Niere
Ceftiofur Desfuroylceftiofur Alle zur Lebens- 1000 pg/kg Muskel
mittelerzeugung 6000 g /ke Niere
genutzten Arten

Fiir den Welthandel sind neben den europaischen Hochstmengen vor allem die
von der JECFA (Joint FAO/WHO Expert Commitee on Food Additives) vorgeschla-
genen und von der WHO Codex Alimentarius Kommission verabschiedeten Codex-

Hochstmengen zu berticksichtigen.

Die Verwendung von Tierarzneimitteln ist in der Europadischen Union einheitlich
geregelt. Einzelne Abweichungen ergeben sich aus den nationalen Zulassungen
von Tierarzneimitteln, die von den pharmazeutischen Unternehmen beantragt
werden konnen. Es besteht ein harmonisiertes System in Hinblick auf die Zulas-
sung von Tierarzneimitteln in der EU. Die Federfiihrung obliegt der Europaischen
Kommission, die nach Zustandigkeiten in Generaldirektionen aufgeteilt ist. Im Be-
reich der Tierarzneimitteliiberwachung arbeitet die Kommission mit der Europai-
schen Arzneimittel-Agentur (The European Medicines Agency, EMA) 7778 der ent-
sprechenden Agentur der Gemeinschaft, zusammen. Fiir die optimale Uberwa-

chung von Tierarzneimittelriickstinden in Lebensmitteln erstellt der wissen-
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schaftliche Ausschuss fiir Tierarzneimittel der EMA Gutachten und erarbeitet wis-
senschaftliche Beurteilungen von Antragen auf europdische Zulassung von Tier-
arzneimitteln (zentralisiertes Zulassungsverfahren). Die EMA arbeitet mit den na-
tionalen Risikobewertungs- und Aufsichtseinrichtungen zusammen und stiitzt ihre

wissenschaftliche Arbeit auf ca. 3000 Sachverstandige 7.

Um die einheitliche Uberwachung von Tierarzneimitteln sicherzustellen, gibt es
auf EU-Ebene ein umfassendes Netzwerk fiir die Riickstandskontrolle. 1986 wur-
den mit der Umsetzung der Richtlinie 86/469/EWG gemeinschaftliche (Communi-
ty Reference Laboratories, CRLs) und nationale Referenzlaboratorien (National
Reference Laboratories, NRLs) etabliert. Es gibt vier EU-Referenzlaboratorien, je
eines in den Niederlanden, Frankreich, Deutschland und Italien, die unterschiedli-
che Aufgabengebiete haben und der fachlichen Aufsicht der Kommission unterste-
hen. Die Aufgaben der EU-Referenzlaboratorien umfassen zum Beispiel die Ent-
wicklung und Validierung von Nachweismethoden, die Beratung der Europdischen

Kommission und die Unterstiitzung der Nationalen Referenzlaboratorien 8241,

Alle Referenz-und amtlichen Untersuchungslaboratorien kénnen die analytischen
Methoden zur Untersuchung von Tierarzneimitteln frei wahlen, miissen aber die

Anforderungen der Kommissionsentscheidung 2002/657/EC erfiillen 2.

3.2.2 Tierarzneimitteliiberwachung in Deutschland

In Deutschland stellt sich die Tierarzneimitteliiberwachung aufgrund der histori-
schen Entwicklung und des foderalen Systems uniibersichtlich dar. Die Durchfiih-
rung der amtlichen Lebensmitteliiberwachung, in der die Riickstandskontrolle der

Tierarzneimittel integriert ist, obliegt den Bundesldandern.

In Abbildung 3.3 ist ein Uberblick iiber die Institutionen, die an der Uberwachung

der Tierarzneimittel beteiligt sind, dargestellt.
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Zusammenarbeit

Europdische Kommission

GD Gesundheit- und Verbraucherschutz

GD Unternehmen und Industrie

Fachaufsicht Beratung

Zusammenarbeit

EU-Referenzlabor

fiir best. Riickstdnde
Koordination pharmakologisch
wirksamer Stoffe

Zusammenarbeit

Unterstiitzung

Bund Nationale Referenzlabore
L 2

amtliche
Land Untersuchungslabore

Unterstiitzung

Abbildung 3.3: Uberblick iiber die beteiligten Institutionen bei der Tierarzneimitteliiber-

wachung; modifiziert nach 83

Als oberste Stelle auf Bundesebene ist das Bundesministerium fiir Erndhrung,
Landwirtschaft und Verbraucherschutz (BMELV) tétig. In den Geschaftsbereich
des BMELYV fillt das Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR) und das Bundesamt
fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL). Das BfR ist fiir die Risi-
kobewertung und Risikokommunikation zustandig, erarbeitet wissenschaftliche
Gutachten und Stellungnahmen. Weiterhin dient es als Beratungsstelle fiir das

BMELV und das BVL 84

Das BVL fungiert als koordinierendes Bindeglied zwischen den Bundeslandern
und der Europdischen Union und hat insofern eine unterstiitzende Funktion (siehe

Abbildung 3.3).

Als nationale Behorde ist das BVL fiir die Zulassung von Tierarzneimitteln zustan-
dig und beurteilt im Rahmen des Zulassungsverfahrens die eingereichten Unterla-
gen. Diese miissen umfangreiche Daten zum Produkt enthalten, wie zum Beispiel

die pharmazeutische Qualitat, das Herstellungsverfahren, die Beschaffenheit, die
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Stabilitdt, den Gehalt, die Reinheit. Die Wirksamkeit und Unbedenklichkeit des
Tierarzneimittels muss durch ausfiihrliche Studien durch den Antragssteller belegt

werden 84,

Die Hauptaufgabe des BVL ist die Entwicklung von Systemen zur Risikofriiherken-
nung. Insofern erarbeitet die Behoérde zusammen mit den Landern koordinierte
Uberwachungsprogramme, wie den Nationalen Riickstandskontrollplan (NRKP)
(etwa 46.300 Proben/Jahr) und das Lebensmittelmonitoring (etwa 5.000 Pro-
ben/Jahr). Der NRKP stellt das umfangreichste durchgefiihrte Programm der Lan-

der dar.

Das BVL erarbeitet jahrlich mit den Bundesldndern, dem BMELV und den Refe-
renzlaboren den aktuellen NRKP und teilt diesen der Europaischen Kommission
mit. Einen Uberblick iiber die Aufgabenverteilung bei der Erstellung und Umset-

zung des NRKP ist in Abbildung 3.4 gegeben.

Der NRKP ist ein koordiniertes Programm zwischen Bund und Lindern zur Uber-
wachung von Lebensmitteln tierischer Herkunft in den verschiedenen Produkti-
onsstufen 5. Der Plan zielt auf die Aufdeckung von illegalen Anwendungen verbo-
tener oder nicht zugelassener Stoffe ab und fungiert als Kontrollwerkzeug, um den
vorschriftsmafdigen Einsatz von zugelassenen Tierarzneimitteln zu tiberwachen.
Demzufolge erfolgt die Probennahme ziel- und risikoorientiert und bindet Kennt-
nisse iiber regionale und ortliche Gegebenheiten mit ein 85. Zusatzlich ist die Riick-
verfolgbarkeit zum Erzeuger gewahrleistet. Der Plan ist nicht auf die Erstellung

von statistisch reprasentativen Daten ausgelegt.
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BVL

amtliche
Untersuchungsbehdrden®

Referat 106

| Zusténdigkeit nach Richtlinie 96/23/EG |

Aufgaben

*Verteilung der Probenzahlen
(landerspezifisch)

* Probennahme
*Probenanalyse
sDatenerfassung
*Dateniibermittlung ans BVL

Abbildung 3.4: Aufgabenverteilung bei der Erstellung und Umsetzung des NRKP; *Oberste
Landesbehérden, Landesuntersuchungsanstalten und amtliche Uberwachung der Kreis- und Regie-

rungsbezirke

Der Plan enthilt konkrete Vorgaben, wie das Probenkontingent, die Auswahl der
Tierart, die zu untersuchenden Matrices, das Stoffspektrum und die anzuwenden-
de Methodik. Das Probenkontingent wird anhand der aktuellen Schlacht- und Pro-

duktionszahlen des Jahres festgesetzt.

Es wird jahrlich jedes 250ste geschlachtete Rind, jedes 2000ste geschlachtete
Schwein und je eine Probe von je 15.000 Tonnen Milch untersucht. Im Rahmen des
NRKP werden auch die 3-Lactame, nach der Richtlinie 96/23/EG des Rates 46 in
der Gruppe B1 gelistet, in die Kontrolle mit einbezogen. Neben den Pflichtproben

obliegt die weitere Verteilung der Proben den Bundesldndern.

Auch die Probennahmen und die Analysen der Proben fallen in den Zustandig-
keitsbereich der Lander (siehe Abbildung 3.4). Sie werden in der Regel von Vertre-
tern der amtlichen Uberwachung, wie Amtstierarzt oder amtliche Lebensmittel-

kontrolleure nach den gesetzlich geregelten Vorgaben durchgefiihrt.

Bei einer Untersuchung auf Tierarzneimittel werden vorab Screening-Methoden
angewendet. Bei einem positiven Befund erfolgt anschlief}end die Absicherung
und Quantifizierung mit einer Bestatigungsmethode (chemisch-physikalische Me-

thode) °.
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Als koordinierende Stelle sammelt das BVL die Untersuchungsergebnisse, tiber-
sendet die ausgewerteten, zusammengefassten Daten an die Europdische Kommis-
sion und vero6ffentlicht diese im Internet 87. Die analytische Qualitdtssicherung fin-
det zum Beispiel durch Laborvergleichsuntersuchungen statt, die durch die Natio-

nalen- und EU-Referenzlabore koordiniert werden.

Bestehende Vorgaben und Rahmenbedingungen seitens der EU fiir die Kontrollen
zur Uberwachung von lebensmittelliefernden Tieren und deren Produkten sind in
der Richtlinie 96/23/EG des Rates 8 sowie der Entscheidung 97/747/EG der
Kommission festgelegt #8. Kriterien fiir die Stoffauswahl des NRKP sind unter an-
derem die Toxizitdt eines Stoffes, die Verfligbarkeit, die Wahrscheinlichkeit des
Einsatzes und des Missbrauchs, das Riickstandsverhalten eines Stoffes, die positi-
ven Riickstandsbefunden aus dem Vorjahr und die Verfligbarkeit einer analyti-

schen Methode °.

Zusatzlich zum NRKP wurde seit 2004 ein Einfuhriiberwachungsplan (EUP) in den
einzelnen Mitgliedstaaten etabliert. Durch diesen Plan werden tierische Erzeug-
nisse aus Drittlandern auf Riickstdnde von unerwiinschten Stoffen kontrolliert. Es
werden Kontrollen, wie Untersuchungen der Sendungen und Probennahmen an
den Grenzkontrollstellen von Erzeugnissen tierischen Ursprungs aus Nicht-EU-
Staaten durchgefiihrt. Ein Uberblick iiber die aktuellen Ergebnisse des EUP von
2010 befindet sich in .

Die europdischen Regelungen fiir pharmakologisch wirksame Stoffe in Lebensmit-
teln sind im Lebensmittel- und Futtermittelgesetzbuch (LFGB) in nationales Recht
umgesetzt. Nach § 10 LFGB diirfen Lebensmittel tierischer Herkunft nur in den
Verkehr gebracht werden, wenn die festgesetzte Hochstmengen nach der Verord-
nung (EU) Nr. 37/2010 nicht tiberschritten werden. Ferner diirfen keine verbote-
nen Stoffe enthalten sein. Weiterhin schreibt § 10 LFGB vor, dass vom Tier nur Le-
bensmittel gewonnen werden diirfen, wenn die festgesetzten Wartezeiten einge-

halten worden sind.

Zusatzlich sind in Abschnitt 7 des LFGB (§ 38 bis § 49) Vorschriften zur Uberwa-
chung der gesetzlichen Regelungen des LFGB enthalten. In § 41 LFGB sind die

Schritte aufgefiihrt, die von der zustandige Behorde im Fall von nicht rechtskon-
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formen Nachweisen von Tierarzneimitteln im Erzeugerbetrieb durchzufiihren

sind.

Bei einer Uberschreitung der Héchstmenge nach Anwendung von Tierarzneimit-
teln werden durch die ortlichen Kontrollstellen entsprechende Schritte im Her-
kunftsbetrieb durchgefiihrt. Diese Mafinahmen umfassen verstiarkte Kontrollen,
Uberpriifung der Aufzeichnungen und der tierdrztlichen Hausapotheke. Zudem
konnen zusatzliche Probenahmen im Betrieb durchgefiihrt und gegebenenfalls

Straf- oder Ordnungswidrigkeitsverfahren eingeleitet werden.

3.3 Aktuelle Riickstandssituation

Mit dem Riickstandskontrollplan wurde seit 1989 ein EU-weit einheitliches, sys-
tematisches Monitoring auf Tierarzneimittelriickstdnde eingefiihrt. Im Jahr 2009
wurden, ahnlich wie im Vorjahr, in Deutschland etwa 500.000 Untersuchungen an
etwa 50.000 Proben von Tieren und deren tierischen Erzeugnissen durchgefiihrt,
hiervon etwa 300.000 auf Tierarzneimittel. Im Rahmen der Untersuchung des
NRKP 2010 wurden 15.602 Proben auf die Stoffgruppe B1 (Stoffe mit antibakteri-
eller Wirkung) analysiert. Hiervon wurden 2010 fiir die gesamten untersuchten
Tierarten bzw. Erzeugnisse 15 Positivbefunde (0,10 %) erhalten, dhnlich wie im

Jahr 2009 (0,13 %).

Zusatzlich wurden etwa 264.000 Proben mit dem sogenannten Dreiplattentest
(siehe unter 4.1) auf Hemmstoffe untersucht. Der Hemmstofftest stellt ein preis-
wertes, mikrobiologisches Screening-Verfahren zum Nachweis auf antibakteriell
wirksame Stoffe dar. Im Rahmen der Hemmstofftest-Untersuchungen des NRKP
2010 lagen 0,22 % der Proben oberhalb der zuldssigen Riickstandsgehalte (MRL)
und waren somit im Vergleich zu den letzten Jahren etwas erhoéht. Die Tendenz
liber einen Zeitraum von 10 Jahren zeigt dennoch eine riicklaufige Entwicklung in

Bezug auf positiv getestete Proben im Dreiplattentest (siehe Abbildung 3.5) 9.
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Anteil positiver NRKP-Probenim Dreiplattentest
- Untersuchung auf Hemm stoffe -

Abbildung 3.5: Prozentualer Anteil an positiven Proben bei Untersuchungen auf Hemmstof-

fe im Dreiplattentest in den Jahren 2001 bis 2010.

Die im Hemmstofftest positiv getesteten Proben wurden anschlief3end mit einer
geeigneten Bestdtigungsmethode identifiziert und quantifiziert. Im Jahr 2010
wurden insgesamt 664 hemmstoffpositive Proben aus der Fleischuntersuchung
analysiert. Bei ca. 40 % der Proben wurden Riickstinde von verbotenen Stoffen
oder Riickstdnde oberhalb der gesetzlich festgesetzten Hochstmenge gefunden.
Die am haufigsten gefundenen Riickstinde stammten aus der Stoffgruppe der

Tetracycline gefolgt von Chinolonen, Penicillinen und Aminoglycosiden.

Laut NRKP von 2009 lag in einer von 412 auf Penicillinriickstdnde untersuchten
Proben (0,24 %) der Gehalt oberhalb der gesetzlich festgeschriebenen
Hochstmenge. Die Hochstmengeniiberschreitung wurde in einer untersuchten
Schweinenierenprobe gefunden, wobei der zuldssige Hochstgehalt von 50 pg/kg

um das Fiinffache tiberschritten war 8.

Die Riickstandsbelastungen mit f3-Lactam-Antibiotika in Lebensmitteln sind in den

Jahresberichten des BVL zu finden 9.

Im Rahmen der Schlachttier- und Fleischuntersuchungen am Chemischen und Ve-
terindruntersuchungsamt (CVUA) Karlsruhe wurden im Jahr 2009 verdachtige
Proben gezielt auf Antibiotikariickstdnde untersucht. Es zeigte sich, dass von den
39 untersuchten Proben 20 Proben Antibiotikariickstinden enthielten, das bedeu-

tet, dass in iiber 50 % der auffilligen Proben Antibiotikariickstdnde nachgewiesen
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wurden. Hierbei wurden von 6 untersuchten Nierenproben 3 positive Befunde

(Hochstmengeniiberschreitungen) fiir Benzylpenicillin erhalten 1.

Im Bayerischen Landesamt flir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit wurden im
Jahr 2009 gezielte Nachuntersuchungen positiver Hemmstoffbefunde auf Art und
Menge vorhandener Antibiotika-Riickstidnde durchgefiihrt. Im Rahmen des NRKP
wurden im Jahr 2009 in Bayern etwa 31000 Proben mittels des Dreiplattentests
untersucht. Hierbei erwiesen sich 0,24 % der Muskel- und Nierenproben als auffal-
lig. In Abbildung 3.6 sind die Héchstmengeniiberschreitungen beziiglich der Stoff-

gruppenverteilung in Muskelfleisch und Niere dargestellt.

Es zeigt sich, dass die Penicilline, gefolgt von den Tetracyclinen, am haufigsten
oberhalb der Hochstmenge nachgewiesen wurden 92. Das erh6hte Auftreten der
Penicilline im Muskelfleisch im Vergleich zur Niere hangt vermutlich mit der deut-
lich geringeren Hochstmenge fiir Muskelfleisch (50 pg/kg statt 6000 pg/kg) zu-

sammen.

14

12

10 OMuskel
BNiere

Anzahl
NN S SN N

Penicilline Tetracycline Aminoglycoside Chinolone Sulfonamide

Abbildung 3.6: Hochstmengeniiberschreitungen - Stoffgruppenverteilung im Rahmen der

Nachuntersuchung positiver Hemmstoffbefunde 2009 in Bayern 92

Die Riickstandsbelastung mit f3-Lactamen in Lebensmitteln ist in den letzten Jah-
ren gering. Dies ist vermutlich nicht zuletzt auf die erfolgreiche Kontrolle seitens
der EU und der Lander zuriickzufiihren. Eine akute gesundheitliche Gefdhrdung

fiir die Verbraucher ist nicht vorhanden 2.
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4 Analytik von B-Lactam-Antibiotika in Lebensmitteln -
Stand der Forschung

Fur den Nachweis von Antibiotikariickstanden in Lebensmitteln werden im ersten

Schritt Screening-Verfahren angewendet.

Sie sollen riickstandsfreie Proben ,aussieben“, damit Analysen von grofden Pro-
benmengen, kostengiinstiger und weniger arbeitsaufwandiger durchgefiihrt wer-
den kénnen. Die im Screening positiv getesteten Proben werden anschliefend mit-
tels apparativ aufwandiger Verfahren eindeutig identifiziert und quantifiziert. Sei-
tens der Europaischen Union sind mit der Entscheidung 2002/657 /EC allgemeine
Definitionen, Anforderungen und Leistungskriterien fiir Screening-Methoden ge-

maf$ der Richtlinie 96 /23 /EG festgesetzt 23.

Flr f3-Lactam-Antibiotika ist eine Vielzahl von Screening-Verfahren kommerziell
erhaltlich. Sie konnen in unspezifische und spezifische Screening-Tests unterteilt
werden. Zu den unspezifischen Verfahren zdhlen die mikrobiologischen Hemm-
stofftests, die vielfach und effektiv bei der Untersuchung auf Penicilline eingesetzt
werden. Das Testprinzip beruht hierbei auf Hemmung des Bakterienwachstums

durch die vorhandenen Riickstande im Untersuchungsmaterial.

Spezifische Screening-Methoden hingegen nutzen charakteristische Struktur-
merkmale als Zielobjekt und zeigen somit eine gewisse Spezifitit gegeniiber Ein-
zelverbindungen oder Substanzklassen. Unter die spezifischen Screening-
Methoden fallen immunchemische Verfahren, bei denen ein Antikorper als spezifi-
sche Bindungskomponente zum Zielmolekiil eingesetzt wird. Den Immunoassays
ahneln die Rezeptorprotein-Tests, die als Bindungskomponente an Stelle des Anti-
korpers ein Rezeptorprotein verwenden und deshalb separat von den
immunochemischen Verfahren zu betrachten sind. Beiden Assayformaten liegt das
Schliissel-Schloss-Prinzip zugrunde. Die eingesetzte Bindungskomponente (Anti-
korper bzw. Rezeptorprotein) besitzt die Fahigkeit spezifische Strukturen des Mo-
lekiils (zum Beispiel den f3-Lactam-Ring) zu erkennen. Diese Verfahren kénnen auf

Einzelverbindungen als spezifisches Zielmolekiil oder ganze Substanzklassen bzw.
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-familien ausgerichtet sein. Letztere Verfahren konnen selektiv identische Mole-
kiilbereiche erkennen und werden als klassen- oder familienspezifische Screening-

Methoden bezeichnet.

In Abbildung 4.1 ist der prozentuale Anteil der in der EU angewandten Screening-
Methoden zur Untersuchung von allgemein zugelassenen antimikrobiell wirksa-
men Stoffen dargestellt. Etwa ein Viertel der angewandten Tests flir den Nachweis
von Tierarzneimitteln in Fleisch wurde mittels ELISA (enzyme linked

immunosorbent assay) durchgefiihrt (siehe 4.2.1).

OHPLC

BELISA kits

DOBiosensor
OMicrobiology (Plate tests)

3% BCharm Il Test
3% OElectrophoresis HV
P, | amc

Abbildung 4.1: Eingesetzte Screening-Methoden zur Fleischuntersuchung
Erhebung der EU durch die Referenzlaboratorien im Zeitraum 2000-2003 (Daten stammen von

15 Referenzlaboren) %4

Im Folgenden wird ein Uberblick iiber die gingigsten Screening-Methoden auf
3-Lactam-Antibiotika gegeben. Schwerpunktmaf3ig wird auf die Untersuchung von

f3-Lactamen in den Matrices Niere, Fleisch und Milch eingegangen.

4.1 Mikrobiologische Testverfahren

Mikrobiologische Hemmstofftest waren die ersten Screening-Methoden, die zur
Detektion von Antibiotikartickstinden angewandet wurden. Sie sind in der Routi-
neanalytik zum Nachweis von antimikrobiell wirksamen Stoffen immer noch weit
verbreitet ?>. Hemmstofftests nutzen die Sensitivitat bestimmter Mikroorganismen

(Testkeime) gegeniiber Antibiotika und anderen Hemmstoffen aus. Es werden
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grundsatzlich zwei Testformate unterschieden: der Réhrchentest und der (Multi-)
Plattentest. Beide Testformate enthalten ein Nahrmedium mit einem sensitiven
Testkeim. Nach Zugabe der Probe erfolgt ein Inkubationsschritt bei vorgegebener
Temperatur. Bei Anwesenheit von antibakteriellen Substanzen werden die Test-

keime in ihrem Wachstum bzw. in ihrer Stoffwechselaktivitat gehemmt.

Diese Hemmung kann zum einen tiber das Wachstum der Keime anhand der Trii-
bung der Medien (Hemmbhoftest) oder anhand der speziell gebildeten Stoffwech-
selprodukte detektiert werden. Die Stoffwechselprodukte sind Sduren oder

Redoxaquivalente, die mit Hilfe von Farbindikatoren nachgewiesen werden.

Ein allgemeiner Hemmstofftest zum Nachweis von Antibiotikariickstinden in
Fleisch und Niere ist der Dreiplattentest. Es handelt sich hierbei um einen
Agardiffusionstest. Der Test besteht aus drei Agarplatten mit Bacillus subtilis
(BGA) als Testkeim. Es werden verschiedene pH-Werte und Zusatze (pH 6,0; pH
7,2 mit Trimethoprim, pH 8,2) in den Testmedien verwendet, um eine Empfind-

lichkeitssteigerung in Bezug auf verschiedene Wirkstoffgruppen zu erzielen .

Der fiir Fleisch und Niere entwickelte Premi-Test ist ein R6hrchentest und basiert
auf Wachstumshemmung des Testkeimes Bacillus stearothermophilus. Bei der Ab-
wesenheit von Hemmstoffen erfolgt durch die von den Mikroorganismen gebildete
Saure ein Farbumschlag des Testmediums (Farbindikator: Bromkresolpurpur) von

lila nach gelb 97-99.

Als bekanntester Vertreter der Hemmstofftests zur Untersuchung auf antibakteri-
elle Substanzen in Milch ist der Brillantschwarz-Reduktionstest (BRT-Test) zu
nennen. Als Testkeim wird Geobacillus stearothermophilus var. Calidolactis (C953)
verwendet, der sehr sensitiv auf Penicilline reagiert. Die Testkeime wandeln den
im Testmedium enthaltenen Redoxindikator (Brillantschwarz) durch Spaltung
zweier Azoverbindugen in die gelbe Reduktionsstufe um. Sind Hemmstoffe vor-
handen, erfolgt kein Farbumschlag von schwarzblau zu gelb. Den BRT-Test gibt es
in unterschiedlichen Testformaten (Rohrchen, 96-well-Platten)??0. Auf der Basis
des gleichen Testprinzips sind flir die Untersuchung von Milch eine Reihe Scree-
ning-Tests kommerziell erhaltlich, wie zum Beispiel der Copan Milk Test 191 oder

der Delvotest 102,103,
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Einen guten Uberblick iiber die kommerziellen mikrobiologischen und immun-
chemischen Screening-Tests fiir Milch liefert die Zusammenstellung von J-M. Dise-

rens et al. 102,

Hemmstofftests zeichnen sich durch ihre einfache Handhabung, geringen Kosten-
aufwand und Robustheit aus. Als non-Target-Methode sind sie zwar in der Lage,
ein weites Spektrum an Substanzklassen abzudecken, sie sind allerdings unspezi-
fisch, da sie auf alle Stoffe reagieren, die das Wachstum von Mikroorganismen be-
einflussen. Insofern kann bei einem positiven Befund keine Aussage tiber die vor-
handene Substanzklasse gemacht werden. Hierfiir werden spezifischere Immuno-

oder Rezeptorassays benotigt.

4.2 Immuno- und Rezeptorassays

Je nach analytischer Fragestellung geben Immuno- und Rezeptortests liber den
Hemmstofftest hinaus weitere Informationen iiber die vorhandenen
Antibiotikariickstande. Zudem lassen sie in der Regel eine semi-quantitative Aus-

sage in Bezug auf den vorhandenen Riickstand zu.

Sind in einer Probe f3-Lactam-Riickstidnde vorhanden, konnen der gebildete Anti-
gen/Antikorper-Komplex bzw. das Analyt/Rezeptor-Konjugat im Folgenden durch
verschiedenste Markierungen detektiert werden. Als Markierung kénnen radioak-
tive Isotope (Radioimmunoassay, RIA), Enzyme (Enzymimmunoassay, EIA) oder
fluoreszierende Substanzen eingesetzt werden 104, Gingige Enzymimmunoassasys
fir den Nachweis von f3-Lactamen werden in der Regel in Form von

Mikrotiterplattentests durchgefiihrt.

4.2.1 Enzymimmunoassay

Enzymimmunoassays werden je nach Testformat in ,direkte oder indirekte” und
»,kompetitive und nicht-kompetitive“ Assays eingeteilt. Der in dieser Arbeit entwi-
ckelte Chemilumineszenz-Rezeptorassay dhnelt im Arbeitsablauf einem indirekten
kompetitiven ELISA. Aus diesem Grund wird hier nur auf das kompetitive

Assayformat naher eingegangen. Fiir eine ausfiihrliche, detaillierte Zusammenfas-
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sung iiber Verfahrenstechniken und allgemeine Prinzipien von Enzymimmuno-

assays wird auf die einschlagige Literatur 10°-107 yerwiesen.

Beim ELISA werden als spezifische Bindungskomponente Antikérper eingesetzt,
die mit dem entsprechenden Antigen eine Antigen/ Antikérper-Reaktion einge-

hen10s,

Beim ,kompetitiven ELISA“ konkurrieren freies und markiertes Antigen um eine
limitierte Anzahl an vorhandenen Antikorperstellen. Das an den Antikorper ge-
bundene, markierte Antigen wird durch einen Waschschritt vom nichtgebundenen
Antigen getrennt und anschlief3end in einem zweiten Schritt (indirekt) tiber einen
tierartenspezifischen, enzymmarkierten zusatzlichen Antikérper detektiert 195, Das
erhaltene Messsignal ist der in der Probe vorhandenen Antigenkonzentration um-

gekehrt proportional.

Antikorper besitzen je nach Art ihrer Gewinnung keine ausschliefdliche Spezifitat
gegeniiber ihrer Zielverbindung, oftmals binden sie auch strukturell dhnliche Ver-
bindungen (Kreuzreaktivitit). Bei der Herstellung von Antikérpern gegen
3-Lactame stellt die Empfindlichkeit des f3-Lactam-Rings gegeniiber Nucleophilen
ein Problem dar 2. Durch Offnung des f-Lactam-Rings wihrend der Immunisie-
rung der Versuchstiere, werden Antikdrper mit einer hohen Reaktivitat gegeniiber
dem geoffnetem f3-Lactam-Ring erhalten 108109 Vor einigen Jahren ist es einer Ar-
beitsgruppe allerdings gelungen penicillin-spezifische Antikérper zu gewinnen 110-
112_Strasser et al. 112 entwickelten einen sensitiven direkten ELISA fiir Penicilline in
Milch. Die Cephalosporine konnen wegen der zu geringen Kreuzreaktivitdt damit

nicht nachgewiesen werden. 111,

Von der Fa. Randox ist seit 2006 der erste und derzeit einzige kommerziell erhalt-
liche Enzymimmunoassay ,Beta-Lactam-ELISA-Kit" fiir Penicilline auf dem Markt.
Es handelt sich hierbei um einen direkten kompetitiven ELISA, bei dem ein Anti-
korper als spezifische Bindungskomponente verwendet wird. Der Test erfasst alle
in der EU zugelassenen Penicilline (Ampicillin, Amoxicillin, Benzylpenicillin,
Cloxacillin, Dicloxacillin, Nafcillin, Oxacillin, Phenoxymethylpenicillin) und zusatz-
lich einige nicht-zugelassenen Penicilline 113, Die zweite grofde Gruppe, die

Cephalosporine, wird allerdings nicht erfasst. Das breite Untersuchungsspektrum
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des kommerziellen Tests umfasst die Matrices Milch, essbares Gewebe (Muskel-
fleisch und Niere), Blutserum und Urin. Dies ist ein nennenswerter Vorteil gegen-
liber den sogenannten Dipsticktests (siehe Abbildung 4.2) die nur fiir die Untersu-

chung von Milch anwendbar sind.

Die in der EU festgesetzten Hochstmengen fiir {3-Lactam-Antibiotika beziehen sich
auf Verbindungen mit einem intakten {3-Lactam-Ring, da nur diese eine antibakte-

rielle Wirkung zeigen.

In jiingster Zeit wurden illegale f3-Lactamase-Anwendungen durchgefiihrt, um
Hochstmengeniiberschreitungen von Benzylpenicillin in Milch zu verschleiern.
Benzylpenicillin wird hierbei in die entsprechende Penicilloinsdure (BPA) iiber-

fihrt.

BPA besitzt allerdings das Potential beim Menschen allergische Reaktionen her-
vorzurufen. Zhang et al. 114 entwickelten aus diesem Grund einen direkten kompe-

titiven ELISA mit Antikorpern zum Nachweis von BPA.

4.2.2 Biosensorsysteme

Eine weitere Moglichkeit des gruppenspezifischen Nachweises von f3-Lactam-Anti-
biotika bietet der Einsatz von Biosensoren. Sie bestehen aus einer biochemischen
Erkennungskomponente - beispielsweise Antikérper, Nucleinsduren, Enzyme,
Rezeptorproteine oder Bakterienzellen- und einer physikalischen Umwandlungs-
komponente, dem sogenannten ,Transducer”. Dieser kann den biochemischen
Bindungsvorgang (z. B. Antigen-Antikorper-Bindung) in ein elektrisches bzw. opti-
sches Signal umwandeln und an eine elektronische Messeinheit weiterleiten 115116,
Einen umfassenden Uberblick iiber die Anwendung von Biosensoren in der Le-
bensmittelanalytik geben Ricci et al. 117. In Abhdngigkeit von der Art des ,Erken-
nungssystems” und der Art der Detektion werden verschiedene Typen von Bio-
sensoren unterschieden. Haufig wird ein optisches Biosensor-Verfahren verwen-
det, das als Messgrundlage die Oberflichenplasmonresonanz (surface plasmon

resonance, SPR) besitzt. Eine aktuelle Zusammenfassung iiber die neuesten An-
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wendungen der SPR zur Untersuchung von Kontaminanten und Rickstianden in

Lebensmitteln findet sich in 118,

Knecht et al. entwickelten 2004 einen Biosensor-Prototyp (,Immunomat®) fiir den
Nachweis von Antibiotika in Milch 779, Es handelt sich hierbei um ein modifiziertes
PASA-System (parallel affinity sensor array), das einen automatisierten Multi-
Analyt-Immunoassay darstellt, mit dem ein paralleler Nachweis von 10 Antibiotika
durchfiihrbar ist. Kloth et al. entwickelten dieses System in Hinblick auf die An-
wendbarkeit in der Routineanalytik weiter, bei dem ein regenerierbarer Biochip
Verwendung findet. Mit dem neuentwickelten MCR 3-Chip-Reader ist eine paralle-
le Analyse von 13 verschiedenen Antibiotika in Milch innerhalb von 6 Minuten
moglich 120121 Dje Messanordnung besteht im Wesentlichen aus einer lichtun-
durchlassigen Flusszelle, in die der Biochip positioniert ist und einer empfindli-

chen CCD-Kamera als Detektionseinheit.

Das Testprinzip beruht auf einem Chip-basierten indirekten kompetitiven ELISA
mit anschlieffender Chemilumineszenz-Detektion. An der Chipoberflache sind An-
tigene in Form von kleinen ,Spots” in horizontal angeordneten Parallelreihen im-
mobilisiert. Diese immobilisierten Antigene konkurrieren gleichzeitig mit den An-
tigenen (Antibiotika) in der Milchprobe um zugefiihrte freie Antikérperbindungs-
stellen. Die Anzahl der abgefangenen Antikérper wird durch einen enzymmarkier-
ten Sekundarantikorper lber eine Peroxidase-katalysierte Luminoloxidation (sie-
he hierzu Abschnitt 4.4.2) gemessen. Das erhaltene Chemilumineszenz-Signal ist
der vorhandenen Antigenkonzentration in der Milchprobe umgekehrt proportio-

nal.

In Hinblick auf die automatisierte Multi-Analyt-Detektion (3-Lactame, Sulfonami-
de, Aminoglycoside und Makrolide) stellt das entwickelte Biosensor-System fiir
den Nachweis von Antibiotika in Milch eine zeitsparende Variante dar, mit der ein
weites Spektrum an Antibiotika und eine grofde Anzahl an Proben untersucht wer-

den konnen.
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4.2.3 Rezeptortests

Aufgrund der Strukturanalogie der f3-Lactame zu dem natiirlichen Substrat der
Penicillin-bindenden Proteine (PBP) und der daraus resultierenden Fahigkeit der
PBP mit den f3-Lactam-Antibiotika Konjugate zu bilden, werden diese zum Nach-

weis auf f3-Lactam-Riickstdande eingesetzt.

Eine Moglichkeit zum gruppenspezifischen Nachweis von f3-Lactamen in verschie-
denen Matrices stellt der von Stanley E. Charm im Jahr 1979 fiir die Analyse von
Tierarzneimitteln in Milch entwickelte Rezeptor-Test 122 dar. Er deckt heutzutage
aufgrund seiner Weiterentwicklungen ein breites Substanzspektrum - beispiels-
weise fiir f3-Lactame, Aminoglycoside, Chlorampenicol, Macrolide, Sulfonamide
und Tetracycline- in verschiedenen Matrices, wie Fleisch 123 oder Honig 124 ab. Je

nach Substanzklasse sind unterschiedliche Test-Kits kommerziell erhaltlich 125.

In Abhdngigkeit von der Wirkstoffklasse werden als Bindungskomponente beim
Charm II-Test Bakterienzellen bzw. Zellfragmente oder Antikorper eingesetzt. Das
Testprinzip basiert auf einer Konkurrenzreaktion zwischen dem in der Probe be-
findlichen Antibiotikum und dem zugegebenen, radioaktiv-markierten (14C- bzw.
3H) Antibiotikum (,Tracer”) um die vorgegebenen Rezeptor-Bindungsstellen. Bei
der Durchfiihrung des Tests wird zuerst der bakterielle Rezeptor mit der zu unter-
suchenden Probe inkubiert. Die in der Probe vorhandenen Riickstande besetzen

freie Bindungsplatze des Rezeptorproteins.

Nach Zugabe des radioaktiv-markierten Antibiotikums und einem zweiten Inkuba-
tionsschritt werden die freibleibenden vom noch verfiigbaren Rezeptor ungebun-
denen Analyten durch einen Zentrifugationsschritt abgetrennt. Das Zellpellet (Tra-
cer-Rezeptor-Komplex) wird nach Zugabe einer Szintillationsfliissigkeit mittels ei-
nes Szintillationszdhlers analysiert. Das Messsignal wird in Zahlraten (Counts per
minutes, CPM) erhalten. Bei einer riickstandsfreien Probe kann die maximale
Menge Tracer an die Rezeptoren binden und demzufolge wird die maximale
Zahlrate erhalten. Mit zunehmender Riickstandskonzentration resultieren gerin-

gere Zahlraten.
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Da es sich bei dem Assayformat um einen Réhrchentest handelt, ist der Charm-
Test fiir Einzeluntersuchungen gut geeignet. Grofée Probenserien, wie sie beim

ELISA moglich sind, kénnen nicht parallel bearbeitet werden.

Fir den Nachweis von f3-Lactam-Riickstidnden in Milch ist eine Reihe von unter-
schiedlichen Produkten auf dem Markt, die PBP als spezifische Bindungskompo-
nente verwenden. Die kommerziell erhéltlichen, sogenannten Dipsticktests bzw.
Lateral-Flow-Tests - f3-Star-Test 126, Charm ROSA-MRL-3 25 und TwinsensorBT-
Test 127- basieren auf einem Indikatorstabchentestprinzip. Hierbei werden bei al-
len drei aufgefiihrten Tests mit kolloidalem Gold markierte Rezeptorproteine ver-
wendet. Aufgrund der Goldmarkierung zeigen die Bindungskomponenten eine
leichte Rotfarbung und konnen visuell detektiert werden. Auf den Indikatorstab-
chen finden die entsprechenden Reaktionen in der sogenannten , Test-“ und , Kont-
rollbande” statt. Die auf den Stidbchen lokalisierte Testbande enthalt immobilisier-
te f3-Lactame, die Kontrollbande immobilisierte Sekundarantikérper. Diese Sekun-
darantikorper erkennen die spezifischen Rezeptorproteine und sind als rote Linie
nach der Durchfiihrung der Untersuchung zu erkennen. Der prinzipielle Aufbau ist
schematisch in Abbildung 4.2 dargestellt. Die Milchprobe wird mit einer spezifi-
schen Rezeptormenge einige Minuten inkubiert. Bei vorhandenen {3-Lactam-
Riickstdanden in der Probe besetzten diese die freien Bindungsstellen der
Rezeptorproteine. Anschliefdend wird das Indikatorstabchen in die Probe getaucht.
Mittels Kapillarkraft wandert die Milchprobe nach oben zur Testzone, wobei st6-
rende Matrixbestandteile, speziell das Milchfett, durch das Filterpapier zuriickge-
halten werden. Da nun einige bzw. alle Bindungsstellen der Rezeptorproteine
durch die f3-Lactam-Rickstinde in der Milch besetzt sind, konnen diese nicht mehr
durch die an der Testzone immobilisierten f3-Lactame zurilickgehalten werden.
Sind f3-Lactame oberhalb der festgesetzten Hochstmenge in der Milchprobe vor-
handen, so wird keine bzw. eine sehr schwache Testlinie erhalten. Liegen in der
Probe keine f3-Lactame vor, so werden die Rezeptorproteine auf den Indikator-
stabchen an der Testzone von den dort immobilisierten 3-Lactamen gebunden und
eine rote Bande wird sichtbar. Zur Kontrolle der Analyse dient ein an der Kont-

rollbande befindlicher Sekundirantikérper, der die Rezeptorproteine binden
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kann. Somit wird eine rote Linie sichtbar. Bei einer riickstandshaltigen Probe ist

die Testbande schwacher (bzw. farblos) gefarbt als die Kontrollbande.

riickstandsfreie Milch riickstandshaltige Milch
[ ] = R-Lactam-Ruickstande

. !
Kontrollbande mit ™ = 9gold-markiertes PBP

immobilisierten

Sekundarantikorpern = = sekundérer Antikorper

Testbande mit o
immobilisiertem R-Lactam

Probe mit
goldmarkierten A A
PBP

Abbildung 4.2: Schematisches Prinzip eines Dipsticktests; links riickstandsfreie Milchprobe;
rechts rickstandshaltige Milchprobe

Mittels R-Star-Test, Charm ROSA-MRL-3 und TwinsensorBT-Test sind Penicilline
und Cephalosporine nachweisbar. Der Twinsensor BT-Test erfasst zusatzlich noch
Tetracyclinriickstande. Weiterentwicklungen vom f3-Star-Test und Charm ROSA-
MRL-3-Test, sogenannte ,Combo-Tests“ sind mittlerweile fiir den parallelen
Nachweis von f3-Lactam-Antibiotika und Tetracyclinen auf dem Markt. Alle Tests

sind allerdings beschrankt auf den Nachweis von Antibiotikartickstdnden in Milch.

Im Jahr 2005 entwickelten Cacciatore et al. 16128 einen SPR-Assay fiir den Nachweis
von f3-Lactam-Antibiotika in Milch. In diesem Assay dient das vorliegende

Rezeptorprotein PBP 2x* als spezifische Bindungskomponente (siehe 2.4.1.).

Auch der speziell fiir die Untersuchung von f3-Lactam-Antibiotika in Milch be-
schriebene Rezeptortest nach Lamar et al. 12130 basiert auf der Verwendung von
PBP 2x* (Details siehe unter Abschnitt 6.1). Er besitzt gegeniiber konventionellen
ELISA-Tests, die auf der Grundlage von Antikérpern basieren wesentliche Vorteile.
Der Rezeptortest erfasst sowohl Penicilline als auch Cephalosporine. Zudem be-

sitzt PBP 2x*, anders als viele Antikorper, keine Kreuzreaktivitat gegentiber dem
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geoffneten f3-Lactam-Ring. Dies ist insofern relevant, da die Héchstmengenwerte
nur f3-Lactame mit intaktem Ring beriicksichtigen. Nach der Entscheidung der
Kommission 2002/657/EC %3 muss mittels eines Analysenverfahrens zwischen
dem Analyten und eng verwandten Stoffen - zum Beispiel Metaboliten, Abbaupro-
dukten und Isomeren - unterschieden werden kénnen. Der kolorimetrische Test
nach Lamar 129 zeichnet sich durch eine hohe Spezifitit aus. Lamar iiberpriifte die
Spezifitit mit Hilfe des Antibiotikums Colistin und den Penicilloinsduren von
Ampicillin und Benzylpenicillin. Bedingt durch die kovalente Bindung des PBP 2x*
an f3-Lactame werden vom Testsystem nur f3-Lactam-Riickstinde mit inaktem (bi-

ologisch aktiven) f3-Lactam-Ring erfasst.

4.3 Chemisch-physikalische Methoden

Nach den EU-Vorgaben muss bei einem positiven Riickstandsbefund eine sub-
stanzspezifische Bestdtigungsmethode erfolgen, die eine eindeutige Identifizierung
und Quantifizierung der Riickstidnde erlaubt ?3. Hierfiir wird auf chemisch-
physikalische Methoden mit chromatograpischen Trennverfahren zuriickgegriffen.
Besonders attraktiv sind in diesem Zusammenhang ,Multimethoden®, die alle Ver-

treter mehrerer Substanzklassen vollstiandig erfassen.

Seit Jahren dominiert die Fliissigkeitschromatographie (High Performance Liquid
Chromatographie, HPLC) die Riickstandsanalytik bei Tierarzneimitteln, so auch bei
der Identifizierung und Quantifizierung von f3-Lactam-Antibiotika in Lebensmit-
teln. Samandiou et al. 13! geben einen Uberblick iiber die Analyse von Penicillinen

in Lebensmitteln tierischen Ursprungs mittels HPLC.

Als gangigste stationdre Phasen werden Cg- oder Cig-modifizierte Kieselgele einge-
setzt 132, Eine Ausnahme stellt die von Becker et al. 133 entwickelte Methode dar,
bei der eine Phenylether-Phase Verwendung findet. Das Spektrum der beschriebe-
nen Methoden reicht von fliissigkeitschromatographischen Verfahren mit UV-
Detektion 134135 bis hin zu Methoden, die zur Detektion massenspektrometrische
Verfahren (LC-MS) 136-138 oder die Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS) 139-

143 yerwenden.
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Wegen Storungen durch die Lebensmittelmatrix erfolgt vor der Analyse in der Re-
gel eine Probenvorbereitung (Clean-up), um den gewiinschten Analyten aus der
Matrix zu extrahieren und/oder eine Anreicherung des Analyten zu erreichen. Am
haufigsten wird fiir die LC-MS-Untersuchung von Antibiotika-Riickstinden in Le-
bensmitteln ein Clean-up mittels der Festphasenextraktion (Solid Phase Extrakti-
on, SPE) durchgefiihrt. Einen guten Uberblick iiber die Probenvorbereitung fiir die
LC-MS zur Analyse von Antibiotika in Umwelt- und Lebensmittelproben geben Mo-

reno-Bondi et al. 132

Heutzutage wird als substanzspezifische Analyse von f3-Lactam-Antibiotika in

Milch, Muskel und Niere in der Regel die LC-MS/MS verwendet 131,

In Hinblick auf die zukiinftige Entwicklung von Multimethoden zeigt sich ein deut-
licher Trend hin zum ,Full-Scan-monitoring“ mittels massenspektrometrischen
Methoden, wie der hochauflésenden Flugzeitmassenspektrometrie (MS-TOF, Ti-
me-of-Flight) oder der Detektion mittels der Orbitrap-Technologie 132144145146,
Hiermit besteht die Moglichkeit einen Probenextrakt auf Target- und Non-Target-

Analyten zu prifen.
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4.4 Lumineszenz als Werkzeug in der Riickstandsanalytik

4.4.1 Grundlagen der Lumineszenz

Der Ausdruck ,Lumineszenz“ (lat.: lumen = Licht) beschreibt das Phdnomen des
,kalten Leuchtens”. Es ist die Emission von Licht, das erzeugt wird, wenn eine Sub-
stanz aus einem angeregten Zustand in den Grundzustand zuriickkehrt 47, Zu den
bekanntesten Vertretern, die natiirliche Lumineszenz erzeugen, gehdren das

Glihwiirmchen und die Feuerfliege.

Lumineszenz-Reaktionen konnen aufgrund ihrer Anregungsquelle in verschiedene
Klassen eingeteilt werden. Demzufolge wird die Lumineszenz eingeteilt in Biolu-
mineszenz (BL) (Lichtaussendung von lebenden Organismen), Chemilumineszenz
(CL) (von einer chemischen Reaktion), Elektrochemilumineszenz (ECL) (von einer
elektrochemischen Reaktion) und Photolumineszenz (PL) (Anregung durch UV,
sichtbaren oder nahen Infrarot-Bereich) 145, Unter den Begriff Photolumineszenz
fallen Fluoreszenz und Phosphoreszenz. Das Prafix beschreibt die Anregungsquel-
le fiir die Aussendung der elektromagnetischen Strahlung. Im Folgenden wird fiir

Chemilumineszenz aufgrund der Ubersichtlichkeit die Abkiirzung ,CL* verwendet.

Bei der CL-Reaktion wird ein chemisches Reaktionsprodukt in einen elektronisch
angeregten Zustand uberfiihrt. Die angeregten Elektronen emittieren beim ,Her-

unterfallen in den Grundzustand Licht 14°,

Abbildung 4.3 zeigt das Jablonski-Diagramm, in dem die einzelnen Energielevels
und Elektroneniiberginge wahrend der Chemilumineszenz schematisch darge-
stellt sind. Fiir die einzelnen Zustidnde (SO, S1, T1) sind die zahlreichen Schwin-

gungsenergieniveaus als Linien gezeichnet.
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Abbildung 4.3: Jablonski-Diagramm; Energielevels und Ubergange modifiziert nach 15;

So: Singulett-Grundzustand; Si: angeregter Singulettzustand; T1: angeregter Triplettzustand

Eine Singulett-Singulett-Ubergang ist im Vergleich zum Singulett-Triplett-
Ubergang wahrscheinlicher, da bei letzerem eine Anderung des Elektronenzustan-

des (Elektronenspins ungepaart) erfolgt.

Ein angeregtes Molekiil kann durch verschiedene Mechanismen in den Grundzu-
stand zuriickkehren. Bei der Chemilumineszenz, Fluoreszenz und Phosphoreszenz
geschieht dies durch Freisetzung von Photonen. Diese Prozesse konkurrieren mit
den strahlungslosen intramolekularen Umwandlungsmechanismen (gestrichelte
Pfeile, siehe Abbildung 4.3) %I Fiir eine genauere Betrachtung dieser Prozesse

wird auf die einschldgige Literatur verwiesen 146151152,

Allgemeines Prinzip der Chemilumineszenzreaktion

Die Chemilumineszenz ist definiert als die Emission von elektromagnetischer
Strahlung (normalerweise im sichtbaren oder nahen Infrarot-Bereich), die durch

eine chemische Reaktion produziert wird.

Es existieren zwei Grundmechanismen, durch die CL erzeugt werden kann (siehe

Abbildung 4.4)
I. Die direkte CL-Reaktion

IL. Die indirekte CL-Reaktion
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Bei der direkten CL-Reaktion reagieren zwei Reagenzien, im allgemeinem ein Sub-
strat und ein Oxidant in der Anwesenheit von Cofaktoren, direkt und bilden ein In-
termediat. Dieses Intermediat wird in einen elektronisch angeregten Zustand
tberfiihrt. Durch Riickkehr der Elektronen in den Grundzustand wird anschlie-
3end Licht ausgesendet, d.h. die Energie wird in Form von Lichtquanten abgege-
ben. Diese Reaktion kann gegebenenfalls durch ein Enzym (z.B.
Meerrettichperoxidase, HRP; engl. Horseradish Peroxidase) katalysiert werden.
Dieses setzt die Aktivierungsenergie herab und fiihrt somit zu einer hohen CL-

Effizienz.

Chemilumineszenz-Vorldufer + Oxidant + (Cofaktoren)

l Katalysator

angeregtes Molekiil (P*)

direkte indirekte
Chemilumineszenz Chemilumineszenz
Fluorophor (F)

P+ hv P +F*

!

F + hv
Abbildung 4.4: Verschiedene Typen der CL-Reaktion 146

Die indirekte CL-Reaktion basiert auf einem Energietransfer des angeregten Zu-

standes auf ein Fluorphor, welches sich in ein angeregtes Molekiil umwandelt. 146,

Die in dieser Arbeit verwendete Luminoloxidation (siehe unter Abschnitt 4.4.2)

entspricht einem direkten CL-System.

Nach Garcia-Campana et al. 146 reagieren in einer CL-Reaktion des Typ I der
Oxidant und Reduktant mit einer Geschwindigkeitskonstante k. Der angeregte
Singulett-Zustand des gebildeten Produkts zerfallt mit einer Geschwindigkeitskon-

stante erster (oder pseudoerster) Ordnung.
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Liegt die oxidierende Spezies im Uberschuss vor und ist der Mischprozess nicht

geschwindigkeitsbegrenzend, dann gilt:

-dL .
I =de (Tj Gleichung 4-1

mit I, = Chemilumineszenzintensitit

@, = Effizienz der Chemilumineszenzreaktion

(%} = Verbrauchsrate des Luminophors

daraus ergibt sich:

I, =dak [L] Gleichung 4-2

L = Konzentration des Luminophors als Funktion der Zeit (Lo-e'krt)

k. = Geschwindikeitskonstante, um angeregten Zustand zu bilden

Aus Gleichung 3-2 folgt, dass die Intensitat des CL-Signals direkt von der Konzent-

ration des Luminophors abhangt.

Der Verbrauch des Luminophors (hier Luminol) ist wiederum abhdngig von der
Meerrettichperoxidase-Konzentration. Es ist somit moéglich, die CL-Intensitdt nach

einer definierten Zeitspanne zu messen und auf die Konzentration zu beziehen.

Die Effizienz einer CL-Reaktion ist als Quantenausbeute ®c\ definiert und kann
vereinfacht ausgedriickt werden als der Anteil gebildeter angeregter Molekiile, die
bei der Riickkehr in den Grundzustand Licht emittieren 146150, Da der Lichtemissi-
on eine chemische Reaktion vorausgeht, wird die Reaktionskinetik aufier von der
Eigenschaft und Konzentration des Vorlaufers der emittierenden Substanz noch
von zahlreichen weiteren Faktoren beeinflusst, hauptsachlich dem Katalysator,
eventuell vorhandenen Metallionen, der Temperatur, dem pH-Wert und der lo-

nenstarke 146,

Ein weiteres Merkmal der CL-Messung ist das einfache Messverfahren, das keine
externe Lichtquelle benotigt. Die Strahlungsquelle ist in diesem Fall ,die chemi-
sche Reaktion“. Das Messsystem eines einfachen Luminometers besteht aus einer

lichtgeschiitzten Reaktionszelle und einem Photomultiplier als Detektor. Der De-
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tektor kann entweder seitlich der Reaktionszelle (,Side-on“ Anordnung) oder un-
terhalb der Zelle (,end-on“ Anordnung) positioniert sein %3. Es sind hocheffiziente
und preisgiinstige Luminometer sowie entsprechende Mikrotiterplatten-Reader

kommerziell erhaltlich 154155,

Das Fehlen von Lichtstreuung- oder Interferenzproblemen fiihrt im Vergleich zu
photochemischen Prozessen zu einem geringen Hintergrundrauschen. Ein Vorteil
der Lumineszenz ist die hohe Empfindlichkeit und die damit verbundene niedrige
Nachweisgrenze (Nachweisgrenzen liegen im ppb-Bereich (engl. parts per billi-
on)). Im Vergleich zu anderen spektrometrischen Techniken ist die CL im allge-
meinen 105 mal sensitiver als die Absorptionsspektrometrie und ca. 103 fach sen-

sitiver als die Fluorimetrie 146,

Zusatzlich ist es von Vorteil, dass die meisten Chemilumineszenz-Reagenzien und
Konjugate tliber einen langeren Zeitraum stabil und im allgemeinen nicht toxisch

sind 159,

Rongen et al. 10 und Dodeigne et al. 14° geben einen detaillierten Uberblick iiber
verschiedene CL-Systeme und deren Anwendung in Immunoassays. Neben den
Acylhydraziden, zu denen auch das Luminol gehort, gibt es CL-Systeme mit

Acridiumestern, 1,2-Dioxetane und Peroxyoxalate.

Zur Verbindungsklasse der Dioxetane gehort 4-Methoxy-4-(3-phosphatphenyl)-
spiro[1,2-dioxetan-3,2"-adamantan] Dinatriumsalz (AMPPD), das in Detektions-
techniken mit alkalischer Phosphatase eingesetzt wird und bei der Untersuchung

von DNA-Proben haufig Verwendung findet.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Luminoloxidation eingesetzt.



4 Analytik von B-Lactam-Antibiotika in Lebensmitteln - Stand der Forschung 55

4.4.2 Das Prinzip der Luminoloxidation

In 1928 publizierte Albrecht 15¢ als Erster die Chemilumineszenz von Luminol
(5-Aminophthalylhydrazid). Bei der Oxidation von Luminol mit Meerrettich-
peroxidase (HRP) in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid wird im wassrigen Me-
dium blaues Licht emittiert. Auch andere Oxidationsmittel, wie Permanganat,
Periodat und Hexacyanoferrat (III) oder Metallionen (z.B. Cu (II), Co (II)) finden

Verwendung 1°7.

Die Luminoloxidation findet als Detektionsmdoglichkeit unter Verwendung von An-
tigen- oder Antikorpermarkierung mit Peroxidase-Enzymen verbreitet in
Immunoassays Anwendung. Insbesondere die Peroxidase aus Meerrettich wird

hierbei vielfach und effektiv als Katalysator in Inmunoassays eingesetzt 145,

Die enzymkatalysierte Chemilumineszenzreaktion folgt einem komplexen Mecha-
nismus, der noch nicht vollstandig geklart ist. Es wird angenommen, dass die Re-
aktion mit Luminol in einem 2 stufigen Prozess erfolgt 146149, Der Prozess kann un-

terteilt werden in:
a) die Bildung des Schliissel-Intermediates Luminolhydroperoxid (LOOH-)

b) Abbau des Luminolhydroperoxids

Luminol (LH )  Luminolradikal (L, LH)

Luminol (LH )
H, O
Luminolradikal (L, LH)
Oxidant
Luminolhydroperoxid (LO,H )
hv N2
3-Aminophthalat & [3-Aminophthalat]*

Abbildung 4.5: Reaktionsmechanismus der HRP-katalysierten Luminoloxidation 148
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Luminol (LH-) Luminolhydroperoxid (LOOH-) Aminophthalat

Abbildung 4.6: Strukturformeln der an der HRP-katalysierten Luminoloxidation beteiligten

Verbindungen 148158

In Abbildung 4.5 ist der HRP-katalysierte Reaktionsmechanismus schematisch
dargestellt.

Im ersten Schritt wird HRP iiber eine Serie von enzymatischen Schritten bei Anwe-
senheit von Wasserstoffperoxid und Luminol (LH-) in Zwischenkomplexe (Kom-
plex I und Komplex II) umgewandelt. Das bedeutet, HRP reagiert mit H,02 zur oxi-
dierten Form (HRP I) und anschlief3end mit dem Luminolanion (LH-) zu der halb-
reduzierten Form des Enzyms (HRP II) und dem Luminolradikal (LH, L-). Das En-
zym kehrt in die reduzierte Form (HRP) durch die Reaktion mit einem zweiten

Luminolmolekiil zuriick 148159,

Die produzierten Luminolradikale gehen in einen komplexen chemischen Mecha-
nismus ein und erzeugen schliefdlich Luminolhydroperoxide (LO2H-), die Vorlaufer
der Lichtemission (angeregtes 3-Aminophthalation) 248, Die Reaktion des Luminols

mit dem Komplex I ist ca. 100-fach schneller als die Reaktion mit Komplex II 169,

Der erste Schritt (bis zum Luminolhydroperoxid) ist abhdngig von den exakten
Bedingungen, wie zum Beispiel der Konzentration des Oxidanten, der Eigenschaft
des Oxidanten, dem Enzym-Wasserstoffperoxid-Verhaltnis, Puffer und pH-Wert
149 Im Gegensatz dazu ist der Abbau der Luminolhydroperoxide (LO2H-) nur vom

pH-Wert des Systems abhangig 1°9.

Fir die peroxidase-katalysierte Luminolreaktion stehen eine Reihe Verstarker zur
Verfiigung. Einige wichtige sind hierbei 6-Hydroxybenzothiazole (synthetisches
Luciferin) und p-substituierte Phenole (z.B. p-lodophenol (PIP)). Der effizienteste

Verstarker fiir die Luminoloxidation ist PIP 150161 Dje verstarkte CL-Reaktion, auch
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ECL genannt, (engl. enhanced chemiluminescence) zeigt eine hohe Intensitat und

eine anhaltende, stabile Lichtemission 162

Die Verstarkung ist pH-abhdngig mit einem signifikanten Anstieg der Lichtemissi-

on bei pH 7.0 bis 9.5. Das Optimum liegt bei einen pH-Wert um ca. 8.5.

Die Verstirkung der Lichtemission ist zusatzlich abhangig von der Verstarker-
Konzentration. Bei PIP steigt die Lichtintensitit bis zu einer optimalen PIP-
Konzentration (0,41 mmol/L), eine hohere Verstarkerkonzentration fiihrt zur Ab-
nahme der Lichtintensitat 163. Es wird angenommen, dass sich bei der phenolver-
starkten Reaktion zuerst Phenoxyradikale bilden und anschlief3end
Luminolradikale. Die Phenoxyradikale dienen als Elektronentransfer-Vermittler

und erh6hen somit die Effizienz der Luminolradikalbildung 10,160,

Wahrend der katalysierten Luminolreaktion wird eine zeitabhangige Inaktivierung
der HRP angenommen. Aufgrund des Wasserstoffperoxid-Uberschusses wird eine
Serie von hoch reaktiven Radikal-Intermediaten gebildet. Diese konnen die

prosthetische Gruppe des Enzyms modifizieren, wobei diese Aktivitat verliert

161,164,
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Abbildung 4.7: Abfall der Lichtintensitit iiber einen Zeitraum von 15 min in einem

Luminol/p-Idophenol CL-Assay 165

Der typische Zeitverlauf einer ECL-Reaktion beinhaltet einen schnellen Anstieg in
der Signalintensitdat innerhalb der ersten 60 s. Anschliefiend wird eine relativ
stabile Intensitat iiber mehrere Minuten erhalten, die in einem letzen Schritt lang-
sam abfallt (siehe Abbildung 4.7). Dieses Reaktionsprofil wird auch als Glow-Typ

bezeichnet 166,

Nicht alle Isoenzyme der HRP besitzen die gleiche Fahigkeit fiir die Katalyse der
CL-Reaktion. HRP VI A zeigt im Vergleich zu anderen Isoenzymen eine hohere Ak-

tivitat 161,

In aktuellen Untersuchungen beschreiben Yu et al. 67 und Sakharov et al. 18 die er-
folgreiche Verwendung von HRP aus Sojabohnen (SbP, engl. anionic Soybean
Peroxidase) zur Katalyse der Luminoloxidation und den Einsatz in Immunoassays.
Der SbP-basierte CL-ELISA zeigt, im Vergleich zu HRP-basierten CL-ELISAs eine
bessere Leistungsfahigkeit beziiglich Nachweisgrenze, 1Cso-Wert und Arbeitsbe-

reich 168,
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4.4.3 Chemilumineszenz-Assays in der Riickstandsanalytik

Die CL-basierte Detektion wird fiir viele analytische Fragestellungen aufgrund ih-
rer hohen Sensitivitdt und des geringen Kostenaufwandes eingesetzt. Sie findet
Anwendung in der Flow Injection Analysis (FIA), der Fliissigkeitschromatographie
(LC), der Kapillarelektrophorese (CE), in Biosensoren und in Immunoassays ?57. In
der LC wird hdufig Luminol als Reagenz fiir die Nachsaulen-Detektion eingesetzt
169, In den letzten 20 Jahren wurde eine Reihe von Ubersichtsartikeln publiziert,
die sich mit der CL-Detektion und deren Anwendung in der Analytik beschiftigen
149170171, Einen detaillierten Uberblick iiber die Anwendung der Luminoloxidation

in der analytischen Chemie, insbesondere in Immunoassays, geben Marquette et

al. 148172,

Tabelle 4.1: Einige Beispiele fiir den Einsatz der enzymkatalysierten Lunimoloxidation in

der Riickstandsanalytik

Riickstand Matrix Enzym-Konjugat Assayformat | Literatur
3-Lactame, Sulfonamide, Milch sekundarer Antikorper- Biochip 120
Aminoglycoside HRP
Clenbuterol Urin Clenbuterol-HRP Mikrotiterplatten 173
Sulfamethoxypyridazin Milch Streptavidin-SbP Mikrotiterplatten 168
(Sulfonamid)
Chloramphenicol Milch Chloramphenicol-HRP | Mikrotiterplatten 174
Estradiol Blut Estradiol-HRP Magnetpartikel 175
Chlorpyrifos (Pestizid) |Wasser, Fruchtsaft, Antikorper-HRP Mikrotiterplatten 176
Honigextrakt
Aflatoxin M Milch Antikoérper-HRP Mikrotiterplatten 177
DDT Lebensmittel, Antikorper-HRP Mikrotiterplatten 178
Umweltproben
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4.5 Magnetpartikel als Werkzeug in der Analytik

Seit etwa 1970 werden magnetische Partikel vermehrt fiir medizinische und bio-

logische Anwendungen eingesetzt 179,

Spezifische Bindungsmolekiile werden an die Oberfliche der Magnetpartikel ge-
koppelt. Die modifizierten Partikel konnen anschlieffend mit einer Losung, die die
Zielanalyten (Antigene, DNA, Peptide etc.) enthalt, gemischt werden. Nach einer
Inkubationsphase werden die gebildeten Magnet-Zielanalyt-Komplexe durch mag-
netische Trennung isoliert. Hierfiir wird das Probengefaf kurze Zeit in einen ge-
eigneten Magneten gestellt, wodurch die Partikel an die Gefafdwand fixiert werden.

Anschliefdend kann die iberstehende Losung abdekantiert werden.

Verschiedenste Probenmatrices konnen bei dieser Technik verwendet werden,

wie zum Beispiel Zelllysate, Blut, Fermentationsprodukte, Milch und Urin 28,

Die Trennung mittels magnetischer Partikel bietet viele Vorteile gegeniiber kon-
ventionellen Trenntechniken. Die magnetischen Partikel ermdéglichen einen einfa-
chen, schonenden und schnellen Wasch- bzw. Trennschritt ohne Zentrifugation
oder Filtration. Zudem bietet die grofse Oberflache der Partikel und die Verteilung
der Partikel in der Suspension eine schnelle Assaykinetik aufgrund kurzer Diffusi-
onswege. Dies flihrt zur Steigerung der Effizienz und kiirzeren Analysezeiten 162,162,
Auch die grundlegende Ausstattung ist kostenglinstig und einfach in der Handha-
bung. Fiir die Trennung wird ein starker Permanent-Magnet verwendet, der in den

unterschiedlichsten Ausfiihrungsgréfden und -formen kommerziell erhaltlich ist.

Aufgrund der besonderen superparamagnetischen Eigenschaft der Partikel zeigen
diese nur in Anwesenheit eines externen Magnetfeldes magnetische Eigenschaften.
Bei Abwesenheit eines dufderen Magneten konnen die magnetischen Partikel wie-
der leicht resuspendiert werden 189, Es sind verschiedenste Partikelausfithrungen
kommerziell erhialtlich. Dynabeads® werden haufig fiir magnetische Techniken

eingesetzt und sollen hier ndher betrachtet werden.

Sie sind einheitliche, pordse Polystyrol-Partikel mit ferromagnetischer Eigenschaft
183 Je nach spezifischer Kopplungsanwendung sind tosylaktivierte Partikel, Parti-

kel mit Carbonsduren-, Amino- oder Epoxygruppen erhaltlich 184, Auch chemisch
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modifizierte Partikel mit spezifischen Liganden, wie Streptavidin oder Protein A,

sind gangige Angebotsformen.

In dieser Arbeit wurden magnetische Partikel mit Epoxygruppen verwendet, an
die sich das Rezeptorprotein PBP 2x* iiber primdre Amino- oder Sulfhydryl-

gruppen koppeln lasst (siehe unter 6.4.1.).

Aufgrund verschiedenster Oberflichenmodifizierungen der magnetischen Partikel
und Kopplungen mit spezifischen Erkennungsmolekiilen (Antikérper und
Rezeptorproteine) ist der Einsatz sehr vielfaltig und erstreckt sich liber einen brei-
ten Einsatzbereich, wie biotechnologische 185, mikrobiologische 182, biomedizini-
sche 180 und riickstandsanalytische 186 Anwendungen. Eines der grofdten Einsatz-
gebiete stellt die Isolierung, Aufreinigung und Anreicherung von Proteinen, Nukle-
insduren, Zellen oder Zellorganellen dar 17918, Einen detaillierten Uberblick iiber

magnetische Techniken zur Zellisolierung gibt Safarik et al. 182

Magnetpartikel wurden zuerst fiir die Aufreinigung von Lymphocyten in Blut 187
und die Trennung von DNA in Zellsuspensionen 188 eingesetzt. Seit Jahren finden

sie zudem Anwendung in Immunoassays.

Eine Vielzahl von Vero6ffentlichungen beschreibt ELISA Methoden, die anstatt einer

Mikrotiterplatte magnetische Partikel als Festphase verwenden 189-193,

Auch elektrochemische Magneto-Immunoassays werden in der Literatur beschrie-
ben 181194195 Zacco et al. 181 entwickelten einen elektrochemischen Magneto-
Immunoassay zur Analyse von Sulfonamiden in Milch. Hierbei dienen die modifi-
zierten magnetischen Partikel als physikalisches Label und kdnnen mit Hilfe eines
Magnetsensors, der gleichzeitig als Transducer dient, ,eingefangen” und direkt de-

tektiert werden.
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5 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines kompetitiven Assays zum Nachweis
von f3-Lactam-Antibiotika in Niere und anderen Matrices. Als Ausgangspunkt fiir
diese Arbeit sollte ein kolorimetrisches Mikrotiterplatten-Testsystem, das in einer
vorausgegangenen Arbeit von Lamar 129 entwickelte wurde, dienen. Im Testver-
fahren von Lamar wurde als spezifische Bindungskomponente das Rezeptor-

protein PBP 2x* eingesetzt.

PBP 2x* erfasst beide Gruppen der f3-Lactame (Penicilline und Cephalosporine)
und zeigte in den vorausgehenden Arbeiten grofdes Potential in familienspezifi-
schen Testverfahren eingesetzt zu werden. Aus diesem Grund sollte es als analyti-

sches Tool fiir das neue Testformat Verwendung finden.

Screeningverfahren sollen eine nicht aufwandige und schnelle Probenaufarbeitung
gewahrleisten. Eine Vielzahl von kommerziell erhéltlichen Screeningverfahren be-
schrankt sich auf die Untersuchung von Milch und ist nicht geeignet zur Analyse
von essbarem Gewebe (wie Muskel und Niere). Aus diesem Grund wurde gepriift,
ob die Herstellung des Tausaftes und eine nachfolgende Verdiinnung in Puffer ge-
eignet sind, um f3-Lactam-Antibiotika an ihren jeweiligen Hochstmengen mittels

des kolorimetrischen Assays nachzuweisen.

Ausgehend von dieser Fragestellung sollte gepriift werden, ob durch den Einsatz
von Chemilumineszenz-Detektion eine Empfindlichkeitssteigerung des Tests er-
reicht werden konnte. Generell ist die Chemilumineszenz- im Vergleich zur kolo-
rimetrischen Detektion etwa um den Faktor 10> empfindlicher. Demzufolge miiss-
te eine starkere Verdiinnung der Probe moéglich sein, durch die eine Minimierung

eventuell storender Matrixbestandteile resultieren wiirde.

Als Detektionsmoglichkeit sollte das Potential der Luminoloxidation, die in zahl-
reichen Immunoassay-Systemen eingesetzt wird, untersucht werden. Die Reaktion
beruht auf einer meist durch Meerrettichperoxidase katalysierten Oxidation mit

Wasserstoffperoxid und Luminol.
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Diese Chemilumineszenzreaktion sollte hinsichtlich der Leistungsfahigkeit mit der
kolorimetrischen Detektionsreaktion verglichen werden. Fiir den CL-Assay sollten
anschliefdend geeignete Arbeitsbedingungen, wie PBP 2x*-Beschichtungsmenge,

Konzentrationen der Analysenkomponenten und Messzeitpunkt ermittelt werden.

Matrixbestandteile konnen einen erheblichen Einfluss auf die Analyse von Le-
bensmitteln besitzen. Aus diesem Grund sollte fiir beide Testverfahren der Ein-
fluss verschiedener Matrixparameter, wie zum Beispiel Tier- und Gewebeart er-
mittelt und gegeniiber gestellt werden. Schwerpunktmafig sollte der Matrixein-
fluss fiir Schweineniere betrachtet werden. Einzelne Leistungsparameter, wie
Wiederholpréazision, Nachweis- und Bestimmungsgrenze sollten modellhaft an-
hand von vier f3-Lactam-Antibiotika (Ampicillin, Benzylpenicillin, Cefquinom und
Ceftiofur) ermittelt werden. Im Rahmen dieser Analysen sollte zudem gepriift
werden, ob der aktive Metabolit des Ceftiofurs (Desfuroylceftiofur) mittels
PBP 2x* nachgewiesen werden kann, da sich die Hochstmenge auf den Metaboliten
bezieht. Untersuchungen in Bezug auf die Robustheit, wie Bearbeiter- und Gerate-

wechsel, waren ebenfalls durchzufiihren.

Parallel zu diesen Untersuchungen war ein weiteres Ziel, ein CL-Einzelproben-
Testverfahren zu konzipieren. Hierfir sollte gepriift werden, ob das CL-Mikrotiter-
platten-Testsystem fiir die Anforderungen eines Charm II-Messgerates modifiziert
werden kann. Als partikuldre Phase sollten oberflichenmodifizierte Magnetparti-
kel, an die PBP 2x* gebunden werden kann, eingesetzt werden. Die Trennung der
PBP 2x*-gekoppelten Partikel und der Fliissigkeit sollte mittels eines Permanent-

magneten erfolgen.

Wegen der besonderen Bedeutung der Niere bei amtlichen Riickstandskontrollun-
tersuchungen sollte die Leistungsfahigkeit der verschiedenen Testverfahren auf
3-Lactam-Rickstdnde in dieser Matrix beurteilt und miteinander verglichen wer-

den.
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6 Ergebnisse und Diskussion

6.1 kolorimetrischer Mikrotiterplatten-Test nach Lamar

6.1.1 Testprinzip

Der Testablauf des von Lamar entwickelten Assays 122130 jst in Abbildung 6.1
schematisch dargestellt. Es handelt sich um einen indirekten kompetitiven
Mikrotiterplattentest mit anschliefdender Meerrettichperoxidase-katalysierter ko-
lorimetrischer Detektion. Als 3-Lactam-spezifischer Rezeptor wird das Penicillin-
bindende Protein PBP 2x* verwendet, das an der Oberflache einer Mikrotiterplatte
immobilisiert ist. Das in dieser Arbeit verwendete PBP 2x* ist ein nicht-

membrangebundes, wasserlosliches rekombinantes Protein aus einem gentech-

immobiliertes PBP 2x* QUU

+ riickstandshaltige .xv‘ l + riickstandsfreie

nisch modifizierten E.coli-Stamm.

3

Probe Probe

+ Digoxigenin-markiertes
Ampicillin (Dig-Ampi)

5
4dd
4

+ HRP-markierter bd
)

Digoxigenin-Antikdrper

i

Abbildung 6.1: Verwendeter kolorimetrischer Mikrotiterplattentest fiir den Nachweis von

+ Substratlosung
(Tetramethylbenzidin

< - f

f3-Lactamen; Testprinzip nach Lamar 12%; rechts dargestellt: Testablauf mit riickstandsfreier

Probe, links dargestellt: Testablauf mit riickstandshaltiger Probe.
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Sind in der Probel6sung f3-Lactam-Riickstinde enthalten, besetzen diese die Re-
zeptoren. AnschliefSend wird das Markermolekiils Dig-Ampi zugegeben, das ein
Digoxigenin-markiertes Ampicillin darstellt. Dig-Ampi besitzt eine Doppelfunktion.
In der Molekiilstruktur ist eine Rezeptor- und eine Anti-Digoxigenin-Antikérper-

Erkennungsregion vorhanden (siehe Abbildung 6.2).

Rezeptorerkennung

Antikorpererkennung

Abbildung 6.2: Struktur des Markermolekiils Dig-Ampi

An Rezeptoremolekiilen, deren Bindungsstellen bereits durch f3-Lactam-
Riickstdande besetzt sind, kann Dig-Ampi nicht mehr gebunden werden. Bei riick-
standshaltigen Proben werden deshalb weniger Dig-Ampi-Molekiile gebunden als

bei rickstandsfreien.

In einem weiteren Schritt bindet ein Digoxigenin-spezifischer Antikorper an den
Digoxigeninrest des gebundenen Dig-Ampi. Dieser Antikorper, ein mit dem Enzym
Meerrettichperoxidase markiertes Anti-Dig-Fap-Fragment, katalysiert in Anwesen-
heit von Wasserstoffperoxid die Oxidation einer Farbkomponente. Die von Frey et
al. 196 entwickelte und heutzutage gebrauchliche 3,3°5,5"-Tetramethylbenzidin-
Losung (TMB) dient in dem verwendeten Assay zur Detektion (bei 450 nm). Das
TMB wird hierbei durch Wasserstoffperoxid unter Entwicklung einer Blaufarbung

oxidiert (siehe Abbildung 6.3).
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Abbildung 6.3: enzymkatalysierte Oxidation von TMB 196

Die blaue Farbe schldgt durch das Stoppen der enzymatischen Reaktion mit einer
Salzsaurelosung (1 M HCI) anschliefdend in eine Gelbfairbung um. Diese Gelbfar-
bung resultiert aus der Bildung des zweifach geladenen Kations und dem ungela-
denen farblosen TMB-Molekiil. Die Farbung ist invers korreliert zur f3-Lactam-

Konzentration in der Probe.

6.1.2 Assay-Komponenten

Anti-Dig-Fap-Fragmente und TMB sind kommerziell erhaltlich. Die weiteren Assay-

Komponenten, PBP 2x* und Dig-Ampi, wurden selbst hergestellt.

Die Expression und Aufreinigung des PBP 2x* wurde im Gegensatz zu Lamar 129 in
Anlehnung nach Maurer et al. > durchgefiihrt (siehe Abschnitt 9.1). Der wesentli-
che Unterschied liegt in der Aufreinigung des Rezeptorproteins. Lamar fiihrte die
Abspaltung des GST-Proteins vom PBP 2x*-GST-Fusionsprotein (siehe 2.4.1) sepa-

rat nach der affinitdtschromatographischen Aufreinigung durch.
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Bei Maurer et al. > erfolgte die Fixierung des Fusionsproteins an GSH-Sepharose
(GSH; Glutathion) und die Abtrennung storender Bestandteile, sowie die Abspal-
tung des GST-Proteins durch PreScission Protease, direkt in der Saule. PBP 2x*
wurde durch den PreScission Protease-Verdau von der Sepharose gelést und
konnte ohne zusatzlichen Arbeitsschritt durch Elution von der Saule erhalten wer-

den.

Durch den direkten PreScission-Protease-Verdau in der Sidule konnte die
Aufreinigungszeit um einen Tag reduziert werden. Dig-Ampi wurde nach Lamar 129
hergestellt. Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen wurde jeweils nur
eine Charge verwendet. Die Standard-Testbedingungen (Beschichtungsmenge 150
ng/Kavitdt, Dig-Ampi-Verdiinnung 1:60.000, Inkubationszeiten, Volumenzugabe

der Substratlosung, Puffer, Temperatur) wurden von Lamar iibernommen.

Im Rahmen der Weiterentwicklung dieses kolorimetrischen Assays wurden ergan-

zende Untersuchungen in Hinblick auf die Farbentwicklung durchgefiihrt.

6.1.3 Systematische Untersuchungen zur Detektionsreaktion

Reaktionszeit fiur die Farbentwicklung

Die Analysen mittels der Standard-Testbedingungen von Lamar zeigten eine er-
hebliche Variabilitat der absoluten Extinktionsmesswerte von Test zu Test. Ein kri-
tischer Punkt in Hinblick auf die Robustheit stellt vor allem die Variabilitit der
Farbentwicklung im letzten Schritt des Testverfahrens dar. Lamar legte bei ihren
Untersuchungen eine Farbreaktion von 10 min fest 729, Nach Crowther et al. 106
sollte die Stopplosung (hier 1 mol/1 HCl) dann zur Farbreaktion gegeben werden,
wenn eine lineare Reaktionsabhadngigkeit vorliegt. Es sollte demnach gepriift wer-
den, ob der lineare Bereich nach 10 min noch gegeben ist und ob eventuell eine

kiirzere Farbreaktionszeit gewdhlt werden kann.

Zur Uberpriifung wurde in Anlehnung an Hiepler 197 ein Peroxidase-Test durchge-
fihrt. Fir orientierende Versuche wurde die preiswerte ,freie“ Meerrettich-
peroxidase (HRP; Typ VI) und spater auch Peroxidase-Anti-Dig-Fap-Fragment
(HRP-Fap) verwendet.
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Fir die Untersuchung wurde eine Kalibrierung mit unterschiedlichen HRP-
Konzentrationen in PBS-Puffer hergestellt. Je 5 pl dieser Kalibrierlésung wurden in
eine 96-well-Mikrotiterplatte vorgelegt und anschlieffend 100 pl TMB-H20;-
Losung (hergestellt nach Tabelle 9.6, siehe Abschnitt 9.3.1) zugegeben. Die Farb-
entwicklung wurde ohne Schiitteln im Dunkeln durchgefiihrt und nach unter-
schiedlichen Zeitpunkten (2-20 min) mit Salzsdure gestoppt. Die Auswertung er-
folgte photometrisch bei 450 nm. Vom erhaltenen Messwert wurde der Blindwert

(PBS-Puffer), der keine HRP enthielt, subtrahiert.

25 —+— 95 pg
Peroxidase/Kavitat

2,0 ——76 pg
c Peroxidase/Kavitat
-_2 —@®— 48 pg
= 1,5 Peroxidase/Kavitat
£
L

1,0 4

0,5 -

0,0 T T T T

0 5 10 15 20 25
Zeit [min]

Abbildung 6.4: Zeitlicher Verlauf der TMB-Farbentwicklung bei verschiedenen Peroxidase-

Konzentrationen

In Abbildung 6.4 ist der Zeitverlauf der Farbentwicklung fiir unterschiedliche
Peroxidase-Mengen dargestellt. Je hoher die eingesetzte Enzymmenge, desto mehr
TMB konnte pro Zeiteinheit oxidiert werden. Dies fiihrte wiederum zu h6heren
Extinktionswerten. Anzumerken ist hierbei, dass der Messwert zum Zeitpunkt 0
nicht experimentell ermittelt werden konnte und hier nur als 0 angenommen

wurde.

Die Kinetik enzymkatalysierter Reaktionen ist sehr komplex und von einer Reihe
von Faktoren, wie beispielsweise von der Enzym- und Substratkonzentration, dem
pH-Wert und der Temperatur abhingig 9. Sehr vereinfacht kann gesagt werden,
dass die Farbintensitdt von der Wasserstoffperoxid-, der TMB-, der Enzymkon-
zentration und der Reaktionszeit abhangig ist. Hierbei ist die TMB-Konzentration

aufgrund der geringen Loslichkeit des TMB im wassrigen Losungen limitiert und
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die Wasserstoffperoxid-Konzentration in Rahmen der Untersuchungen konstant
festgelegt. Der Messzeitraum sollte moglichst kurz sein und dennoch zu hohen
Extinktionen fiihren. Aus Abbildung 6.4 wird ersichtlich, dass ein linearer Verlauf
der Farbentwicklung in den ersten Minuten gegeben ist, allerdings fiir alle hier un-
tersuchten Enzymkonzentrationen nach etwa 8 min in einen nicht linearen Be-

reich libergeht.

Untersuchung verschiedener Einflisse auf die Farbreaktion

Einfluss: Schiitteln der Mikrotiterplatte

Es sollte tiberpriift werden, ob eine kontinuierliche Schiittelbewegung der Mikro-
titerplatte mittels eines Laborschiittlers wahrend der Farbreaktion einen Effekt
auf die resultierende Extinktion ausiibt. Hierfiir wurde der oben beschriebene
Versuch vergleichend ohne Schiitteln und mit Schiitteln der Mikrotiterplatte
durchgefiihrt. In Abbildung 6.5 ist der zeitliche Verlauf der Farbreaktion fiir die

gleiche Enzymkonzentration gegeniiberstellend mit und ohne Schiitteln aufge-

fiihrt.
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Abbildung 6.5: Einfluss des Schiittelns auf den zeitlichen Verlauf der Farbentwicklung mit
TMB

Anhand der erhaltenen Extinktionswerte ist abzuleiten, dass kein Schiitteleffekt
vorliegt. In den folgenden Versuchen wurde aus diesem Grund auf das Schiitteln

der Mikrotiterplatte verzichtet.
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Einfluss: Standzeit der fertigen TMB/H202-Losung

Die Problematik der TMB-Stabilitit wird in zahlreichen Arbeiten beschrieben
196,199,200, Frey et al. 196 umgingen die Instabilitit von TMB in wassriger Losung, in-

dem sie ein Zwei-Komponenten-System fiir die TMB/H202-Losung entwickelten.

Diese kombinierte Losung wurde arbeitstaglich neu hergestellt. Bei einer Standzeit
der TMB/H202-Lésung tiber 30 min zeigte sich eine deutlich zunehmende Blaufar-
bung. Aus diesem Grund sollte liberpriift werden, ob unterschiedliche Standzeiten
der fertigen TMB/H202-Losung (vor Gebrauch) einen Einfluss auf die erhaltenen

Extinktionswerte ausuben.

Es wurden drei verschiedene Verdiinnungsstufen des Peroxidase-Anti-Dig-Fap-
Fragmentes in PBS-Puffer angesetzt. 10 pul der jeweiligen Standardlosung (bzw.
10 pl PBS-Puffer fiir den Blindwert) wurden in eine 96-well-Mikrotiterplatte vor-
gelegt und 100 ul TMB/H202-Loésung (0,24 g/1) hinzugefiligt. Die Farbreaktion
wurde nach 3 min mit 1 M HCI gestoppt. In Abbildung 6.6 sind die resultierenden
Messwerte abhdngig von verschiedenen Standzeiten der fertigen TMB/H202-

Losung (vor Gebrauch) dargestellt.
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Abbildung 6.6:Resultierende Farbentwicklung nach unterschiedlicher Standzeit der Sub-

stratlésung; Reaktionszeit 3 min

Auch hier resultierten bei einer hoheren Enzymkonzentration hdohere
Extinktionswerte. Eine Standzeit der TMB/H202-L6sung von 0 bis 5 min fiihrt zu

einer deutliche Abnahme der erhaltenen Messwerte. Bei lingeren Standzeiten,
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wurde hingegen nur eine geringe Extinktionsabnahme beobachtet. Folglich wurde
fiir die Robustheit der Methode eine Standzeit der fertigen TMB/H202-L6sung vor
Gebrauch von mindestens 5 min festgesetzt. Langere Standzeiten sollten jedoch
vermieden werden, da die Verfiigbarkeit des TMB fiir den Assay, aufgrund der
schlechten Stabilitat in wassriger Losung, mit der Zeit abnimmt. Die folgenden Un-
tersuchungen wurden mit einer Standzeit der TMB/H20;-Losung von 5 min

durchgefiihrt.
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Einfluss: Enzymmenge auf den linearen Bereich der Farbentwicklung

Um Aussagen lber den linearen Bereich der Farbentwicklung treffen zu kénnen,
wurden unterschiedliche Anti-Dig-Fap-Fragment-Verdiinnungen mit TMB/H20--

Losung (0,24 g/1) unterschiedlich lange (2 bis 12 min) getestet.

Zudem sollte liberpriift werden, ob ein Effekt auf den linearen Bereich besteht,
wenn das Enzym gebunden am PBP 2x*-Dig-Ampi-Komplex vorliegt. Hierfiir wur-
de vergleichend der kolorimetrische Assay mit unterschiedlichen PBP2x*-
Beschichtungsmengen nach Punkt 9.3.1 durchgefiihrt. Es wurde keine Kompetition
mit {3-Lactam-Antibiotika vorgenommen, sondern lediglich die maximale

Extinktion betrachtet.

Bei einer hoheren PBP 2x*-Beschichtungsmenge stehen dem Dig-Ampi mehr Bin-
dungsplatze zur Verfligung. Folglich kann mehr Anti-Dig-Fa,-Fragment binden und

es wird eine hohere Extinktion erhalten.
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Abbildung 6.7: Einfluss der Enzymmenge auf den zeitlichen Verlauf der Farbentwicklung mit
TMB (100 pl, 5 min Standzeit vor Gebrauch); links: ungebundene Anti-Dig-Fa,-Fragmente (un-
terschiedliche Verdiinnungsstufen), homogene Losung; rechts: an PBP 2x* gebundene Anti-Dig-Fap-
Fragmente (verschiedene Beschichtungsmengen von PBP 2x*); Anti-Dig-Fap,-Fragment 1:1500 ver-

dinnt

In Abbildung 6.7 (links) wurden unterschiedliche HRP-Fap-Verdiinnungen ver-

wendet und das Signal in Abhangigkeit von der Zeit aufgetragen. Es wurde die ho-
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mogene Losung (ohne Waschschritte) gemessen. Zum Zeitpunkt , 0 sollte theore-
tisch keine Farbentwicklung stattgefunden haben. Die Messung zum Zeitpunkt ,0“
konnte allerdings experimentell nicht durchgefiihrt werden. Beim Vergleich der
Farbentwicklung der ,ungebundenen” und ,an PBP 2x* gebundenen HRP-F.,“ war
beziglich des linearen Bereichs der Farbreaktion kein Effekt ersichtlich. Zudem
konnte festgestellt werden, dass die Farbreaktion von 2 bis iiber 10 min in einem

linearen Bereich verlauft.

Beim Vergleich der Farbentwicklung mit der ,freien“ HRP und der HRP- Fa;, (siehe
Abbildung 6.4 und Abbildung 6.7 (links)) zeigte sich bei der HRP- Fa, ein wesent-
lich langerer linearer Verlauf. Es stellte sich heraus, dass fiir die HRP- Fa, kataly-

sierte Farbentwicklung kein Modell mit ,freier HRP moglich ist.

Es zeigte sich im Rahmen dieser Untersuchungen, dass eine lineare Abhangigkeit
zwischen der Enzymmenge und der resultierenden Farbintensitat nach 5 min ge-
wahrleistet ist. In den folgenden Versuchen wurde somit ein praktikabler Farb-
entwicklungszeitraum von 5 min festgelegt. Die Testbedingungen bei Lamar lagen

mit 10 min Farbentwicklungszeit auch noch im linearen Bereich.

Tabelle 6.1: verwendete Bedingungen beim Assay-Verlauf

verwendete Assay- Assay-Bedingungen nach
Parameter
Bedingungen Lamar 129
Beschichtungsmenge PBP 2x* 150 ng/Kavitit
Volumenzugabe Standardlésung 100 pl
Dig-Ampi 100 pl, Verdiinnung 1:60.000
Anti-Dig-Fa,-Fragment 100 pl, Verdiinnung 1:2000 | 100 pl, Verdiinnung 1:1500
Standzeit der TMB/H,0,-L6sung 5 min keine Angabe
Schiitteln der Mikrotiterplatte nein
Farbentwicklungszeitraum 5 min 10 min
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Zusammenfassend sind in Tabelle 6.1 die verwendeten Bedingungen fiir den
Assayablauf aufgefiihrt. Gegeniibergestellt sind die Bedingungen nach Lamar. Puf-

ferlosungen, Temperatur und Inkubationszeiten wurden von Lamar iibernommen.

Es zeigte sich, dass eine definierte Standzeit der TMB/H202-L6sung vor Gebrauch

die Variabilitat der absoluten Extinktionen im Assay-System verminderte.

6.1.4 Matrixeinfllisse

Lebensmittel sind als biologische Systeme sehr komplexe Matrices. Besonders die
Anwesenheit einer Tiermatrix kann die Leistungsfahigkeit einer Methode durch
eine Reihe von Faktoren - wie pH-Wert, Proteinbindung oder Abbau des
Zielanalyten durch Matrixbestandteile - beeinflussen 6. Bei kompetitiven Assay-
Formaten kénnen unspezifische Matrix-Bindungen insofern ein grofdes Problem
darstellen, da sie zu falsch-negativen Ergebnisse flihren konnen 28, Falsch-positive
Ergebnisse fithren zu einem erheblichen Mehraufwand, da erforderliche Bestati-
gungsuntersuchungen folgen. Demzufolge ist es ein wichtiger Aspekt bei der Ent-
wicklung einer Methode, den Matrixeinfluss zu untersuchen. Dies erfolgt am ein-
fachsten liber eine Kalibrierung in der Lebensmittelmatrix mit Vergleich zur Kali-
brierung in Puffer. Die Verdiinnung der Matrix-haltigen Probe in Puffer ist eine
haufig eingesetzte Strategie zur Minimierung unspezifischer Bindungen und wird

zur Untersuchung vorliegender Matrixeffekte eingesetzt 201,

Um mogliche Matrixinterferenzen zu tiberpriifen, wurden Standardkurven in den
verschiedenen Matrices Niere, Muskelfleisch und Rohmilch aufgenommen. Lamar
129 untersuchte Milch, Muskelfleisch, Ei und Honig. Der Schwerpunkt der Untersu-

chungen lag im Folgenden auf der Matrix Schweineniere.
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Matrix: Tierische Gewebe
Niere

Eine Screening-Methode soll eine schnelle und wenig aufwandige Probenaufarbei-

tung beinhalten.

In der Niere stellt die sogenannte extrazellulire Matrix eine komplex zusammen-
gesetzte Interzellularsubstanz zwischen den tierischen Zellen dar und bildet einen
breiten Raum, der als Filtersystem dient. Sie besteht hauptsachlich aus Collagenen,

den Ankerproteinen und den raumausfiillenden Proteoglycanen 198.

Im Premi-Test 97 (siehe unter 4.1) wurde gezeigt, dass fiir den Nachweis von
f3-Lactam-Antibiotika in Muskel und Niere der entsprechende Tausaft verwendet
werden kann, da die 3-Lactame iliber einen Gefrier-/ Tau-Zyklus aus dem Gewebe
zum grofdten Teil in den Tausaft ibergehen. Die Aufarbeitung der Probe ist im
Flief3schema in Abbildung 6.8 dargestellt. Sie besteht im Wesentlichen aus einem
einfachen Gefrier-/ Tau-Zyklus mit anschlieféender Zentrifugation. Dabei ist auf ei-
nen langsamen Gefrierprozess zu achten. Die Zahl der je Zeiteinheit gebildeten
Kristalle nimmt mit sinkender Temperatur rasch zu. Beim schnellen Gefrieren
werden hauptsdchlich kleine, intrazellulare Kristalle gebildet. Beim langsamen Ge-
frieren kommt es zu unregelmafdigen, grofden Kristallbildungen, vor allem zwi-
schen den Zellen. Die Osmolaritat des interzellularen nicht ausgefrorenen Wassers

bewirkt somit liber ein Briichigwerden der Zellen die Zerstérung der Zellstruktur

202,

Die in dieser Arbeit untersuchten Nieren wurden bei verschiedenen Metzgereien
erworben, um zu gewdhrleisten, dass diese von unterschiedlichen Tieren stam-
men. Das Volumen der resultierenden Tausafte variierte je 100 g Niere zwischen
5bis 9 ml. Zudem zeigten die Tausafte unterschiedliche Rotfairbungen und Trii-

bungen. Der pH Wert der Tausifte lag bei 6,7-6,8.
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Niere (bzw. Muskel) in grobe Stiicke zerteilt

l

Gefrier-Tauzyklus

l

10 min bei 3000 g zentrifugiert

1

Uberstand mit -Lactam-Antibiotika dotiert;

10 min stehen lassen

l

Verdinnung mit PBS-Puffer

Abbildung 6.8: Tausaftgewinnung und Dotierung mit f3-Lactam-Antibiotika

Mogliche Matrixeffekte auf das Testsystem wurden liberpriift, indem Kalibierkur-
ven im unverdiinnten und um Faktor 10 mit PBS-Puffer verdiinnten Tausaft ge-
messen wurden. Die Tausdfte wurden mit Ampicillin im Konzentrationsbereich
von 0 bis 7,5 ng/ml dotiert. Diese Kalibrierkurven wurden anschlief3end mit einer
Kalibrierkurve in PBS-Puffer verglichen. Zur Vergleichbarkeit der méglichen Mat-
rixeffekte werden hier die erhaltenen Messwerte in Abhangigkeit von der absolu-
ten Ampicillinkonzentration im Test betrachtet. Je starker der Matrixeinfluss, des-

to geringer war das erhaltene Messsignal.

Lamar filihrte Untersuchungen liber mogliche Matrixeffekte auf dem kolorimetri-
schen Assay bei Muskelfleisch durch. Eine 1:10 Verdiinnung erwies sich bei ihren
Analysen als geeignet, um storende Matrixeffekte zu minimieren 129 In Anlehnung
an diese Untersuchungen wurde tiberpriift, ob mit einer 1:10-Verdiinnung in PBS-
Puffer auch bei Tauséaften aus Schweinenieren gearbeitet werden kann. Ein genii-
gend hohes Signal liegt vor, wenn hohe Extinktionswerte fiir riickstandsfreie Pro-
ben (Extinktion von ca. 1,0 bis 1,5) resultieren und die Extinktionsdifferenz zwi-

schen dotierter und undotierter Probe moglichst grof3 ist.
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Abbildung 6.9: Kolorimetrischer Assay: Vergleich unterschiedlicher Verdiinnungsstufen des

dotierten Tausaftes aus Schweineniere mit einer Kalibrierung in PBS-Puffer

Abbildung 6.9 zeigt, vergleichend zur Kalibrierung im PBS-Puffer, die Kalibrierung
direkt in Schweinenieren-Tausaft und im 1:10 mit PBS-Puffer verdiinntem Tausaft.
Fir die Untersuchung wurden 2 Schweinenieren unterschiedlicher Herkunft ver-
wendet. Von jedem dieser beiden Tauséafte wurde eine 2 fach Messung vorgenom-
men und aus den insgesamt 4 Messungen ein Mittelwert gebildet. Fiir die Kalibrie-
rung im unverdiinnten Tausaft wurden deutlich niedrigere Messwerte als fiir den
verdiinnten Tausaft erhalten. Der unverdiinnte Tausaft fiihrte zu falsch positiven

Ergebnissen.

Die Beobachtungen lassen sich dahingehend interpretieren, dass durch Verdiin-
nung des Tausaftes weniger storende Matrixbestandteile im Test enthalten sind,
die das Messsignal herabsetzen konnen. Bei einer 1:10 Verdiinnung mit PBS-Puffer
wird ein genlgend hohes Messsignal erhalten. Zudem wurde eine deutliche
Extinktionsdifferenz zwischen einer undotierten und einer dotierten Probe erhal-

ten.

Bei Ampicillin und Benzylpenicillin wurde die Verdiinnung in PBS-Puffer um

Faktor 10 fiir die nachfolgenden Untersuchungen verwendet.

Nachweis- und Erfassungsgrenze

Die Nachweis- und Erfassungsgrenze (NG und EG) stellen wichtige Verfahrens-

kenndaten bei der Entwicklung einer Methode dar. Nach der Definition der
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DIN 32645 203 jst die NG der Wert, ab dem tiber das Vorhandensein bzw. Nichtvor-
handensein einer Substanz entschieden wird. Dies bedeutet, dass die NG die
kleinste Konzentration ist, die sich qualitativ mit ausreichender statistischer Si-
cherheit erfassen lasst. Die Irrtumswahrscheinlichkeit liegt bei 50 %. Die EG ist die
kleinste Konzentration, die mit einer definierten Ergebnisunsicherheit bestimmt

werden kann 203,204,

Aufgrund der unterschiedlichen Bindeaffinitat des PBP 2x* zu den verschiedenen
f3-Lactamen ist die Bestimmung der NG und EG fiir jedes 3-Lactam-Antibiotikum
einzeln durchzufiihren 729. Zuséatzlich muss die NG und EG in dem entsprechenden
Lebensmittel bestimmt werden, um mogliche Interferenzen der Probenmatrix zu
beriicksichtigen. Die Nachweis- und Erfassungsgrenzen wurden iiber
Kalibrierkurven in der entsprechenden Matrix bestimmt und nach dem VBA-
Programm (engl. Visual-Basic for Applications) von Steliopoulos 29> ausgewertet.
Bei diesem Programm handelt es sich um eine in Excel durchfiihrbare statistische
Datenanalyse zur Bestimmung der Verfahrenskenndaten eines Enzymimmuno-

assays.

Ampicillin, Benzylpenicillin, Cefquinom und Ceftiofur finden bei Schweinen haufig

Anwendung und wurden deshalb auf ihre NG und EG hin untersucht.

Tabelle 6.2: Parameter zur Herstellung der Kalibierkurven im Tausaft aus Schweineniere

Anzahl der |Verdiinnungsstufe des dot.| Konzentrationsbereich
Riickstand Nieren (n)H! Tausaftes [ng/kgl
Ampicillin 3 1:10 10-500
Benzylpenicillin 3 1:10 2,5-150
Cefquinom 3 1:40 10-800
Desfuroylceftiofur 4 1:500 800-16000

(11 Nieren stammen jeweils aus unterschiedlicher Herkunft

Die unverdiinnten Tausifte (siehe Abbildung 6.8) von verschiedenen Schweine-
nieren wurden je nach der festgesetzten Hochstmenge (MRL) im Konzentrations-
bereich von mindenstens 0,5 x MRL bis 3 x MRL dotiert. Nach Lamar 129 lag der Ar-

beitsbereich (linearer Bereich) des kolorimetrischen Assays in Puffer zum Beispiel
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fiir Benzylpenicillin zwischen 1 und 10 ng/ml. Da das PBP 2x* jeweils unterschied-
liche Bindeaffinititen zu den f3-Lactamen besitzt, wurden unterschiedliche Ver-
diinnungsstufen der unverdiinnten, dotierten Tauséafte gewahlt (siehe Tabelle 6.2),

um im linearen Bereich zu liegen.

In Abbildung 6.10 ist fiir Ampicillin exemplarisch die Kalibrierkurve fiir die Ermitt-
lung der NG und EG dargestellt (Kalibrierkurven der weiteren f3-Lactame befinden
sich im Anhang). Das Signal [Extinktion] ist hier gegen die Konzentration zum
Zeitpunkt der Dotierung dargestellt. Es wird angenommen, dass die Konzentration

pg/lim Tausaft der Konzentration pg/kg in Niere entspricht.
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Abbildung 6.10: Kalibierkurve mit Ampicillin im Tausaft aus Schweineniere (n = 3) und Be-
stimmung der NG und EG (NG = 18 pg/kg, EG = 30 ng/kg, Hochstmenge (MRL) = 50 pg/kg);
0,1 pg Ampicillin/kg wihlt die Software als Aquivalent fiir 0 pg Ampicillin/kg aufgrund der loga-
rithmischen Skalierung; Kurvenverlauf tiber ein 4-Parameter-logistisches Modell an Kalibrierdaten

angepasst 2%%; grau dargestellte Linien entsprechen den berechneten Prognosebdndern; a = 0,05

Tabelle 6.3 zeigt zusammenfassend die ermittelten NG und EG fiir die verschiede-

nen f3-Lactam-Antibiotika. Die NG und EG lagen deutlich unterhalb der festgesetz-
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ten Hochstmengen. Auch das Desfuroylceftiofur konnte mittels des PBP 2x* erfasst
werden. Lamar fiihrte nur Untersuchungen mit Ceftiuofur, nicht aber mit dem

Metaboliten Desfuroylceftiofur durch.

Das PBP 2x* Desfuroylceftiofur binden kann, war zu erwarten, da es sich um einen

Metaboliten mit einem intakten {3-Lactam-Ring handelt.

Tabelle 6.3: Ermittelte Nachweis- und Erfassungsgrenzen im Vergleich zur rechtlich festge-

setzten Hochstmenge (MRL) in Schweinenieren; a = 0,05

Riickstand NG [pg/kg] | EG[pg/kg] |Hochstmenge [ng/Kkg]
Ampicillin 18 30 50
Benzylpenicillin 10 20 50
Cefquinom 44 88 200
Ceftiofur (gemessen als Desfuroylceftiofur) 2500 4400 6000
Wiederholbarkeit

In dieser Arbeit sollten erste Parameter in Bezug auf eine Validierung nach der EU-
Entscheidung 2002/657/EC untersucht werden. Nachfolgend wird die Bestim-
mung der Wiederholbarkeit, die Einflussgréfien beziiglich der Matrix und die An-

wendbarkeit in Hinblick auf verschiedene Gerite beschrieben.

Nach der EU-Entscheidung 2002/657/EC %3 ist die Wiederholbarkeit definiert als
die Prazision unter wiederholten Bedingungen. Unter wiederholten Bedingungen
werden Bedingungen verstanden, mit denen unabhdngige Messergebnisse mittels
der gleichen Methode erhalten werden. Die Analyse muss hierbei unter identi-
schen Testeinstellungen, im selben Labor, mit derselben Geriteausstattung und
durch denselben Bearbeiter durchgefiihrt werden. Die Prazision wird durch die
Standardabweichung (s) oder der relativen Standardabweichung (VK) [%] ausge-
driickt.

Die Bestimmung der Wiederholbarkeit ist als Parameter im Rahmen der Robust-

heitspriifung in der EU-Entscheidung 2002/657/EC gefordert.
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Anhand von Angaben iiber den Intra-Assay-Variationskoeffizienten fiir verschie-
dene Konzentrationsbereiche kann die Genauigkeit der Ergebnisse eines Testver-
fahrens eingestuft werden. Zur Bestimmung der Intra-Assay-Variation kann die
Standardabweichung (s) bzw. der Variationskoeffizient (VK) einer Probe durch
wiederholte Messung der gleichen Probe unter gleichen Bedingungen herangezo-

gen werden 105,

Es wurde ein aufgearbeiteter Schweinenieren-Tausaft (nach Abbildung 6.8) zehn-
mal unter gleichen Bedingungen innerhalb eines Testdurchlaufes analysiert. Fiir
die Untersuchung des dotierten Tausaftes wurde der Tausaft fiir jede Messung mit
Ampicillin an der Hochstmenge (50 pg/kg) jeweils neu dotiert und 1:10 verdiinnt.
In Abbildung 6.11 sind die Ergebnisse fiir einen undotierten und einen an der

Hochstmenge dotierten Tausaft dargestellt.
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Abbildung 6.11: Intra-Assay-Variation: wiederholte Messung derselben Probe; blau:
undotierter Schweinenierentausaft, rot: an der Hdochstmenge dotierter Schweinenierentausaft;

schwarze Linien: Erwartungsbereich = 95 %)

Aus Abbildung 6.11 ist ersichtlich, dass die Messung der Probe unter wiederholten
Bedingungen prazise verlauft. Die Messung der undotierten Probe zeigt im Gegen-
satz zur Messung der dotierten Probe eine grofdere Streuung. Der Variationskoeffi-

zient fiir die undotierte Probe lag bei 2,9 % und fiir die dotierte Probe bei 1,9 %.
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Der Vergleich der Standardabweichungen des undotierten und an der Hochstmen-
ge dotierten Tausafts kann mittels des F-Tests erfolgen und gibt Auskunft dartiber,
ob Varianzhomogenitat vorliegt bzw. ob der undotierte Tausaft mit der gleichen
Prazision wie der an der Hochstmenge dotierte Tausaft gemessen wird. Die Priif-
grofde (PF; hier mit PF = 5,89) wird aus dem Quotienten der Varianzen ermittelt.
Der PF-Wert wird mit dem kritischen F-Wert (hier = 3,18; Tabellenwert aus 20¢;
Signifikanzniveau von 5%) verglichen. Da dieser Wert grofier ist als der kritische
Wert, sind folglich die Standardabweichungen von undotiertem Tausaft und an der
Hochstmenge dotiertem Tausaft signifikant unterschiedlich 206 (Irrtums-

wahrscheinlichkeit unter 5%).

Eine konzentrationsabhdngige Streuung von Messwerten in Immunoassays wurde
schon von Martlbauer 195 beobachtet, der in seinen Arbeiten zu antimikrobiell
wirksamen Stoffen die Prazision von Enzymimmunoassays diskutierte. Insbeson-
dere bei den Werten, die von der Lage innerhalb der Kalibrierkurve (sigmoide
Kurve) nahe dem oberen ,Plateau” liegen, wird die Konzentrationsberechnung

sungenauer”.

Die Streuung der Messwerte in Abbildung 6.11 war in dieser Untersuchung nur
von der Messmethodik und den Matrixeffekten bei einer einzigen Niere abhangig.
Inwieweit eine Variabilitdt zwischen verschiedenen Nieren vorliegt wird im Fol-

genden weiter betrachtet.
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Untersuchung von Schweinenieren-Tausiften mittels des Kolorimetrischen Assays

unter Wiederholbedingungen

Die Wiederholbarkeit des Testsystems fiir die Matrix Schweineniere wurde an-
hand von 19 Schweinenieren untersucht. Diese wurden nach Abbildung 6.8 aufge-

arbeitet und undotiert, sowie an der Hochstmenge (MRL) mit 50 pg/kg dotiert,

gemessen.
19 Nieren
Aufteilung in 2 Portionen
19 Nierenteile 19 Nierenteile
-20°C, mind. 24 h -20°C, mind. 24 h

19 Tausafte 19 Tausafte

| Dotierung am MRL | Dotierung am MRL

[ | I l | l
undotiert mit Benzylpenicillin mit Ampicillin undotiert mit Benzylpenicillin mit Ampicillin

) L
T T

CL-Messung CL-Messung

Abbildung 6.12: Arbeitsschema Nierenverwendung fiir Wiederholmessungen; Messung Tag 1

=blau unterlegt; Messung Tag 2 = rosa unterlegt; CL-Messung siehe Abschnitt 6.2.3

Benzylpenicillin und Ampicillin wurden als Modellsubstanzen eingesetzt. Die 19
Schweinenieren wurden nach Abbildung 6.12 verwendet. Sie wurden geviertelt
und die diagonal gegeniiberliegenden Viertel zu einer Portion vereinigt. An ver-
schiedenen Tagen wurden aus den portionierten Nierenteilen Tauséafte hergestellt.
Diese Tausadfte wurden dotiert und fiir die Untersuchung mittels des UV-Tests un-
tersucht. Zusatzlich wurden die undotierten und dotierten Tausifte am selben Tag

mit einem weiteren Testverfahren analysiert (siehe Abschnitt 6.2.3).
Bei der Untersuchung wurden Reagenzien, Gerate und Bearbeiter nicht variiert.

Zur Veranschaulichung der Lage- und Streumafie der Datensidtze wurde der Box

Plot verwendet. Box Plots verdeutlichen auf einfache Weise die Mitte und Streuung
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von Verteilungen und eignen sich besonders gut zum Vergleich von Datensatzen.

Die hier dargestellten Boxen stellen 50 % der Messwerte dar.

In Abbildung 6.13 ist die Verteilung der Messwerte fiir undotierte und an der
Hochstmenge dotierte Nierentausafte mit Ampicillin und mit Benzylpenicillin dar-
gestellt. Einzelne Ausreifer wurden nach Grubbs 204 eliminiert (siehe unter 6.2.3).
Der Variationskoeffizient, der an zwei verschiedenen Tagen mit den gleichen Nie-

ren ermittelt wurde, lag fiir die undotierten Proben bei 8-11%.
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Abbildung 6.13: Verteilung der Messergebnisse fiir undotierte und an der Héchstmenge do-
tierte Nierentausifte mit a) Ampicillin und b) Benzylpenicillin; Box stellt 50 % der Messwer-
te, Maximum und Minimum dar, Box-Plots nach Eliminierung der Ausreifier (nach Grubbs 204;

b) * = Ausreifler; Signifikanzniveau = 5 %)

Die Untersuchung ergab fiir beide Antibiotika, wie schon zuvor beobachtet, eine

grofdere Streuung der Messwerte fiir die undotierten Proben. Die grofdere Streu-
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ung der undotierten Proben ist auch darauf zuriickzufiihren, dass diese ndher an
der NG liegen. Da es sich um ein kompetitives Assay-Format handelt, werden fiir
kleinere Antibiotika-Konzentrationen grofiere Messwerte erhalten. Die
Irrtumswahrscheinlichkeit an der NG liegt bei 50 %. Bedingt durch die biologische
Variabilitat der verschiedenen Nieren wird ein hoéherer VK erhalten als im Ver-

gleich zur Messung von nur einer Niere.

Tag zu Tag-Variabilitat

Die Tag-zu-Tag-Variabilitat beschreibt die Prazision an 2 unterschiedlichen Tagen.
Die 19 undotierten Nierentausaft-Ansatze (siehe Abbildung 6.12), die im Rahmen
der Wiederholuntersuchungen verwendet wurden, wurden an zwei verschiedenen
Tagen untersucht, um Aussagen Uber die Robustheit zu erhalten. Alle weiteren Pa-
rameter, wie Chargen, Gerate und Bearbeiter wurden nicht variiert. Die erhaltenen
Messwerte von Tag 1 und Tag 2 wurden mittels des T-Tests auf signifikante Unter-
schiede tiberpriift. Die Ergebnisse der Untersuchung sind in Tabelle 6.4 aufgefiihrt

Tabelle 6.4: Tag-zu-Tag-Variabilitit fiir undotierte Schweinenieren-Tausafte (n =19); Mit-

telwerte, Standardabweichungen und Varianzen; t-Wert und kritischer t-Wert

absolute Messwerte

Tag 1 Tag 2
Mittelwert 1,572 1,510
Standardabweichung 0,149 0,122
Varianz (s2) 0,022 0,015

Freiheitsgrade (df) 18 18
t-Wert 1,676 1,676
krit. t-Wert bei zweiseitigem Test 2,101 2,101
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Auf einem Signifikanzniveau von 5 % ergibt sich ein t-Wert (t = 1,676) der kleiner

ist als der kritische Wert (kritische t-Wert = 2,101; Tabellenwert aus 2%6) ist.

Demzufolge wurde fiir die Messung der undotierten Tausédfte bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von o = 5 % kein signifikanter Unterschied von Tag zu

Tag festgestellt.

Muskelfleisch

Lamar 729 untersuchte den Matrixeinfluss auf das Testsystem bei Muskelfleisch
verschiedener Tierarten. Eine 1:10-Verdiinnung des Tausaftes von Schweine-
fleisch war ausreichend, um Matrixeffekte zu minimieren. Rindfleisch zeigte einen
starkeren Matrixeinfluss, jedoch wurde durch eine 1:10 Verdiinnung mit Puffer ein

geniigend hohes Signal erhalten.

Im Rahmen der durchgefiihrten Matrixuntersuchungen wurde auch Muskelfleisch
vom Rind (unterschiedlicher Herkunft) untersucht. In Abbildung 6.14 ist beispiel-
haft die Abhadngigkeit des Signals von der 3-Lactam-Konzentration in der Messlo-
sung fiir eine 1:10 Verdiinnung des Tausaftes fiir Muskelfleisch vom Rind darge-
stellt. Als Modellsubstanz wurde Ampicillin verwendet. 5 Proben Muskelfleisch
wurden zur Tausaftgewinnung analog der Abbildung 6.8 aufgearbeitet und hatten

im Mittel einen pH-Wert von 5,5.
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Abbildung 6.14: Kalibrierung in Rindermuskel-Tausaft (1:10): der Balken stellt den Mittelwert

aus Tausaftproben (n = 5) dar
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Ubereinstimmend mit den Beobachtungen von Lamar wurde mit einer 1:10 Ver-
diinnung in PBS-Puffer ein genligend hohes Signal erhalten. Die erhaltenen Varia-

tionskoeffizienten lagen fiir den Kalibrierbereich zwischen 6 und 12 %.

Weiterfiihrende Untersuchungen mit Muskelfleisch, insbesondere in Hinblick auf
Wiederholbarkeit, wurden mittels des kolorimetrischen Assays nicht durchge-

fiihrt, da der Schwerpunkt dieser Arbeit auf der Analyse von Schweineniere lag.

Matrix Rohmilch

Die Matrix Rohmilch wurde von Lamar ausfiihrlich untersucht. In dieser Arbeit

wurden einzelne Untersuchungen mit Rohmilch durchgefiihrt.

Lamar zeigte 129, dass beim entwickelten UV-Test eine Entfettung der Rohmilch

durch Zentrifugation ausreichte, um Matrixinterferenzen zu minimieren.

Ein wichtiger Aspekt bei der Betrachtung der Matrixeinfliisse auf das Testsystem
ist die Variabilitat der Matrixeffekte bei Rohmilchen von verschiedenen Kiihen. Ei-
ne Reihe von Faktoren, wie Alter, Fiitterung, Stoffwechsel oder Gesundheit der
Tiere konnen zu unterschiedlichen Matrixbestandteilen in der Milch fiihren. Die
Rohmilch von verschiedenen Kiihen unterscheidet sich in ihrer Zusammensetzung
hinsichtlich des Fett- und Proteingehaltes und der Anzahl der somatischen Zellen.
Aufgrund der aufgefiihrten Variation kann es zur Beeinflussung der Nachweisge-

nauigkeit von Antibiotika kommen 207,

Um dies zu priifen, wurden fiinf Rohmilch-Proben undotiert, an der halben
Hochstmenge, an der Hochstmenge und an der doppelten Hochstmenge mit
Ampicillin dotiert und am selben Tag analysiert. Die rechtlich festgesetzte
Hochstmenge fiir Ampicillin in Rohmilch liegt bei 4 pg/kg (entspricht 4 ng/ml) 4.

Flir die Analyse wurden folgende fiinf Rohmilch-Proben von Landwirten bezogen:

Rohmilch A: Herde vom Biohof

Rohmilch B: Kuh 1 von Landwirt 1

Rohmilch C: Kuh 2 von Landwirt 1 (gleiches Futter wie B)
Rohmilch D: Herde 1 von Landwirt 2

Rohmilch E: Herde 2 von Landwirt 2 (gleiches Futter wie D)
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Das Verfahren der Dotierung eines Riickstandes zum riickstandsfreien Lebensmit-
tel soll moglichst eine authentische, riickstandshaltige Probe simulieren. Aus die-
sem Grund wurde die Zugabe der Kalibierl6sung mit 1 % gewahlt, um die Matrix-

eigenschaften nicht durch einen Verdiinnungseffekt zu verandern.

Die Entfettung und Dotierung, wurde wie unter Punkt 9.3.4 beschrieben, durchge-

fihrt.
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Abbildung 6.15: Variabilitit der verschiedenen Rohmilchproben (entfettet) bei unterschied-
lichen Dotierungslevels mit Ampicillin; dargestellte Messpunkte jeweils Mittelwert aus 2-fach
Messung; die rote Linie stellt die Abnahme der Signalstirke bei steigender Ampicillin-

Konzentration dar

In Abbildung 6.15 wird deutlich, dass die verschiedenen entfetteten Rohmilch-
Proben unterschiedliche Messsignale liefern. Die Variationskoeffizienten variieren
je nach Dotierungslevel zwischen 3-10 %. Ein Zusammenhang zwischen Fiitterung

und Signalintensitat wird nicht deutlich.

Nachweis- und Erfassungsgrenze

Die Bestimmung der Nachweis- und Erfassungsgrenze wurde analog den Untersu-

chungen mit Schweineniere durchgefiihrt.

Es wurden hierfiir jeweils einzelne Kalibrierkurven in entfetteter Rohmilch (n = 2;

Rohmilch D und E) iiber eine Dotierung mit Ampicillin hergestellt und gemessen.
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Abbildung 6.16: Kalibrierkurve mit Ampicillin zur Bestimmung der Nachweis- und Erfas-
sungsgrenze in Rohmilch (n = 2); NG = 2 ng/ml; EG = 4 ng/ml; Héochstmenge (MRL) =
4 ng/ml: 0,01 ug Ampicillin/kg wihlt die Software als Aquivalent fiir 0 pg Ampicillin/kg aufgrund
der logarithmischen Skalierung; Kurvenverlauf iiber ein 4-Parameter-logistisches Modell an
Kalibrierdaten angepasst 205, grau dargestellte Linien entsprechen den berechneten

Prognosebidndern; a = 0,05

In Abbildung 6.16 ist die Kalibrierkurve in entfetteter Rohmilch mit der berechne-
ten Nachweis- und Erfassungsgrenze im Vergleich zur gesetzlich festgesetzten
Hochstmenge dargestellt. Die Nachweisgrenze liegt mit 2 ng/ml unter der festge-

legten Hochstmenge fiir Rohmilch von 4 ng/ml.

Lamar 129 verwendete fiir die Ermittlung der Nachweisgrenze die Standardabwei-
chung und die aus den Bo-Werten resultierenden Mittelwerte. Nach Lamar ergab

sich eine Nachweisgrenze fliir Ampicillin in Rohmilch von 1 pg/kg.

Matrixeinflussgréfien

Zur Ermittlung signifikanter Einflussgroféen beziiglich der verwendeten Gewebe-
matrices wurde ein chemometrisches Screening-Design mit den drei Parametern
Tierart (Rind, Schwein), Gewebe (Niere, Muskel) und Individuum (Tier 1 und
Tier 2) verwendet. Die Untersuchung wurde am selben Tag und mit denselben

Tausédften vorgenommen. Aufgrund der geringen Anzahl an Parametern wurde
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hier ein Full Factorial Design gewahlt. Das Full Factorial Design ist ein Screening-
Design, bei dem alle moglichen Kombinationen von Faktorenstufen experimentell

durchgefiihrt werden (vollstandig faktorielle Versuchspléne).

Hierzu wurden die Tausafte der verschiedenen Tierarten und Gewebesorten (wie
in Abbildung 6.8 beschrieben) gewonnen und an der Héchstmenge (50 pg/kg) mit
Ampicillin als Modellsubstanz dotiert. Die resultierenden Extinktions-Werte wur-
den als Responsegrofden herangezogen. Pro Experiment wurden drei Wiederhol-

versuche (Replicates) durchgefiihrt.

Die statistische Versuchsplanung und Auswertung erfolgte mit der Software The

Unscrambler™ (Fa. CAMO ASA).

Es ergab sich ein Versuchsplan mit 24 Experimenten (siehe Anhang), wobei die
Experimente in randomisierter Reihenfolge durchgefiihrt wurden. Die

Randomisierung ist wichtig, um mogliche systematische Fehler auszugleichen.

In Tabelle 6.5 sind die berechneten Effekte und die dazugehoérigen p-Werte fiir die
einzelnen Parameter aufgefiihrt. Die Effekte der Parameter werden iiber eine Va-

rianzanalyse (Analysis of Variance = ANOVA) berechnet.

Der p-Wert stellt das Signifikanzniveau dar, bei dem die Nullhyphotese, bei der der
Unterschied zweier Varianzen nur zufalliger Natur ist, gerade noch abgelehnt wird.
Das Signifikanzniveau = wurde in diesem  Versuch mit  95%
(Irrtumswahrscheinlichkeit a = 0,05) festgelegt. Dies bedeutet, dass diejenigen Ef-

fekte als signifikant gelten, deren p-Wert kleiner als 0,05 ist.

Tabelle 6.5: ermittelte Effekte, p-Werte und Signifikanzen

Parameter Effekt p-Wert Signifikanz
Tierart -0,0816 0,0079 signifikant
Gewebe 0,223 0,0000 hoch signifikant

Individuum 0,0017 0,9501 nicht signifikant

Abbildung 6.17 stellt die resultierenden Effekte als Balkengraphik dar. Je hoher die

Balken, desto starker ist der jeweilige Einfluss des Parameters.




6 Ergebnisse und Diskussion 92

Ein negativer p-Wert bedeutet allgemein, dass die Einflussgrof3e zu einer Erniedri-
gung der Responsegrofse fiihrt. Hier ist jedoch anzumerken, dass bei dieser Unter-
suchung lediglich das Signifikanzniveau des jeweiligen Parameters betrachtet
werden soll. Es spielt hier eine untergeordnete Rolle, ob der Effekt einen positiven

oder negativen Einfluss besitzt.
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Abbildung 6.17: Balkengraphik der Haupteffekte; die Balkenhohe repréasentiert die Einfluss-

starke des jeweiligen Parameters auf die UV-Messung

Aus den dargestellten Ergebnissen ist abzuleiten, dass die gewahlte Gewebeart
(Muskel, Niere) und Tierart (Schwein, Rind) einen signifikanten Einfluss auf das
Testverfahren besitzet. Dieses Ergebnis lasst sich damit erkldren, dass bei den
Tauséften erhebliche Tierart- und Gewebe-bedingte Matrixunterschiede vorliegen.
Diese Unterschiede wurden auch durch verschiedene Farbung und Triibung (nach
Zentrifugation) der Tausafte beobachtet. Tausafte aus Nieren wiesen in der Regel
eine deutlich starkere Triibung gegeniiber den Tauséaften aus Muskel auf. Schwei-

neproben zeigten eine erheblich hellere Farbung als Rinderproben.

Aufgrund der genannten Einfllisse auf den UV-Test ist eine Kalibrierung in der ent-

sprechenden Matrix erforderlich.
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Robustheitspriifung: Geriteeinfluss

Um zu priifen, ob bei Verwendung verschiedener Messgerate (Mikrotiterplatten-
reader BioRad und FLUOstar Optima; siehe unter Punkt 9.3) ein signifikanter Ein-
fluss auf die Messergebnisse besteht, wurde die oben beschrieben Untersuchung
des Full-Factorial Designs mit zwei verschiedenen Messgeraten unmittelbar nach-
einander gemessen. Mittels des T-Tests wurden die erhaltenen Messwerte von Ge-
rat 1 und Gerat 2 auf einen signifikanten Unterschied tberpriift. Die Ergebnisse
der Untersuchung sind in Tabelle 6.6 aufgefiihrt, die Messwerte befinden sich im
Anhang.

Tabelle 6.6: Geriteeinfluss auf das kolorimetrische Testsystem; erhaltene Mittelwerte,

Standardabweichungen, Varianzen und t-Werte

Gerat 1 Gerat 2
Mittelwert 1,162 1,159
Standardabweichungen 0,432 0,399
Freiheitsgrade (df) 19

Varianz (s2) 0,186 0,159

t-Wert 0,187

krit. t-Wert bei zweiseitigem Test 2,093

Unterschied Nicht signifikant

Der resultierende t-Wert wird auf einem Signifikanzniveau von 5% mit dem Kriti-
schen t-Wert (hier = 2,093, Tabellenwert aus 2%) verglichen. Der t-Wert ist kleiner
als der kritische t-Wert, folglich sind die Mittelwerte von Gerat 1 und 2 nicht signi-
fikant unterschiedlich 2%, Ein Gerateeinfluss auf das Testverfahren ist erwartungs-

gemaf$ nicht vorhanden.
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Fazit zu den Untersuchungen mittels des kolorimetrischen Assays

Im Hinblick auf den Detektionsschritt konnte gezeigt werden, dass bei der Einhal-
tung von 5 min Standzeit der TMB/H202-Lésung vor Gebrauch eine gute Konstanz
der Signalintensitat erhalten wurde. Zusatzlich konnte die Detektionszeit im Ver-
gleich zu den Testbedingungen nach Lamar 729 von 10 min auf 5 min reduziert

werden.

Ampicillin, Benzylpenicillin und Cefquinom konnten, wie auch bei Lamar, mit Hilfe
von PBP 2x* nachgewiesen werden. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass mit
Hilfe des PBP 2x* Desfuroylceftiofur, der aktive Metabolit des Ceftiofurs, erfasst

werden kann.

Untersuchungen mit Schweinenieren zeigten, dass der kolorimetrische Test sich
auch fiir den Nachweis von f3-Lactam-Antibiotika in Niere unter Verwendung des
Tausaftes mit einer Verdiinnung in Puffer anwenden ldsst. Dazu ist eine Kalibrie-

rung in der Matrix erforderlich.

Die NG und EG lagen fiir die hier untersuchten f3-Lactame in Niere deutlich unter-

halb der festgesetzten Hochstmengen.
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6.2 Chemilumineszenz-Mikrotiterplatten-Test

Ausgangspunkt fiir die Entwicklung eines Chemilumineszenz-Mikrotiterplatten-
tests (CL-Test) zum Nachweis auf f3-Lactame war der von Lamar 122 beschriebene
Kolorimetrischer Assay. Die Sensitivitat des Testverfahrens sollte durch den Ein-

satz der Chemilumineszenz verbessert werden.

Hierfiir wurde der prinzipielle Testaufbau beibehalten. Als letzten Schritt wurde
die Meerrettichperoxidase-katalysierte Luminolreaktion fiir die Detektion ver-

wendet.

Storungen durch Matrix wurden untersucht und mit dem kolorimetrischen Assay

verglichen.
6.2.1 Testprinzip

Das Testprinzip des indirekten kompetitiven Chemilumineszenz-Tests ist in Ab-

bildung 6.18 schematisch dargestellt.

immobiliertes PBP 2x* QUL

+ riickstandsfreie
Probe

+ riickstandshaltige
Probe

+ Digoxigenin-markiertes
Ampicillin (Dig-Ampi)

Digoxigenin-Antikorper

+ Substratldsung
(Luminol, H,0,)

i
J
“*

e i e e B

Abbildung 6.18: Testprinzip des CL-Assay zum Nachweis von f3-Lactam-Antibiotika; links
dargestellt: Testablauf mit riickstandshaltiger Probe; rechts dargestellt: Testablauf mit riickstands-

freier Probe.
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Prinzipiell dhnelt der Testablauf des CL-Assays dem des kolorimetrischen Assays.
Der letzte Schritt wurde im Vergleich zum beschriebenen kolorimetrischen Assay
durch den Einsatz der Luminoloxidation verandert. Zur Detektion fand als
CL-Substrat die kommerziell erhaltliche SuperSignal®-Lésung Anwendung. Darin
sind Wasserstoffperoxid, ein spezieller CL-Enhancer und Luminol enthalten 172,
Details werden von der Firma nicht bekannt gegeben. Durch die
Meerrettichperoxidase-Reaktion mit Wasserstoffperoxid und Luminol als
CL-bildende Komponente entsteht eine blaue Chemilumineszenz (siehe Abschnitt

4.4.2).

Wasserstoffperoxid dient hierbei als Substrat der Meerrettichperoxidase. Die In-
tensitit der erhaltenen Chemilumineszenz ist zum f3-Lactamgehalt in der Probe

umgekehrt proportional.
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6.2.2 Entwicklung eines Chemilumineszenz-Assays

Konzeptionelle Vorgehensweise bei der Entwicklung des CL-Assays

Bei der Entwicklung des CL-Assays in dieser Arbeit waren folgende grundlegende

Fragestellungen wichtig fiir das experimentelle Vorgehen.
Welche Ziele werden verfolgt?
Wie sind die Ausgangsbedingungen?
Welche Voraussetzungen miissen erfiillt sein?
Welche Arbeitsparameter haben welchen Einfluss auf das CL-Signal?
Wie hangt das CL-Signal von der 3-Lactam-Konzentration ab?

Im Rahmen der Entwicklung des CL-Assays wurden schwerpunktmafiig zwei Ziele
verfolgt. Die Empfindlichkeit des von Lamar beschriebenen kolorimetrischen Tests
sollte durch den Einsatz der Chemilumineszenz verbessert werden. Des Weiteren
sollte die Anwendung des CL-Assays fiir den Nachweis von f3-Lactamen in ver-
schiedenen Lebensmittelmatrices erfolgen und die Leistungsfahigkeit des Tests
ermittelt werden. Als besonders interessante Matrix kam hierbei die Niere auf-
grund ihrer Bedeutung als Anreicherungsorgan in Frage. Der Aspekt der Matrix-

einfliisse auf das CL-Testsystem wird im Abschnitt 6.2.3 detailliert beschrieben.

Die erarbeiteten Erkenntnisse von Lamar 129 dienten als Ausgangspunkt fiir die
weiterfiihrenden Untersuchungen in dieser Arbeit. Insofern wurden bereits ermit-
telte Parameter, wie zum Beispiel die Spezifitit, nicht mehr untersucht. Weiterhin
zeigte Lamar bei der Methodenentwicklung des kolorimetrischen Assays mittels
chemometrischer Optimierung, dass als Haupteinflussparameter die PBP 2x*-
Beschichtung, die Dig-Ampi-Verdiinnung und die Anti-Dig-Fap-Fragment-
Verdiinnung zu sehen sind 2%, Die Inkubationszeiten, die physikochemischen Pa-

rameter, pH-Wert, lonenstdrke und Temperatur wurden von Lamar tibernommen.

Flr die Eignung des CL-Assays miissen weitere Punkte gegeben sein: 1) Es diirfen
keine unspezifischen Wechselwirkungen zwischen den Assaykomponenten unter-
einander und den f3-Lactamen auftreten. 2) Der Zeitverlauf des CL-Signals muss

unter gegebenen Bedingungen bekannt sein, damit ein definierter Messzeitraum
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festgelegt werden kann. 3) Die Intensitdat des CL-Signals muss abhdngig von der

vorhandenen f3-Lactamkonzentration in der Probe sein und reproduzierbar sein.

In Abbildung 6.19 ist das Konzept der experimentellen Vorgehensweise darge-

stellt.

Zeitverlauf des CL-Signals in
homogener Losung

verschiedene
HRP-Konzentrationen

Uberpriifung des Systems und
Optimierung des CL-Assays

Untersuchung verschiedene
unspezifischer Leerwerte
Wechselwirkungen

Ermittlung der optimalen
Arbeitsparameter

PBP 2x*-Beschichtung

Anti-Dig-F, —Fragment-
Verdinnung

Luminolreagenz-Volumen

Ermittlung der optimalen
Messzeit

Untersuchung der
Leistungsfahigkeit des CL-Assays

Abhé&ngigkeit des CL-Signals von der
R-Lactam-Konzentration

Untersuchung von Matrixeinfliissen

Milch Niere Muskel

NG, BG

Wiederholbarkeit

Abbildung 6.19: Konzeptionelle Vorgehensweise bei der Entwicklung des CL-Assays zum

Nachweis auf f3-Lactam-Antibiotika;

Nach Priifung von gegebenenfalls vorhandenen unspezifischen Wechselwirkungen

sollten optimale Testbedingungen nach folgenden Kriterien entwickelt werden:

Es sollte eine moglichst hohe Zahlrate (relative light units, RLU in counts

per seconds) bei der Abwesenheit von f3-Lactam-Riickstdnden in der Probe

erhalten werden, um einen grof3en Arbeitsbereich sicherzustellen.

Das Messsignal sollte iiber einen gewissen Zeitraum konstant sein, da dies

fiir die Robustheit der Methode von Vorteil ist.

Eine niedrige Konzentration an f3-Lactamen sollte einen moglichst grofden

Effekt auf die CL-Intensitat zeigen.

Besonders die teuren und aufwiandig hergestellten Assay-Komponenten

(PBP 2x*, Dig-Ampi und das CL-Reagenz) sollten ressourensparend einge-

setzt werden.
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Schritt 1: Orientierende Versuche zur Luminoloxidation

Die enzymkatalysierte CL-Reaktion von Luminol folgt einem komplexen Mecha-
nismus, der stark von den gewéahlten Reaktionsbedingungen abhangt. Insbesonde-
re ist der Bildungsmechanismus des Luminolhydroperoxids (LO2H-), der Schliis-
selkomponente, (siehe Abschnitt 4.4.2), abhdngig von den gewahlten Komponen-

ten und deren relativen Konzentrationsverhaltnis zueinander.

Die Intensitat des Messsignals ist unter bestimmten Bedingungen proportional zur
Bildungsrate der Luminolradikale. Diese hangt von der Wasserstoffperoxid-
Konzentration, der Geschwindigkeit des Enzymumsatzes und dem Elektronen-

transfer zwischen den Phenoxy-Radikalen des Verstarkers und dem Luminol ab

158,160,161

Besonders das Enzym-Wasserstoffperoxid-Verhaltnis und der pH-Wert sind hier-

bei als wichtige Aspekte zu betrachten 14,

Der Abbau der Luminol-Hydroperoxide ist nur vom dem pH-Wert des Systems ab-

hangig 1%, Der pH-Wert der CL-Substratlosung lag bei 8,7 und wurde nicht variiert.

Es sollte schwerpunktmafdig untersucht werden, wie sich das Verhaltnis von En-

zym zur Substratlésung auf den Verlauf des CL-Signals auswirkt.

Zunachst wurden Versuche mit einer nicht konjugierten, freien HRP und dem CL-
Reagenz in homogener Losung im Mikrotiterplattenformat durchgefiihrt. Zu 50 pl
einer HRP-Losung (in PBS-Puffer) wurden mit Hilfe einer im Gerat installierten
Dosiervorrichtung 150 pl Luminolsubstrat-Reagenz (SuperSignal®-Reagenz) da-
zugegeben, gemischt und anschlief3end der Signalverlauf (relative light units, RLU)

liber einen definierten Zeitraum verfolgt.

In Abbildung 6.20 und Abbildung 6.21 sind die Signalverlaufe der
Luminoloxidation bei unterschiedlichen Enzym-Substrat-Verhiltnissen darge-
stellt, abhangig vom Messzeitpunkt in Sekunden. Die Zugabe des Luminolsubstrat-
Reagenzes erfolgte mit 150 pl im Uberschuss, so dass Csubstrat > CEnzym. Bei den dar-

gestellten HRP-Mengen handelt es sich um absolute Mengenangaben pro Kavitat.
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Die Messungen wurden in zwei verschiedenen Modi durchgefiihrt. Fiir die Be-
trachtung sehr kurzer Zeitraume (bis ca. 2 min) wurde der Well Modus verwendet,
langere Zeitraume (bis ca. 15 min) wurden mit dem Plate Modus verfolgt. Beim
Well Modus wird eine Kavitat direkt mehrfach gemessen, deshalb eignet sich die-
ser Modus besonders fiir schnelle kinetische Reaktionen. Beim Plate Modus wird

die gesamte Mikrotiterplatte in definierten Zeitintervallen gemessen.

Der Gain-Faktor bezeichnet die Verstarkung des elektrischen Signals. Die Signalin-
tensitiaten, die mittels unterschiedlicher Gain-Faktoren ermittelt wurden, konnen
nicht miteinander verglichen werden. Fiir die ersten Messungen wurde ein Gain-
Faktor von 500 bis 1000 verwendet. Fir alle weiteren Messungen war der Gain-
Faktor 1966. Dieser wurde mit dem Messsignal ermittelt, das die hochsten RLU-
Werte ergab.



6 Ergebnisse und Diskussion 101

In Abbildung 6.20 A) ist bei der hochsten HRP-Menge ein starker Abfall des CL-
Signals zu beobachten. Der typische Kurvenverlauf des ,glow-Typs“ (siehe Abbil-
dung 4.7) der fir die verstarkte Luminoloxidation charakteristisch ist 166, kann
hier nicht gesehen werden. Erst bei einer HRP-Menge (absolut) von 224 fmol wird
der typische Kurvenverlauf deutlich, bei dem die Intensitat des CL-Signals fir

mehrere Minuten konstant bleibt.
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Abbildung 6.20: CL-Signalverlauf in homogener Losung; A) CL-Signalverlauf in Abhangigkeit
von verschiedenen HRP-Mengen iiber einen Messzeitraum von 4 min; Plate-Modus, Gain = 750,
Messstartpunkt = 3 s; B) CL-Signalverlauf bei hoher HRP-Menge innerhalb der ersten 30 s; well-
Modus, Gain = 1000, Messstartpunkt = 2,4 s)
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In Abbildung 6.21 ist der CL-Signalverlauf bei zwei verschiedenen Enzym-
Substrat-Verhaltnissen dargestellt, wobei nach Abklingen des CL-Signals eine er-
neute Zudotierung von 50 pl Substratlosung erfolgte. Der Anstieg des CL-Signals
zeigt die Abhdngigkeit des CL-Signals von der aktuellen Substratkonzentration. Bei
niedriger Enzymmenge ergab eine erneute Zugabe kaum bzw. keinen Effekt, da

das Substrat in diesem Fall nach 132 s noch nicht verbraucht war.

—&— 4500 fmol HRP

350000 —@— 2200 fmol HRP

300000

250000

—
//

200000
150000 \

100000 \ //
50000 1/

0 ¢ r
0 100 200 300 400
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Signal [RLU]
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Abbildung 6.21: Abhangigkeit des CL-Signalverlauf von der Substrat- und Enzymmenge in
homogener Losung; Messstartpunkt = 2,5 s; Pfeil stellt erneute Zudosierung (bei 132 s) von 50 pl

SuperSignal-Lésung dar, Gain = 500

Kapeluich et al. 164 nehmen an, dass das Abklingen der Chemilumineszenz durch
die irreversible Inaktivierung der HRP zustande kommt. Der hohe Uberschuss an
Wasserstoffperoxid fiihrt zur Bildung reaktiver radikalischer Zwischenprodukte,
die die prosthetische Gruppe der HRP modifizieren. Wahrend der Messzeit lage

demnach keine konstante Enzymaktivitat vor.

Ob das beobachtete Abklingen der Chemilumineszenz nur von dem Verbrauch der
Substratlosung oder auch von der angenommenen Inaktivierung des Enzyms ab-

hangt, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht.



6 Ergebnisse und Diskussion 103

Schritt 2: Uberpriifung des CL-Testystems

Um ein Assayformat erfolgreich einsetzen zu konnen, diirfen keine unspezifischen
Wechselwirkungen innerhalb des Arbeitsablaufes auftreten. Aus diesem Grund
wurden verschiedene Leerwerte untersucht, bei denen je eine Assay-Komponente
weggelassen wurde. Demzufolge sollte kein bzw. ein sehr geringes CL-Signal de-
tektiert werden. Statt der entsprechenden Reagenzien wurde PBS-Puffer verwen-

det.

Es wurden folgende Leerwerte analysiert:
ohne PBP 2x*-Beschichtung
ohne Anti-Dig-Fa,-Fragment
ohne Dig-Ampi

Anhand des Leerwertes ohne PBP 2x* sollte gepriift werden, ob Substanzen un-

spezifisch an das Mikrotiterplattenmaterial binden.

Die zeitlichen Verlaufe des CL-Signals der entsprechenden Leerwerte sind in Ab-
bildung 6.22 dargestellt. Die hier gezeigten Messpunkte ergaben sich aus den Mit-

telwerten einer Dreifachmessung.
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Abbildung 6.22: Zeitlicher Verlauf des CL-Signals der verschiedenen Leerwerte, Messstart-

punkt = 3 s, Plate-Modus, Gain = 1966
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Wie Abbildung 6.22 zeigt, sind die erhaltenen RLU-Werte verhaltnismafdig gering
im Vergleich zu den maximalen Werten (Vergleich zu Abbildung 6.23), sodass da-

von ausgegangen wird, dass keine unspezifischen Wechselwirkungen auftreten.

Ermittlung der optimalen Arbeitsparameter fiir den CL-Assay

Es sollte iberpriift werden, inwieweit die Verdiinnung des Anti-Dig-Fap-
Fragments, die PBP 2x*-Beschichtung und die Volumenzugabe des
Luminolreagenzes die Intensitdt des CL-Signals und den Zeitverlauf beeinflussen.
Daraus sollte der optimale Messzeitraum ermittelt werden. Zunachst wurden kei-
ne f3-Lactam-Antibiotika als Kompetitor verwendet, sondern nur Maximalwerte
gemessen. Anstelle der Analytlosung wurde PBS-Puffer eingesetzt. Die Dig-Ampi-
Verdiinnung betrug 1:60.000 und wurde nicht variiert. Untersuchungen von La-
mar 129 hatten gezeigt, dass bei Verwendung dieser Dig-Ampi-Verdiinnung und ei-
ner PBP 2x*-Beschichtung von 100-150 ng/Kavitat ein guter Messbereich erhalten
wurde. Zudem ist die Synthese und Aufreinigung der Dig-Ampi-Losung verhalt-
nismafdig aufwandig, sodass eine ressourcensparende 1:60.000 Dig-Ampi-
Verdiinnung (in PBS-Puffer) als guter Anhaltspunkt gesehen wurde. Allerdings
muss das Dig-Ampi als Kompetitor zu den -Lactamen in der Probe im Uberschuss
zugegeben werden, damit alle am PBP 2x* noch unbesetzten Bindungsplatze voll-

standig mit markierten {3-Lactam besetzt werden konnen.

Da der Assay aus mehreren Arbeitsschritten (siehe Abbildung 6.1) besteht, sind
viele Einflussparameter gegeben und es ergibt sich ein sehr komplexes System. Die
Ermittlung der optimalen Haupteinflussgréfien wurde, anders als bei Lamar 129
anhand der klassischen Methode ,one Variable at time (OVAT)“ vorgenommen.
Hierbei wird jeweils eine Variable variiert und die anderen Parameter konstant

gehalten.
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Optimierung der Anti-Dig-Fap-Fragment-Verdiinnung

Um den Effekt der Anti-Dig-Fap-Fragment-Verdiinnung auf das CL-Signal zu unter-
suchen, wurden drei unterschiedliche Anti-Dig-Fap-Fragment-Verdiinnungen in
1%iger Casein-PBS-Pufferlosung (1:1000, 1:2000 und 1:3000) verwendet. (siehe
Tabelle 6.7) Die Temperatur wurde mit 20°C konstant gehalten. Zum Vergleich
wurde auf3erdem ein Leerwert ohne Dig-Ampi-Zugabe durchgefiihrt.

Tabelle 6.7: Testbedingungen des CL-Tests bei der Untersuchung der Verdiinnungsstufe der

Anti-Dig-F.,-Fragmente

Einflussparameter

PBP 2x*-Beschichtung 100 ng/Kavitat

Dig-Ampi-Verdiinnung 1:60.000

Anti-Dig-F.p,-Fragment-Verdiinnung(1! 1:1000
1:2000
1:3000

CL-Substratreagenz-Volumen 150 pl/Kavitat

(1l variierter Parameter fett gedruckt

—<&— Fab 1:1000

800000
—— Fab 1:2000
700000 1 A Fab 1:3000
600000 - —@— Leerwert (ohne
DIG-AMPI)
500000
400000
300000
200000

100000

Signal [RLU]

0

Zeit [min]

Abbildung 6.23: zeitlicher Verlauf des CL-Signals mit unterschiedlichen Anti-Dig-Fp-
Fragment-Verdiinnungen; Plate-Modus, Gain = 1966; Messstartpunkt = 2,4 s, dargestellte Mess-

punkte jeweils Mittelwert aus 2-fach Messung; Fab entspricht Anti-Dig-Fa,-Fragment-Peroxidase
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In Abbildung 6.23 ist der Zeitverlauf des Messsignals iiber einen Zeitraum von 35
min fiir die unterschiedlichen Anti-Dig-Fap-Fragment-Verdiinnungen dargestellt.
Die maximale Signalintensitat wurde fiir alle drei untersuchten Verdiinnungen
nach 2 min erhalten, wobei die Zihlraten (RLU) mit steigender Verdiinnung ab-
nahmen. Innerhalb der ersten 5 min zeigte sich unter den gegebenen Bedingungen
fir die untersuchten Verdiinnungen ein relativ konstantes CL-Signal. Lediglich fiir
die geringste Fap-Fragmenten-Verdiinnung war ein leichter Abfall des Messsignals
erkennbar. Dies lasst darauf schliefden, dass mehr Anti-Dig-Fap-Fragmente an das
von PBP 2x*-fixierte Dig-Ampicillin gebunden haben. Demzufolge wurde das CL-
Substratreagenz schneller verbraucht und lag im Vergleich zur HRP-Menge nicht
mehr im Uberschuss vor. Ein konstantes Signal mit einer hohen Intensitit wurde
mit einer 1:2000 Anti-Dig-Fap-Fragment-Verdiinnung erhalten. Fiir die folgen-

den Optimierungsversuche wurde deshalb diese Verdiinnungsstufe verwendet.

Optimierung der PBP 2x*-Beschichtung

Die untersuchten PBP 2x*-Beschichtungsmengen lagen bei 100 und 150
ng/Kavitat. Aufgrund der aufwandigen und teuren Aufreinigung des PBP 2x* sollte
die Beschichtungsmenge moglichst gering gewahlt werden und richtete sich nach
den Erkenntnissen von Lamar 72°. Nach dem theoretischen Modell sollte die Menge
an gebundenem Dig-Ampi und demzufolge an Anti-Dig-Fa,-Fragmenten mit zu-
nehmender Rezeptorproteinmenge steigen. Jedoch fiithrten hoéhere Beschich-
tungsmengen wahrscheinlich zur Sattigung der Kavitdt und einer sterischen Be-
hinderung der Bindungstasche des PBP 2x*. Es wurden trotz grofierer Mengen

Rezeptorprotein weniger Dig-Ampi-Molekiile gebunden.
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Tabelle 6.8: Testbedingungen des CL-Tests bei der Ermittlung der optimalen Beschich-

tungsmenge von PBP 2x*

Einflussparameter

PBP 2x*-Beschichtungli! 100 ng/Kavitit
150 ng/Kavitat

Dig-Ampi-Verdiinnung 1:60.000

Anti-Dig-Fap-Fragment-Verdiinnung 1:2000

CL-Substratreagenz-Volumen 150 pl/Kavitat

11 variierter Parameter fett gedruckt

In Abbildung 6.24 ist der zeitliche Verlauf des CL-Signals innerhalb der ersten 25
Minuten fiir zwei unterschiedliche Beschichtungsmengen an PBP 2x* dargestellt.
Die resultierenden CL-Signalverldufe zeigten fiir beide Beschichtungsmengen den

typischen Verlauf des ,,Glow-typs“.

Fir die Beschichtungsmenge 150 ng/Kavitit wurde im Gegensatz zu
100 ng/Kavitat PBP 2x* eine in etwa doppelt so hohe Signalintensitat erhalten. Der
extreme Unterschied der Signalintensitdten bei geringer Variation der PBP 2x*-
Menge verdeutlicht den starken Einfluss dieses Parameters auf das Test-System.
Dies wurde auch von Lamar 12 beschrieben. Ein hohes CL-Signal ldsst einen gro-

3en dynamischen Arbeitsbereich erwarten.
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Abbildung 6.24: Zeitlicher Verlauf des CL-Signals bei unterschiedlichen PBP 2x*-Beschicht-

ungsmengen; Plate Modus, Gain = 1966, Messstartpunkt = 3 s; dargestellte Messpunkte jeweils

Mittelwert aus 3-fach Messungen
Abbildung 6.25 zeigt die Kompetition mit f3-Lactam-Antibiotika fiir die beiden

PBP 2x*-Beschichtungsmengen. Die gemessenen RLU-Werte sind fiir zwei

Ampicillin-Konzentrationen in PBS-Puffer nach einer Messzeit von 2,7 min darge-

stellt.
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150 ng/Kavitat

100 ng/Kavitat

Abbildung 6.25: RLU-Werte bei unterschiedlicher PBP 2x*-Beschichtungsmenge und
Kompetition mit Ampicillin; Messzeitpunkt 2,73 min; (Gain = 1966) dargestellte Messpunkte

jeweils Mittelwert aus 3-fach Messung
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Das Signal lag bei einer Ampicillinzugabe von 4 ng/ml fiir beide Beschichtungs-
mengen bei etwa 50 % des CL-Signals ohne Analyt (,Maximalwert“). Das erhaltene
Messsignal war fiir die hohere Beschichtungsmenge etwa doppelt so hoch. Dies
verdeutlicht, dass mit beiden Beschichtungsmengen in etwa die gleiche Empfind-
lichkeit erhalten wird, sich aber eine grofdere PBP 2x*-Menge im Hinblick auf den

dynamischen Arbeitsbereich positiv auswirkt.

Aufgrund der signifikant hoheren Signalintensitdat wurde die Beschichtungsmen-
ge von 150 ng PBP 2x*/Kavitit fiir die nachfolgenden Untersuchungen verwen-

det.
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Ermittlung der optimalen Volumenzugabe des Luminolreagenzes

Um die Kosten des Assays moglich nierdrig zu halten, sollte gepriift werden, ob die
Volumenzugabe des Luminolreagenzes (SuperSignal) reduziert werden kann. Zum
Uberblick sind in Tabelle 6.9 die Testbedingungen der bisherigen Optimierung
aufgefiihrt. Der zeitliche Verlauf des Messsignals wurde in Abhdngigkeit von ver-
schiedenen Volumenzugaben des CL-Substratreagenzes iiber 16 min verfolgt. Der
Volumenunterschied wurde nicht durch Puffer ausgeglichen, da laut Hersteller

(Firma Perbio) eine Verdiinnung des Reagenzes zu Sensitivitatsverlusten fiihrt.

Tabelle 6.9: Testbedingungen des CL-Tests bei variierter Volumenzugabe des Luminol-

reagenzes
Einflussparameter
PBP 2x*-Beschichtung 150 ng/Kavitit
Dig-Ampi-Verdiinnung 1:60.000
Anti-Dig-F.,-Fragment-Verdiinnung 1:2000
CL-Substratreagenz-Volumenl1! 150 pl/Kavitit

100 pl/Kavitat

50 ul/Kavitit

(1l variierter Parameter fett gedruckt

Abbildung 6.26 zeigt den zeitlichen Verlauf des CL-Signals iiber einen Messzeit-
raum von 16 min bei verschiedener Volumenzugabe an SuperSignal, ohne
Kompetition durch f3-Lactam-Antibiotika. Es ist kaum ein Einfluss auf das
CL-Signal zu erkennen. Dies ldsst darauf schlief3en, dass nach einer Zugabe von nur
50 pl SuperSignal das Substrat unter den gegebenen Bedingungen im Uberschuss
vorliegt. In Bezug auf den wirtschaftlichen Gesichtspunkt ist die Zugabe von 50 pl

SuperSignal pro Kavitat als sehr gilinstig zu bewerten.
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Abbildung 6.26: Zeitlicher Verlauf des CL-Signals bei unterschiedlicher Volumenzugabe des
CL-Substratreagenzes; Plate Modus, Gain = 1966, Messstartpunkt = 2,8 s; dargestellte Messpunkte

jeweils Mittelwert aus 3-fach Messung

Ermittlung des optimalen Messzeitraums

Da hinter dem Messsignal der Luminoloxidation ein kinetischer Verlauf verborgen
liegt, ist die Ermittlung des Messzeitpunktes ein wichtiger Aspekt. Es wurde aus
diesem Grund gepriift, nach welcher Reaktionszeit eine moglichst hohe und kon-

stante Signalintensitit erhalten wurde.
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Abbildung 6.27: Optimierung des Messzeitraums;
Well Modus, Gain = 1966, Messstartpunkt = 7 s; erhaltene Messsignale ohne und mit Zugabe von

Ampicillin unter optimierten Bedingungen
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In Abbildung 6.27 ist der zeitliche Verlauf des CL-Signals fiir die ersten 100 Sekun-
den dargestellt. Hierbei wurde die absolute Zahlrate sowohl ohne, als auch nach
Zugabe von einer Ampicillinmenge (4 ng/ml) in PBS-Puffer gemessen. 90 s wurde
als Messzeitpunkt fiir die nachfolgenden Untersuchungen festgelegt. Tabelle 6.10

gibt einen Uberblick iiber die optimierten Arbeitsbedingungen des CL-Tests.

Tabelle 6.10: Eckdaten der optimierten CL-Methode [1]

Einflussparameter

PBP 2x*-Beschichtung 150 ng/Kavitat
Dig-Ampi-Verdiinnung 1:60.000
Anti-Dig-Fap-Fragment-Verdiinnung 1:2000
CL-Substratreagenz-Volumen 50 pl/Kavitat
Messzeitraum 90 s

11 gemessen wurde im Endpoint-Modus (Bedingungen siehe Tabelle 9.8); im Endpoint Modus wird
nach einer definierten Zeitspanne einmal gemessen

Nach der Ermittlung der optimalen Arbeitsbedingungen hinsichtlich der Einfluss-
grofden auf den Verlauf und die Intensitiat des CL-Signals, sollte das Assayformat
unter diesen Bedingungen weiter charakterisiert und im Hinblick auf die Empfind-

lichkeit optimiert werden.
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Schritt 3: Abhingigkeit des CL-Signals von der 3-Lactam-Konzentration

Es sollte untersucht werden, wie das CL-Signal von der f3-Lactamkonzentration
abhdngt. Aus den Arbeiten von Lamar geht hervor, dass das PBP 2x* unterschiedli-
che relative Bindeaffinitaten zu den verschiedenen f3-Lactamen aufweist 129, Es
wurde eine Kalibrierung mit Ampicillin in PBS-Puffer gemessen. Abbildung 6.28
zeigt den resultierenden Kurvenverlauf in einem Konzentrationsbereich von
0 -20 ng/ml. Der fiir Inmunoassays typische sigmoide Kurvenverlauf wurde erhal-
ten 106, Das Signal verhielt sich umgekehrt proportional zur Ampicillin-
Konzentration. In Tabelle 6.11 sind die dazugehorigen RLU-Werte, die Standard-
abweichung und der Variationskoeffizient aufgefiihrt. Die dargestellten Messwerte
stellen den Mittelwert aus einer 3-fach-Bestimmung (PBS-Puffer wurde jeweils
neu dotiert) dar. Die Messungen wurden am selben Tag durchgefiihrt, um eine Tag

zu Tag Variabilitat auszuschliefRen.

200000
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Abbildung 6.28: Kalibierkurve mit Ampicillin in PBS-Puffer; 0,01 pg Ampicillin/kg wéhlt die
Software als Aquivalent fiir 0 pg Ampicillin/kg aufgrund der logarithmischen Skalierung; Kurven-
verlauf liber ein 4-Parameter-logistisches Modell an Kalibrierdaten angepasst 205

Die Streuung der 3-fach-Bestimmung ist bei den niedrigeren Ampicillin-
Konzentrationen bzw. bei der riickstandsfreien Probe grofier als bei den hoheren

Ampicillin-Konzentrationen.
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Anhand der erhaltenen Kalibrierkurve kann gefolgert werden, dass in einen Ar-
beitsbereich von 1 bis 10 ng Ampicillin/ ml Messlosung ein anndahernd linearer

Verlauf vorliegt.

Tabelle 6.11: Messsignal in Abhidngigkeit von der Ampicillin-Konzentration in PBS-Puffer

Ampicillin [ng/ml] | Messsignal, gemittelt [RLU] s [RLU] VK [%]
0,01 548731 83555 15
0,1 546931 75660 14
1 474486 72716 15
2 371926 8169 2
4 276896 3759 1
8 145619 6533 4
10 123768 2549 2
20 28599 965 3

* 0,01 pg Ampicillin/kg wihlt die Software als Aquivalent fiir 0 pg Ampicillin/kg aufgrund der loga-

rithmischen Skalierung; n = 3; VK = Variationskoeffizient; s = Standardabweichung

Tag-zu-Tag-Variabilitit

Um die Streuung der Messwerte an verschiedenen Tagen abzuschatzen, wurden

die absoluten Messwerte von drei verschiedenen Dotierungsstufen verglichen.

An 5 Tagen wurden undotierte PBS-Puffer-Proben, mit 2,5 ng und 5 ng Ampicilin/
ml dotierte PBS-Puffer-Probe (n =5) fiir die Untersuchung herangezogen. Die Ana-
lysen wurden unter gleichen Assaybedingungen durchgefiihrt. Hierbei wurde jede
Probelosung 2-fach gemessen. Um einen systematischen Fehler ausschliefden,

wurden die Proben auf der Mikrotiterplatte zufallig verteilt.
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Abbildung 6.29: Unterschiedliche Dotierungsstufen in PBS-Puffer; dargestellt sind der Mittel-

wert und die Standardabweichung der Messwerte an verschiedenen Tagen (n =5)

In Abbildung 6.29 ist kein signifikanter Trend hinsichtlich der Streuung der Mess-

werte erkennbar. Der Variationskoeffizient lag bei 10-16 %.

6.2.3 Matrixeinfliisse

Mogliche Matrixinterferenzen wurden wie zuvor beim kolorimetrischen Assay mit
Standardkurven in den verschiedenen Lebensmittelmatrices Niere, Muskelfleisch

und Rohmilch tiberpriift.
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Matrix: Tierische Gewebe
Niere

Bei der Untersuchung von f3-Lactam-Riickstdnden in Schweineniere wurde der

nach Abbildung 6.8 gewonnene Tausaft verwendet.

Um das Ausmafd des Matrixeffektes auf das CL-Signal zu iiberpriifen, wurden
Kalibrierkurven mit Ampicillin im unverdiinnten - und um Faktor 10 und 20 mit
PBS-Puffer verdiinnten Tausaft gemessen. Pro Tausaftverdiinnungsstufe wurde

die gleiche Menge an Ampicillin verwendet (siehe Abbildung 6.30).

unverdinnter
Tausaft
[ I
Dotierung mit 20 x ¢ Dotierung mit 10 x ¢ Dotierungmit1 x ¢
1:20 Verdiinnung in 1:10 Verdinnungin
PBS-Puffer PBS-Puffer
Endkonzentration 1 x ¢ Endkonzentration 1 x ¢ Endkonzentration 1 x ¢

Abbildung 6.30: Dotierungsschema fiir die verschiedenen Verdiinnungsstufen des Tau-

saftes; c = Konzentration an Ampicillin 0,5 - 250 ng/ml
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Abbildung 6.31: Lumineszenz-Signal bei verschiedenen Verdiinnungsstufen des Tausaftes

aus Schweineniere; A) CL-Signal aufgetragen gegen die Ampicillin-Konzentration im Test; B)

CL-Signal aufgetragen gegen die Ampicillin-Konzentrationen im Tausaft vor dessen Verdiinnung

(entspricht der Konzentration im Nierengewebe), rote Linie entspricht der festgesetzten

Hochstmenge (MRL) fiir Niere (50 pg/kg);

In Abbildung 6.31 A) ist der Effekt der Verdiinnung auf das CL-Messsignal im Ver-

gleich zur Kalibrierkurve in PBS-Puffer dargestellt. Bei einer Verdiinnung des Tau-

saftes um den Faktor 10 oder 20 zeigt die Kalibrierkurve einen dhnlichen Verlauf



6 Ergebnisse und Diskussion 118

wie die Kalibierkurve in PBS-Puffer. Eine 1:10-Verdiinnung reicht aus, um Matrix-

einfliisse weitestgehend zu reduzieren.

Zur besseren Vergleichbarkeit mit der festgesetzten Hochstmenge (MRL) ist in
Abbildung 6.31 B) das CL-Signal gegen die Ampicillin-Konzentration zum Zeit-
punkt der Dotierung dargestellt. Hier wird angenommen, dass 1 Liter Tausaft ei-
ner Masse vonl kg entspricht und somit auf die Masse in pg/kg Niere zuriickge-

rechnet werden kann.

Im interessanten Bereich um 50 pg Ampicillin /kg Niere zeigt die Kalibrierung im
unverdiinnten Tausaft kein Signal, dass bedeutet alle PBP 2x*-Bindungsplatze sind
durch f3-Lactam-Antibiotika aus der Probe besetzt oder Matrixbestandteile storen.
Bei einer 1:10-Verdiinnung des Tausaftes (50 pg/kg) wird ein geniigend hohes
Signal erhalten. Zusatzlich sind auch die storenden Matrixbestandteile durch die

Verdiinnung reduziert. Dies kann anhand der Abbildung 6.31 A) gefolgert werden.

Inwieweit die Verdiinnung einen Einfluss auf die Empfindlichkeit des Testsystems
besitzt wird iiber den Vergleich der ICso (inhibition concentration) der beiden
Verdiinnungsstufen ermittelt. Der ICso ist die Konzentration aus der Kalibrier-

kurve, fir die B =0,5*By ist.

Die starkere Verdiinnungsstufe des Tausaftes (1:20) ergab einen deutlich hheren
[Cs0-Wert (ICso-Wert = 85) als die niedrigere 1:10-Verdiinnungsstufe (ICso-Wert =
43). Dies bedeutet, dass das Testverfahren bei einer hoheren Verdiinnungsstufe
unempfindlicher wird. Die Abnahme der Empfindlichkeit lasst sich durch die star-
kere Verdiinnung der absoluten Ampicillinmenge erklaren. Die starkere Verdiin-
nung der storenden Matrixbestandteile stellt entsprechend eine untergeordnete

Rolle dar.

Die Verdiinnung des Tausaftes mit PBS-Puffer um Faktor 10 stellt aufgrund des
geniigend hohen Messsignals und des geringen ICso-Wert eine gute Verdiin-

nungsstufe fiir die Analyse von Ampicillin und Benzylpenicillin dar.
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Nachweis- und Erfassungsgrenze

Die NG und EG wurden wie beim kolorimetrischen Assay (siehe unter 6.1.4) ermit-

telt.

Je nach der festgesetzten Hochstmenge wurden die unverdiinnten Tausaifte von
verschiedenen Schweinenieren (siehe Abbildung 6.8) im entsprechenden Kon-
zentrationsbereich dotiert. Die unterschiedlichen Verdiinnungsstufen der unver-
diinnten, dotierten Tausafte wurden wie beim kolorimetrischen Assay durchge-

fiihrt (siehe Tabelle 6.2).

Die Kalibrierkurve fiir die Bestimmung der NG und EG ist exemplarisch fiir
Ampicillin in Abbildung 6.32 abgebildet (die Kalibrierkurven der weiteren

f3-Lactame befinden sich im Anhang).
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Abbildung 6.32: Kalibierkurve mit Ampicillin im Tausaft aus Schweineniere (n = 3) und Be-
stimmung der NG und EG (NG = 10 pg/kg, EG = 20 pg/kg, Hochstmenge (MRL) = 50 ug/kg);
0,1 ug Ampicillin/kg wihlt die Software als Aquivalent fiir 0 pg Ampicillin/kg aufgrund der loga-
rithmischen Skalierung; Kurvenverlauf tiber ein 4-Parameter-logistisches Modell an Kalibrierdaten

angepasst 20%; grau dargestellte Linien entsprechen den berechneten Prognosebdandern; a = 0,05
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In Tabelle 6.12 sind die ermittelten NG und EG fir die verschiedenen f3-Lactam-

Antibiotika dargestellt.

Es zeigte sich, dass die NG und EG fiir die gewahlten Riickstdnde deutlich unter-

halb der entsprechend festgesetzten Hochstmengen lagen.

Tabelle 6.12: Ermittelte Nachweis- und Erfassungsgrenze im Vergleich zur rechtlich festge-

setzten Hochstmenge in Schweinenieren; Konfidenzintervall von 95% (a = 0,05)

Riickstand NG [pg/kg] | EG[pg/kg] |Hochstmenge [ng/kg]
Ampicillin 10 20 50
Benzylpenicillin 4 10 50
Cefquinom 26 73 200
Ceftiofur (gemessen als Desfuroylceftiofur) 1500 3000 6000

Beurteilung der Methode anhand verschiedener Verfahren zur Nachweisgrenzen-
bestimmung

Lamar 129 berechnete die NG aus dem Mittelwert der Leerproben abziiglich der
3-fachen Standardabweichung. Dieses Verfahren wurde mit der Bestimmungs-

methode nach Steliopoulos verglichen.

Zur Bestimmung der NG von Benzylpenicillin in Schweineniere wurden 20 un-
dotierte Schweinenieren-Tausafte verwendet. Der Mittelwert wurde berechnet
und die 3-fache Standardabweichung abgezogen. Es wurde eine Kalibrierkurve in
Schweinenieren-Tausaft (n = 3) im Konzentrationsbereich von 0 bis 100 pg/kg mit
Benzylpenicillin aufgenommen und iliber diese der Wert fiir die NG ermittelt. Fiir
die Kalibrierung wurden die Tausafte der Nieren 1, 2 und 3 verwendet (siehe Ta-
belle 6.13). Alle 20 Tausafte, sowie die Kalibrierungen wurden an einem Tag ge-
messen. In Tabelle 6.13 sind die erhaltenen Signalwerte fiir die 20 undotierten
Nieren-Tausifte und in Abbildung 6.33 die Kalibrierkurve nach Steliopoulos dar-

gestellt.
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Tabelle 6.13: Messdaten zur Bestimmung der Nachweisgrenze iiber das Verfahren der

3-fachen Standardabweichung

Probe
Schweineniere Messwert [RLU]
Tausaft 1 467205
Tausaft 2 361365
Tausaft 3 382100
Tausaft 4 319430
Tausaft 5 323475
Tausaft 6 415910
Tausaft 7 340385
Tausaft 8 295035
Tausaft 9 329735
Tausaft 10 347185
Tausaft 11 302600
Tausaft 12 334730
Tausaft 13 275650 Mittelwert (Bo) 324863
Tausaft 14 315495 Standardabweichung (s) 60105
Tausaft 15 265305 Varriationskoeffizient [%] 19
Tausaft 16 223770 3*s 180316
Tausaft 17 212945 Bo-3*s 144547
Tausaft 20 337795

In dieser Messreihe ergab sich die Nachweisgrenze nach dem Verfahren der

3-fachen Standardabweichung iiber den Vergleich mit der Kalibrierung zu

16 pg/kg. Fiir die Methode nach Steliopoulos wurde eine Kalibrierung aus drei

verschiedenen Nieren-Tausaften (Tausaft 1, 2 und 3) im Bereich von 0 bis

100 pg/kg Benzylpenicillin hergestellt (siehe Abbildung 6.33). Aus Tabelle 6.14
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zeigt sich, dass die ausgewahlten undotierten Nieren zuféllig hohe Blank-RLU-
Werte lieferten. Demzufolge ist der Vertrauensbereich hier relativ eng und das
fiihrt wiederum zu einer relativ geringen NG. Es ergibt sich fiir die verwendete

Kalibriergerade (n = 3) eine errechnete NG fiir Benzylpenicillin von 5 pg/kg.

Die nach der 3-fachen Standardabweichung ermittelte NG liegt demzufolge um et-

wa das 3-fache hoher als die errechnete NG mit dem Programm nach Steliopoulos.
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Abbildung 6.33: Unterschiedliche Verfahren zur Nachweisgrenzenbestimmung; Kalibrie-
rung in Schweinenierentausaft (n = 3); orange Linie: NG nach Steliopoulos, blaue Linie: NG
nach Verfahren der 3-fachen Standardabweichung; 0,1 pg Benzylpenicillin/kg wahlt die Soft-
ware als Aquivalent fiir 0 pg Benzylpenicillin/kg aufgrund der logarithmischen Skalierung; Kur-
venverlauf liber ein 4-Parameter-logistisches Modell an Kalibrierdaten angepasst 2%%; grau darge-

stellte Linien entsprechen den berechneten Prognosebandern

Zu beachten ist hierbei, dass innerhalb der Prognosebander in Abbildung 6.33
95% der Messwerte liegen, dies entspricht = x +2*s. Bei der Kalibriermethode

wurde der a-Fehler mit 0,025 verwendet. Das Signifikanzniveau liegt demzufolge
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bei 95 %. Bei dem Verfahren der 3-fachen-Standardabweichung wird ein

Signifikanzniveau von 99 % angenommen.

Bei Betrachtung der Streuung der 20 undotierten Nieren-Tauséafte zeigte sich eine
relativ hohe Unprézision, ausgedriickt durch den Variationskoeffizienten von 19
%. Es lag ein hoher naturbedingter Matrixeffekt vor, der in die Berechnung der NG
mit dem Faktor 3 eingeht.

Tabelle 6.14: Messwerte der Kalibrierung in Tausaft von Schweineniere; n =3; Mittelwert

und Standardabweichung fiir jeden Kalibrierpunkt

RLU
Benzylpenicillin
[ng/kg] Niere 1 | Niere9 | Niere 11 | Mittelwert S VK [%]

0,1 467205 | 382100 | 361365 403557 56088 14

5 346700 | 313030 | 339470 333067 17725 5
10 153415 | 264830 | 190955 203067 56686 28
25 125060 | 109195 | 107020 113758 9848 9
50 24660 23425 23445 23843 707 3

75 21340 25585 25605 24177 2457 10
100 9265 15755 15640 13553 3714 27

s = Standardabweichung
VK = Variationskoeffizient
Im Gegensatz dazu wurden dotierte Proben in der Regel praziser gemessen als die

Blankproben.

Der Vorteil bei der Auswertung mittels des Programms nach Steliopoulos ist, dass
der gesamte Kalibrierbereich fiir die Bestimmung der NG beriicksichtigt wird. Al-
lerdings ist es schwierig, fiir die Kalibrierung reprasentative Nieren zu bekommen.
Die Blank-Werte der Tausifte 1,2 und 3 liegen oberhalb von 36000 RLU, die 17
anderen Blank-Werte hingegen liegen unterhalb von 36000. Fiir das Verfahren

nach der 3-fachen Standardabweichung werden Proben bendtigt, die weitgehend
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mit dem ,echten” Proben libereinstimmen, den Analyten aber nicht enthalten. Dies

ist in der Praxis eine meist schwer erfiillbare Forderung.

Alle gemessenen 20 Blank-Nieren wurden als negativ bewertet, es wurden keine

falsch positiven Ergebnisse (= 50 pg/kg) erhalten.

Beide Methoden liefern NG unterhalb der festgesetzten Hochstmenge von
50 pg/kg.

Wiederholbarkeit

Vergleichend zum kolorimetrischen Assay (siehe unter Punkt 6.1.4) wurde die
Wiederholbarkeit tiberpriift. Im Folgenden werden die Wiederholbarkeit im Hin-

blick auf verschiedene Bearbeiter und dem Einfluss der Matrix betrachtet.

Intra-Assay-Variation

Die Intra-Assay-Variation flir den CL-Assay wurde mit demselben Tausaft und am
selben Tag wie flir den kolorimetrischen Assay (siehe Abbildung 6.11) durchge-
fihrt.

Der nach Abbildung 6.8 gewonnene Tausaft (n = 1) wurde 10-mal undotiert und
an der Hochstmenge dotiert gemessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 6.34 auf-

gefiihrt.
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Abbildung 6.34: Intra-Assay-Variation: wiederholte Messung der gleichen Probe wiederhol-
te Messung der gleichen Probe; blau: undotierter Schweinenierentausaft, rot: an der Hochstmen-

ge dotierter Schweinenierentausaft; schwarze Linien: Erwartungsbereich = 95 %)
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Beim Vergleich der Variationskoeffizienten von undotierten und dotierten Proben
zeigte sich Kkein signifikanter Unterschied. Der Variationskoeffizient fiir die

undotierten Tausaft-Proben lag bei 7 %, der fiir die dotierten bei 8 %.

Der Vergleich der Standardabweichungen des undotierten und an der Héchstmen-
ge dotierten Tausafts wurde analog zum kolorimetrischen Assay durchgefiihrt. Der
resultierende PF-Wert ist 2,63. Der kritische F-Wert (hier = 3,18; Tabellenwert aus

206; Signifikanzniveau von 5%) ist grofder.

Dies deutet darauf hin, dass die Standardabweichungen der Messwerte von
undotiertem Tausaft und an der Hochstmenge dotiertem Tausaft beim CL-Assay

bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% nicht signifikant unterschiedlich sind.

Im Vergleich zum kolorimetrischen Assay wurde beim CL-Assay eine grofiere
Streuung der Messwerte erhalten, das bedeutet, dass die Bestimmung unpraziser
ist. Das kein signifikanter Unterschied zwischen den Standardabweichungen der
undotierten und dotierten Tausaftprobe vorliegt, hangt vermutlich mit der grofe-
ren Streuung der Messwerte insgesamt zusammen. Der Unterschied geht vermut-

lich statistisch im f3-Fehler ,unter”.

Da bei dieser Untersuchung nur der Tausaft einer Niere verwendet wurde, kann
keine Aussage tiber die Variabilitat zwischen verschiedenen Nieren gemacht wer-

den. Dies wird, analog zum kolorimetrischen Assay, im Folgenden betrachtet.

Untersuchung von Schweinenieren-Tausaften unter Wiederholbedingungen

Um die Wiederholbarkeit des Testsystems fiir die Matrix Schweineniere zu be-
stimmen, wurden Tausafte von 19 Schweinenieren undotiert und am MRL dotiert
untersucht. Als Modellsubstanzen wurden Ampicillin und Benzylpenicillin ver-
wendet. Die Untersuchung wurde vergleichend zum kolorimetrischen Assay (siehe
Abbildung 6.12), mit den gleichen Nieren und am selben Tag wie die Analyse be-

zliglich des kolorimetrischen Assays durchgefiihrt.

Zur Veranschaulichung der Streuung wurden Box-Plots verwendet. Die dargestell-

ten Boxen beinhalten 50 % der Messwerte.
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Abbildung 6.35 zeigt die Verteilung der Messwerte fiir undotierte und an der
Hochstmenge dotierte Nierentausafte mit Benzylpenicillin und Ampicillin. Bei den
durchgefiihrten Wiederholmessungen mittels des CL-Assays zeigten sich haufig
einzelne extreme Ausreifder; hier exemplarisch fiir die undotierten Tauséfte darge-

stellt.

Dies lasst auf eine grofde Storanfilligkeit des Verfahrens schlieféen. Die hohe Stor-
anfalligkeit erklart sich mit der hohen Empfindlichkeit der Lumineszenz, was in

Ubereinstimmung mit Garcia-Campafia et al. 1>3 steht.
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Abbildung 6.35: Verteilung der Messergebnisse fiir undotierte und an der Héochstmenge do-
tierte Nierentausifte mit a) Ampicillin und b) Benzylpenicillin; Box stellt 50 % der Messwer-
te, Maximum und Minimum dar, Box-Plots nach Eliminierung der Ausreifder (nach Grubbs 204; a),

b) * = Ausreifler ; Signifikanzniveau = 5 %)
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Abbildung 6.35 zeigt anhand der Grofde der Box-Plots die hohe Unprazision der
undotierten Tausafte. Die Dotierung des Schweinenierentausaftes mit Ampicillin
und Benzylpenicillin fiihrte zu einer ibereinstimmenden Verteilung der Messwer-

te, die unabhingig von dem verwendeten 3-Lactam ist.

Die nach Signalintensitit sortierten Messsignale, einerseits fiir den kolorimetri-
schen Assay und andererseits fiir den CL-Assay, flihrten zu einer unterschiedlichen
Rangfolge der Nierentausifte (Messwerte im Anhang). Daraus ist abzuleiten, dass

die Streuung der Messwerte zufalliger Natur ist.

Tag zu Tag-Variabilitat

Zur besseren Vergleichbarkeit zwischen zwei Tagen wurden normierte Messwerte
betrachtet. Die flir die Wiederholmessungen verwendeten Nieren wurden zusatz-
lich an einem weiteren Tag gemessen. Da die entsprechenden Nieren portionswei-
se bei -20°C eingefroren wurden, konnte eine Lagerung der fertigen, mikrobiell an-
falligen Tausafte vermieden werden. Jeweils die gleichen Nieren wurden an einem
anderen Tag neu dotiert und analysiert. Die RLU-Werte der undotierten Probe
wurden gleich 100 % gesetzt und die anderen RLU-Werte hierzu in Beziehung ge-

setzt (rel. RLU = B/Bo*100).

Tabelle 6.15 zeigt zusammenfassend die relativen RLU-Werte (%) und die absolu-
ten RLU-Werte von verschiedenen Schweinenieren-Tausdften. Anhand der rel.
RLU-Werte wird deutlich, inwiefern das Signal durch die Anwesenheit der
3-Lactame gehemmt wird. Je hoher die {3-Lactam-Konzentration, desto niedriger
das relative Signal. Es wurden von Tag zu Tag stark schwankende RLU-Werte er-
halten. Dies ist unter anderem dadurch zu erkldren, dass eine voéllig identische

Einhaltung der Testbedingungen nie gegeben ist.

Die hohen Variationskoeffizienten einer Analyse eines Tages deuten auf eine Vari-
abilitat der Nierenproben hin. Da es sich um biologische Proben mit komplexer
Matrix handelt, ist eine Streuung der Analysenmesswerte typisch. Die Variations-
koeffizienten liegen mit 13 bis 22 % jedoch relativ hoch und deuten die Stoéranfal-

ligkeit des Verfahrens an.
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Tabelle 6.15: CL-Assay- Untersuchung von Schweinenieren-Tauséaften an verschiedenen Ta-
gen. Die Nieren wurden geviertelt und tiefgefroren (-20°C), sodass jeweils an verschiedenen Tagen
die gleichen Nieren untersucht werden konnten. Pro Tag wurden jeweils 18 bzw. 19 Nieren dotiert
und analysiert. Angegeben sind die relativen RLU-Werte, wobei undotierte Nierentausafte gleich

100 % gesetzt wurden.

Ampicillin Tag 1 Tag 2
[ng/ml] (n=18) (n=19)

undotiert 100 % 100%
432278+ 13 %2 393109+ 22 %

25 64 % 62 %
284309 x14 % 229626 +24 %

50 52% 38%
22871822 % 146051 + 23 %

aRLU-Mittelwert + VK

Der hohe Einfluss der Matrix ist als kritisch anzusehen.

Die Tag-zu-Tag-Variabilitit wurde analog zum kolorimetrischen Assay (siehe un-
ter Punkt 6.1.4) ermittelt. Die jeweils 18 undotierten Tausafte wurden an zwei Ta-
gen mittels des CL-Assays untersucht (siehe Tabelle 6.15). Mittels des t-Tests wur-
den die resultierenden Messwerte von Tag 1 und Tag 2 verglichen. Tabelle 6.16

zeigt die zusammengefassten Ergebnisse der Untersuchung.
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Tabelle 6.16 Tag-zu-Tag-Variabilitit fiir undotierte Schweinenieren-Tausifte (n =18); Mit-

telwerte, Standardabweichungen und Varianzen; t-Wert und kritischer t-Wert

absolute Messwerte

Tag 1 Tag 2

Mittelwert 432278 393891*
Standardabweichung 57856 88222
Varianz (s?) 3347304029 7783072223

Freiheitsgrade (df) 17 17

t-Wert 1,512 1,512

krit. t-Wert bei zweiseitigem Test 2,110 2,110

* fiir den t-Test wurde eine der 19 Messungen nicht berticksichtigt; hierdurch wird ein anderer Mit-
telwert als in Tabelle 6.15 (Tag 2) erhalten

Anhand der Uberpriifung ergibt sich ein t-Wert von 1,512. Dieser wird bei einem
definierten Signifikanzniveau von 5% mit dem kritischen t-Wert (hier = 2,110, Ta-

bellenwert aus 2%¢) verglichen.

Mit einer statistischen Sicherheit von 95 % sind die Mittelwerte von Tag 1 und 2

nicht signifikant unterschiedlich 296,
Muskelfleisch

Nach Lamar 129 fijhrt eine 1:10 Verdiinnung des Schweinemuskel-Tausaftes zu ei-
ner geniigenden Minimierung des Matrixeffektes. Beim Tausaft von Rindermuskel
wurde hingegen auch bei einer 1:10 Verdiinnung ein deutlicher Matrixeinfluss
festgestellt. Eine Kalibrierung in der entsprechenden Matrix ist demnach durchzu-
fiihren. Eigene Untersuchungen mittels des kolorimetrischen Assays (siehe Ab-
schnitt 6.1.4) zeigten, dass eine 1:10 Verdiinnung des Rindermuskel-Tausaftes

ausreicht, um ein gentigend hohes Signal zu erhalten.

Es wurden vier unterschiedliche Schweine- bzw. fiinf verschiedene Rinder-
Muskelfleisch-Proben aus dem Einzelhandel nach Punkt 9.3.5 aufgearbeitet und
die entsprechenden Tausafte im Bereich von 0-75 pg/kg (bezogen auf den Zeit-
punkt der Dotierung) mit Ampicillin dotiert.
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Abbildung 6.36: Kalibrierung in Schweinemuskel-Tausaft (1:10) und in Rindermuskel-
Tausaft (1:10); Balken stellen Mittelwerte aus Tausaftproben (Schweinemuskel n = 4; Rinder-

muskel n = 5) dar

Anhand der Kalibrierungen in Abbildung 6.36 zeigt sich, dass mit einer 1:10 Ver-
diinnung, Ubereinstimmend mit den kolorimetrischen Messungen, ein deutlicher
Unterschied zwischen dotierten und undotierten Proben erhalten wurde. Unter-

schiede zwischen Rind und Schwein sind nicht erkennbar.

Matrix Rohmilch

Vergleichend zu den Untersuchungen mittels des kolorimetrischen Assays wurden
die dotierten, entfetteten Rohmilchproben-Ansatze (siehe Abbildung 6.15) mittels
des CL-Assays analysiert. Um einen direkten Vergleich der Methoden zu erhalten,
wurden die mit dem kolorimetrischen Assay analysierten Proben parallel mittels
des CL-Assays am selben Tag und vom selben Bearbeiter untersucht. Statt transpa-
renten Mikrotiterplatten (kolorimetrischer Assay) wurden weifde Mikrotiter-
platten mit der gleichen Oberflichenmodifikation wie beim kolorimetrischen As-
say verwendet. Die Mikrotiterplatten wurden identisch behandelt (gleiche

PBP 2x*-Beschichtungsmenge, gleiche Dig-Ampi-Verdiinnung etc.).

Zur Uberpriifung des Matrixeinflusses wurde Ampicillin als Modellsubstanz ver-

wendet.
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Es wurde eine Standardkalibrierung in entfetteter Rohmilch mit einer Standardka-
librierung in PBS-Puffer verglichen. Hierfiir wurden die von den verschiedenen
Landwirten erhaltenen Rohmilch-Proben (n = 5) zu gleichen Teilen miteinander

vermengt.

In Abbildung 6.37 ist die Kalibrierkurve von 0-20 ng/ml mit Ampicillin in entfette-
ter Rohmilch vergleichend zur Kalibierkurve in PBS-Puffer dargestellt. Die niedri-
geren RLU-Werte bei der entfetteten Rohmilch zeigen im Vergleich zur
Kalibrierkurve in PBS-Puffer, dass die Milchmatrix (entfettet) einen Effekt auf das
Testsystem besitzt. Anders als bei Lamar 129 reichte im Gegensatz zum kolorimet-
rischen Assay beim CL-Assay eine Entfettung der Rohmilch nicht aus, um Matrixef-
fekte komplett zu eliminieren. Weitere Bestandteile in der Milch, wie zum Beispiel
Casein konnen das Messsystem storen. Es wurde bei der Kalibrierung in entfette-
ter Rohmilch ein gentigend hohes CL-Signal mit einem breiten linearen Bereich er-
halten. Um den Matrixeinfluss der Rohmilch (entfettet) zu berticksichtigen, ist al-

lerdings eine Kalibrierung in dieser Matrix erforderlich.

800000 —@— Rohmilch, entfettet

—i— PBS-Puffer
700000 A

600000 -
500000

400000 -

Signal [RLU]

300000 -

200000 -

100000 H

0

0,1 1 10 100
Ampicillin [ng/ml]

Abbildung 6.37: Vergleich der Kalibrierkurven mit Ampicillin in entfetteter Rohmilch (von
5 Kithen gemischt) und in PBS-Puffer; aufgetragen sind die absoluten Messwerte gegen die Kon-

zentration

Desweiteren wurde vergleichend zum kolorimetrischen Assay die Variabilitit in-
nerhalb flinf verschiedener Rohmilch-Proben betrachtet. Die Messung wurde mit

den gleichen Milch-Ansatzen am gleichen Tag wie die Messung mittels des kolori-
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metrischen Assays (siehe Abbildung 6.15) durchgefiihrt, um Riickschliisse auf
eventuelle Unterschiede zwischen den Testverfahren ziehen zu konnen. Die ver-
schiedenen Rohmilch-Proben waren undotiert, an der halben, an der einfachen

und an der doppelten Hochstmenge mit Ampicillin dotiert.
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Abbildung 6.38: Variabilitit der verschiedenen Rohmilchproben (entfettet) bei unterschied-
lichen Dotierungslevels mit Ampicillin; dargestellte Messpunkte jeweils Mittelwert aus 2-fach
Messung; rote Trendlinie stellt Abnahme der Signalstirke hinsichtlich steigender Ampicillin-

Konzentration dar

Abbildung 6.38 zeigt die Messsignale der fiinf verschiedenen, entfetteten Roh-
milch-Proben. Wie beim kolorimetrischen Assay (siehe Abbildung 6.15), wurde
auch hier eine verhaltnismaf3ig hohe Variabilitit zwischen den einzelnen Rohmil-
chen erhalten. Die Variationskoeffizienten variieren je nach Dotierungslevel zwi-

schen 6-15 %. Eine dhnliche Streuung zeigte sich auch im PBS-Puffer.

Im Vergleich zu den Ergebnissen des kolorimetrischen Assays zeigt sich fiir h6here
Ampicillin-Konzentrationen ein deutlich starkerer Abfall der Signalintensitat (rote
Trendlinie; Vergleich siehe Abbildung 6.15; Messwerte in Puffer siehe Tabelle
6.11). Dies deutet auf eine Empfindlichkeitssteigerung durch den CL-Assay hin. Al-

lerdings streuen die Messwerte des CL-Assays starker.
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Weitere Untersuchungen beziglich der Prazision wurden in Rohmilch nicht

durchgefiihrt.

Beziiglich der Anwendung des CL-Assays fiir Rohmilch ist die Bestimmung der
Nachweis- und Erfassungsgrenze von grofier Bedeutung. Diese Leistungspara-
meter wurden analog den Untersuchungen mittels des kolorimetrischen Assays
(siehe Abbildung 6.16) mittels des VBA-Programms (engl. Visual-Basic for Applica-

tions) von Steliopoulos 29> ausgewertet.

Die Entfettung und Dotierung wurde wie unter Punkt 9.3.4 durchgefiihrt. Es wur-
den zwei Kalibrierkurven in entfetteter Rohmilch (Mischung aus A-E; jeweils
2-mal dotiert) verwendet. Die Untersuchung wurde am selben Tag und vom selben

Bearbeiter durchgefiihrt.
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Abbildung 6.39: Kalibrierkurve mit Ampicillin zur Bestimmung der Nachweis- und Erfas-
sungsgrenze in Rohmilch (Mischung aus gleichen Teilen Rohmilch A bis E) (NG = 1 ng/ml; EG
= 2 ng/ml; Héchstmenge (MRL) = 4 ng/ml); 0,01 pug Ampicillin/kg wahlt die Software als Aquiva-
lent fiir 0 pg Ampicillin/kg aufgrund der logarithmischen Skalierung; Kurvenverlauf tiber ein
4-Parameter-logistisches Modell an Kalibrierdaten angepasst 25; grau dargestellte Linien entspre-

chen den berechneten Prognosebdndern; a = 0,05
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Abbildung 6.39 stellt die Kalibrierkurve in Rohmilch mit der berechneten Nach-
weis- und Erfassungsgrenze im Vergleich zur gesetzlich festgesetzten Héchstmen-
ge dar. Die Nachweisgrenze liegt mit 1 ng/ml deutlich unter der Hochstmenge fiir

Rohmilch von 4 ng/ml.

Matrixeinflussgréfden

Signifikante Einflussgrofien beziiglich der verwendeten Matrix wurden mittels ei-
nes Screening-Design mit den drei Parametern Tierart (Rind, Schwein), Gewebe
(Niere, Muskel) und Individuum (Tier 1 und Tier 2) ermittelt. Analog zur Untersu-
chung des kolorimetrischen Assays (siehe Abschnitt 6.1.4) wurde ein Full Factorial
Design durchgefiihrt. Hierbei wurden die kolorimetrischen Assay- und CL-Assay-
Untersuchungen am selben Tag mit denselben Nierentausaften vorgenommen, um
eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse sicherstellen zu konnen. Als Responsegrofie

werden die resultierenden RLU-Werte verwendet.

Tabelle 6.17 zeigt die berechneten Effekte und die dazugehorigen p-Werte fiir die

einzelnen Parameter.

Tabelle 6.17: ermittelte Effekte, p-Werte und Signifikanzen [1]

Parameter Effekt p-Wert Signifikanz
Tierart 16250 0,4183 nicht signifikant
Gewebe 88410 0,0002 hoch signifikant

Individuum 34840 0,0918 nicht signifikant

(11 Erlauterungen hierzu siehe Seite 91

Die Haupteffekte der Einflussgrofien sind als Balkendiagramm in Abbildung 6.40
verdeutlicht (Vergleich zum kolorimetrischen Assay siehe Abbildung 6.17).
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Abbildung 6.40: Balkengraphik der Haupteffekte; die Balkenhohe repréasentiert die Einfluss-

stiarke des jeweiligen Parameters auf die CL-Messung

Die Hohe der Balken stellt die Starke des jeweiligen Parametereffekts auf das
Testverfahren dar. Die gewdahlten Gewerbearten (Muskel, Niere) zeigen bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % einen signifikanten Einfluss. Diese Beobach-
tung ist mit den deutlich unterschiedlichen Matrixbestandteilen im Gewebe und

Muskel erklarbar.

Beziiglich Rind-Schwein zeigte der Parameter Tierart, gegentiberstellend zu den
Untersuchungen mit dem kolorimetrischen Assay, kein signifikanten Effekt auf das
Testverfahren. Der Parameter Tierart ist kleiner als der Parameter Individuum.
Dies ist beim kolorimetrischen Assay anders. Diese Beobachtung lasst sich dahin-
gehend erklaren, dass aufgrund der stiarkeren Streuung der Messwerte (im Ver-
gleich zum kolorimetrischen Assay) ein Parameter statistisch in dem f3-Fehler ,un-

tergeht”.

Um die oben genannten Matrixeinfliisse beziiglich der Gewebeart zu beriicksichti-
gen, ist wie beim kolorimetrischen Assay eine Kalibrierung in der entsprechenden

Matrix (Muskel, Niere) notwendig.
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Robustheitspriifung: Einfluss von geiibtem bzw. ungeiibtem Bearbeiter

Die zur Bestimmung der Nachweisgrenze untersuchten 20 Schweinenieren-
Tausifte (siehe Tabelle 6.13) wurden zusatzlich von einem weiteren Bearbeiter
am selben Tag analysiert. Bearbeiter 1 und 2 verwendeten somit identische
Tausifte. Es sollte gepriift werden, ob eine Variabilitit der Messergebnisse im Be-
zug auf den Bearbeiter besteht.

Tabelle 6.18: Vergleich der Messergebnisse im Bezug auf den Bearbeiter; erhaltene Mittel-

werte, Standardabweichungen, Varianzen und t-Wert fiir undotierte Schweinenieren-Tauséfte

(n=20)

Bearbeiter 1 Bearbeiter 2
Mittelwert 400029 324863
Standardabweichungen 91112 60105
Freiheitsgrade (df) 19
Varianz (s?) 3612670491 8301353585
t-Wert 3,134
krit. t-Wert bei zweiseitigem Test 2,093
Unterschied signifikant

Anhand der Ergebnisse aus Tabelle 6.18 ist ersichtlich, dass unterschiedliche Mit-
telwerte aus 20 Nieren-Tausiften von Bearbeiter 1 und Bearbeiter 2 erhalten

wurden.

Der resultierende t-Wert wird bei einem definierten Signifikanzniveau von 5% mit
dem kritischen t-Wert (hier = 2,093; Tabellenwert aus 29¢) verglichen. Die Ergeb-
nisse von Bearbeiter 1 und 2 sind signifikant unterschiedlich 2%, somit ist ein

Bearbeitereinfluss auf das Testverfahren gegeben.

Bei Bearbeiter 1 (ungeiibt) und 2 (geiibt) handelte es sich um Personen unter-
schiedlichen Trainingstandes. Der Einfluss gelibter - ungeiibter Bearbeiter ist so-

mit ein Grund fiir den signifikanten Unterschied der beiden Messreihen.
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Fazit zur Untersuchung mittels des CL-Assays

Bei der Methodenentwicklung wurden verschiedene Arbeitsparameter, wie die
Anti-Dig-Fap-Fragment-Verdiinnung, die PBP 2x*-Beschichtungsmenge, das Volu-
men des CL-Substratreagenzes und der Messzeitraum in Hinblick auf Signalinten-
sitdit und Empfindlichkeit ermittelt. Es konnte gezeigt werden, dass eine Abhin-
gigkeit des CL-Signals von der 3-Lactam-Konzentration gegeben ist und die Chemi-
lumineszenz als Detektionsart flir diese Anwendung prinzipiell eingesetzt werden

kann.

Der lineare Arbeitsbereich liegt bei einer absoluten f3-Lactam-Konzentration von

1-10 ng/ml. Ein Matrixeffekt wurde bei allen hier untersuchten Matrices erhalten.

Gustavsson 2% und Cacciatore 16 beschrieben in ihren Arbeiten, dass Matrixinterfe-
renzen bei Rohmilch unter anderem durch Molkeproteine verursacht werden. Sie
konnten zeigen, dass durch eine Hitzebehandlung der Milch (72°C, 5 min bzw.
95°C, 3 min), die eine Denaturierung der Molkeproteine zur Folge hat, unspezifi-
sche Bindungen in der SPR-Analyse um 70 % reduziert wurden. Auch beim
CL-Assay zeigte sich, dass die Entfettung der Rohmilch nicht ausreicht, um Matrix-
effekte komplett zu reduzieren. Weitere Bestandteile, unter anderem Proteine in
der Matrix konnten die Analyse storen. Es ist anzunehmen, dass auch bei den Nie-
ren- und Muskel-Tausaften die enthaltenen Proteine einen wesentlichen Beitrag

zu Matrixeffekten liefern. Eine Erhitzung der Proben wurde nicht durchgefiihrt.

Bedingt durch den deutlichen Matrixeffekt, ist eine Kalibrierung in der Matrix er-

forderlich.

Fir Niere und Muskel ist zum Nachweis von Ampicillin und Benzylpenicillin eine
1:10 Verdiinnung des Tausaftes in PBS-Puffer ausreichend, um ein gentigend ho-

hes Signal zu erhalten.

Die in Nieren-Tausaft durchgefiihrten Untersuchungen zeigten eine verhaltnis-
mafdig grofde Streuung der Messwerte. Insbesondere bei der Messung der Blank-
proben wurde eine hohe Unprazision erhalten. Bei den Analysen unter wiederhol-
ten Bedingungen wurden haufig Ausreifder beobachtet. Dies deutet auf eine Stor-

anfalligkeit des Verfahrens hin.



6 Ergebnisse und Diskussion 139

Die ermittelten NG und EG der untersuchten 3-Lactame in Nierentausaft und

Rohmilch lagen alle unterhalb der gesetzlich festgelegten Hochstmenge.

Zusammenfassend ist abzuleiten, dass einhergehend mit der hohen Empfindlich-

keit der Chemilumineszenz auch die Storanfalligkeit des Systems zunimmt.
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6.3 Vergleich von kolorimetrischem — und Chemilumineszenz-
Assay

Beim Vergleich von kolorimetrischem- und CL-Assay spielen verschiedene Ge-
sichtspunkte eine Rolle. Wesentlich sind hier die analytischen Leistungsparameter
der Verfahren, die Einsatzmoglichkeit und der wirtschaftliche Aspekt zu nennen.
In Tabelle 6.19 sind verschiedene Parameter der beiden Testverfahren gegen-
libergestellt. Die Prazision ist beim kolorimetrischen Verfahren héher als beim
CL-Verfahren. Dies war besonders deutlich bei den Untersuchungen zur Wieder-
holbarkeit bei undotierten Nieren-Tausaften erkennbar (siehe Abbildung 6.13 und

Abbildung 6.35).

Tabelle 6.19: Gegeniiberstellung von CL- und kolorimetrischem Assay

Parameter CL-Assay Kolorimetrischer Assay
Linearer Arbeitsbereich 1-10 ng/ml 2-15ng/ml
NG, EG um Faktor 2 niedriger
Wiederholprazision undotierte Proben 13-22 8-11
VK (%)
Kalibrierung in Matrix erforderlich ja ja
Intra-Assay-Variation dotierte Proben 8 2
VK (%)
Prézision niedrig hoch

Matrix-Einflussgrofie:

Individuum nicht vorhanden nicht vorhanden
Tierart nicht vorhanden vorhanden
Gewebe vorhanden vorhanden
Geratekosten ca. 4-fach hoher
Reagenzienkosten/100 Analysen ca. 20 Euro ca.5 Euro
Analysenzeit 4 Stunden 2,5 Stunden
Messzeit 90 min 2 min
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Abbildung 6.41: Kalibrierkurven fiir die Untersuchung von Ampicillin in A) Schweinenieren-
tausaft und B) Rohmilch mittels des CL- und Kolorimetrischer Assays; dargestellt sind jeweils
die Mittelwerte (Schweinenieren n = 3; Rohmilch n = 2); Messwerte aus NG-Bestimmungen siehe

Abbildung 6.10, Abbildung 6.16, Abbildung 6.32, Abbildung 6.39)

In Abbildung 6.41 sind die mittels des kolorimetrischen und CL-Assays erhaltenen
Kalibrierkurven in Schweinenieren-Tausaft oben) und in Rohmilch unten) verglei-
chend dargestellt. Das relative Signal, berechnet mit B/Bo *100, ist gegen die Kon-

zentration in der Messlosung aufgetragen. Bo entspricht der maximalen Response



6 Ergebnisse und Diskussion 142

und B der durch f3-Lactam-Antibiotika gehemmten Extinktion bzw. RLU. Der Be-
reich, in dem das maximale Signal zu 20 - 80 % gehemmt ist, wird als linearer Ar-
beitsbereich definiert 209210 (gestrichelte Linien). Der Arbeitsbereich fiir den CL-
Assay ist mit 1-10 ng/ml vergleichbar mit dem kolorimetrischen Assay mit 2-15

ng/ml.

In der Literatur ist eine Vielzahl von CL-Assays beschrieben, die die HRP-
katalysierte Luminoloxidation fiir die Untersuchung unterschiedlicher Riickstande
verwenden. Die entwickelten kompetitiven CL-ELISA-Systeme von Magliulo et al
177und Ding et al. 2% zeigten gegeniliber den entsprechenden kolorimetrischen
Enzymimmunoassays eine 10-fache Empfindlichkeitssteigerung. Zudem wiesen
die CL-Assays jeweils einen grofieren linearen Bereich auf. Auch Zhang et al. 210
beschrieben einen CL-ELISA zur Untersuchung von Chloramphenicol in Hithner-
fleisch mit einer 10-fachen Empfindlichkeitssteigerung gegeniiber dem entspre-
chenden kolorimetrischen ELISA. Diesen Testverfahren lagen Antigen-Antikorper-

Reaktionen zugrunde.

Die in der Literatur beschriebene Empfindlichkeitssteigerung konnte bei dem hier
entwickelten CL-Test gegeniiber dem konventionellen kolorimetrischen Test nicht
beobachtet werden. Zwar besitzt der vorgestellte CL-Assay eine niedrigere Nach-
weisgrenze, jedoch lediglich um den Faktor 2. Die ICso-Werte liegen zum Beispiel
bei den Kalibrierkurven in Rohmilch beim CL-Assay (ICso = 4 ng/ml) nur geringfii-
gig niedriger als beim kolorimetrischem Assay (ICso = 8 ng/ml) (siehe Abbildung
6.41 B).

Die Empfindlichkeit wird unter anderem durch die Affinitit des Rezeptors zum
entsprechenden f3-Lactam und unspezifischen Matrixwechselwirkungen beein-
flusst. Die Affinitit des Rezeptors zum Analyten beeinflusst die Detektionsart
nicht, wohingegen Matrixeffekte einen erheblichen Effekt auf das resultierende

Signal besitzen konnen.

Da es sich bei den Testverfahren um kompetitive Systeme handelt, ist fiir die
Nachweisgrenze insbesondere die Unterscheidung von maximalem Signal (ohne
Analyt) zu reduziertem Signal (mit Analyt) wesentlich. Bei einem direkten

Assayformat hingegen spielt das Signal/Rausch-Verhiltnis zur Bestimmung der



6 Ergebnisse und Diskussion 143

NG die entscheidene Rolle. Hier ist das Hindergrundrauschen (ohne Analyt) im
Vergleich zum kleinsten Signal, das durch die Anwesenheit des Analyten detektiert
werden kann, wesentlich. Die Tatsache, dass durch die Chemilumineszenz nur eine
verhaltnismaf3ig geringe Empfindlichkeitssteigerung erhalten wurde, hangt ver-
mutlich damit zusammen, dass das Signal/Rausch-Verhaltnis keine Rolle spielt.
Die Beobachtungen aus den Matrixuntersuchungen lassen sich dahingehend inter-
pretieren, dass der Haupteffekt auf die Empfindlichkeit durch Wechselwirkungen
mit vorhandenen Matrixbestandteilen zustande kommt. Hierbei sind zum einen
die Wechselwirkung der Matrixbestandteile mit Rezeptorproteinen, zum anderen
die Wechselwirkungen mit den verwendeten Reagenzien (zum Beispiel mit
Dig-Ampi, Luminol, Anti-Dig-Fap-Fragmente) zu berticksichtigen. Matrixbestandtei-
le (zum Beispiel Fett, Proteine etc.) kdnnen eventuell unspezifisch an PBP 2x* bin-
den, dadurch die ,Bindungstasche” des Rezeptors sterisch hindern und somit eine
nachfolgende Bindung mit f3-Lactam-Antibiotika bzw. Dig-Ampi verhindern. Durch
Verdiinnen bzw. Entfetten der Probelésung kénnen Matrixeffekte reduziert wer-
den. Eine Moglichkeit storende Proteine zu entfernen ware eventuell der Einsatz
der Ultrafiltration. Dies wiirde allerdings einen weiteren Aufarbeitungsschritt be-

deuten.

Beide Verfahren wiesen eine NG fiir das Ampicillin, Benzylpenicillin, Cefquinom
und Ceftiofur (gemessen als Desfuroylceftiofur) deutlich unterhalb der festgesetz-
ten Hochstmengen fiir die Matrix Rohmilch und Schweineniere auf. Demzufolge
sind beide Verfahren prinzipiell fiir die Messung der hier untersuchten f3-Lactame
geeignet. Das CL-Verfahren zeichnet sich im Vergleich zum kolorimetrischen Assay
durch niedrigere NG in allen hier untersuchten Matrices aus. Die Empfindlichkeits-

steigerung lag bei ca. Faktor 2.

Muskel und Niere unterschieden sich in beiden Testverfahren signifikant. Eine Ka-
librierung in der jeweiligen Matrix ist fiir beide Assays erforderlich. Bedingt durch
die hohe Unprazision beim CL-Assay, stellte die Tierart Schwein - Rind im Gegen-

satz zum kolorimetrischen Assay keinen diskriminierenden Effekt dar.

In Hinblick auf die wirtschaftlichen Aspekte besitzt der kolorimetrische Assay

deutliche Vorteile gegeniiber dem CL-Testverfahren. Insbesondere die beim
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CL-Assay 4-fach hoheren Reagenzienkosten pro Analyse und die ldngere Analy-
senmesszeit bedeuten in der Routineanalytik einen erheblich grofieren Aufwand.
Die langere Messzeit beim CL-Assay hdangt mit dem Profil des CL-Signals zusam-
men. Um Variabilitaten beziiglich des Messzeitpunktes auszuschlief3en, wurde jede
Kavitidt nach exakt 90 Sekunden gemessen. Demzufolge war nur alle 180 s eine

Messung moglich, was eine Gesamtmesszeit von 90 min zur Folge hatte.

Konventionelle kolorimetrische Mikrotiterplatten-Reader sind in der Regel um das

4 bis 5-fache glinstiger als entsprechende Lumineszenz-Messgerite.
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6.4 Chemilumineszenz-Assay unter Verwendung des Charm lI-

Szintillationszahlers

In der Praxis der amtlichen und nicht-amtlichen Lebensmitteliiberwachung sind
nicht nur grofdere Probenserien zu untersuchen, sondern haufig auch nur eine ge-
ringe Probenzahl oder sogar nur Einzelproben. Die Entwicklung eines CL-Assays
unter Verwendung des Charm II-Systems sollte es ermoglichen, insbesondere Ein-
zelproben kostengiinstig zu analysieren. Anders als beim Mikrotiterplatten-
Format (96-Kavitiaten) entsteht beim Charm-Test (Rohrchen-Format) kein finan-
zieller Nachteil aufgrund ungenutzter Kapazitiaten. Beim Charm II-System handelt
es sich um einen Fliissigszintillationszahler, der die Messung von Lumineszenz
ermoglicht. Das enstehende Licht wird iiber einen Photomultiplier (Messanord-
nung hier unterhalb des Rohrchens) in ein elektrisches Signal umgewandelt 751,
Die Analysenrohrchen werden nacheinander in die Messkammer gestellt und nach
einer definierten Zeitspanne gemessen. Ein Charm-II-System steht vielen amtli-
chen riickstandsanalytischen Laboratorien fiir Screeninguntersuchungen zur Ver-

fligung.

Im Folgenden werden das Testprinzip des CL-Assay, das konzeptionelle Vorgehen
der Methodenentwicklung und die entsprechend durchgefiihrten Vorversuche er-

lautert.

6.4.1 Testprinzip

Die konzeptionelle Idee basiert, wie beim Mikrotiterplatten-CL-Assay, auf einem
indirekten kompetitiven Assay mit PBP 2x* als spezifischer Bindungskomponente.
Anders als beim Mikrotiterplatten-Format werden hier als Trager Dynabeads® M-
270 Epoxy Magnetpartikel verwendet. Das PBP 2x* lasst sich direkt iiber primare
Amino- oder Sulfhydrylgruppen an die Epoxy-Oberfachen-modifizierten Partikel
koppeln.

Die magnetischen Partikel ermdéglichen zur Entfernung von iiberschiissigem mar-

kierten Ampicillin bzw. von nicht gebundenem Anti-Digoxigenin-Fap-Fragment ei-
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ne einfache und schnelle Trennung. Die Trennung erfolgt mit Hilfe eines speziellen
Permanent-Magneten, der als externe Magnetquelle die beschichteten, super-
paramagnetischen Partikel an der Wandung des Testrohrchens fixiert. Anschlie-
Rend kann die iiberschiissige Losung mittels Uberkopfdrehen des im Magneten
stehenden Testrohrchens entfernt werden. Zu den gewaschenen Magnetpartikeln
wird im Anschluss die Luminol und Wasserstoffperoxid enthaltende SuperSignal-
Losung gegeben und die entstehende Chemilumineszenz im Charm-Szintillations-

zahler gemessen.

.“C an Magnetpartikel gekoppeltes
PBP 2x* .‘C
'3‘ im Testréhrchen 5‘
\L + riickstandshaltige Probe \L + riickstandsfreie Probe
L e
_w/ + Digoxigenin-markiertes Ampicillin w/
(Dig-Ampi)
¢ »8-0)
>
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Abbildung 6.42: Testprinzip des CL-Assays mittels Magnetpartikel und Charm II-System;
dargestellt sind die einzelnen Schritte im Testréhrchen; links: Testablauf mit riickstandshaltiger

Probe: rechts Testablauf mit riickstandsfreier Probe
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In Abbildung 6.42 ist schematisch das Testprinzip des CL-Assays unter Verwen-
dung von Magnetpartikeln und des Charm II-Systems dargestellt.

A) B) Q)

Abbildung 6.43: Waschschritte des Testsystem mittels Magnetpartikel; A)Testrohrchen im
Permanent-Magneten; B) Standzeit des Rohrchens im Magnet = 0 min; C) Standzeit des Rohrchens

im Magnet = 1 min

Abbildung 6.43 zeigt die magnetische Trennung wahrend eines Waschschrittes.
Dargestellt ist ein im Permanent-Magneten stehendes Testrohrchen mit einer
Magnetpartikel-Suspension. Die Bilder zeigen unterschiedliche Zeitpunkte der

magnetischen Trennung.

Die Fixierung der Magnetpartikel an die Gefafdwand erfolgt hierbei innerhalb von

2 min.
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6.4.2 Weitere Untersuchungen im Rahmen der Methodenentwicklung

Die Assay-Entwicklung erfolgte anhand verschiedener orientierender Versuche.

Die konzeptionelle Vorgehensweise ist schematisch in Abbildung 6.44 dargestellt.

Kopplung von Anti-Dig-F,,— Kopplung von PBP 2x* an

Fragmenten an Magnetpartikel Magnetpartikel
Ermittlung des optimalen Untersuchung unspezifischer Uberpriifung der Funktionsweise des
Enzym/Substrat-Verhéltnisses Wechselwirkungen Testverfahrens
verschiedene Partikelmenge Uberpriifung Waschschritte
HRP-Konzentrationen ‘ des Anti-Dig-

M " F..-Partikel-

esszeitraum i
Materials Leerwerte

Verdiinnung der Anti-Dig-
F,,—Fragment-Partikel

Abbildung 6.44: Konzeptionelle Vorgehensweise bei der Uberpriifung des Chemilumines-

zenz/Charm II-Testformats

1.Schritt: HRP katalysierte Luminoloxidation in homogener Losung

Da die Selektivitat und Linearitiat des CL-Signals von dem gewahlten System und
den exakten Reaktionsbedingungen abhdngt, sollten diese im Vorfeld der Metho-
denentwicklung fiir die HRP in homogener Losung iiberpriift werden. Die Bildung
der Luminolhydroperoxide ist vom Verhailtnis der Luminolkonzentration, der En-
zym-und Wasserstoffperoxid-Konzentration abhangig 4°. Es wurde das Konzent-
rationsverhaltnis der fertigen Luminol/Wasserstoffperoxid-Lésung zu der HRP-

Menge untersucht.

Laut Garcia-Campana et al. 153 liegt das Detektionslimit fiir die Luminoloxidation in
wassriger Losung bei 0,1 fmol. Ausgehend hiervon wurden Versuche mit einer
HRP-Absolutmenge im Bereich von 0,3-1,4 fmol durchgefiihrt. Aus einer wassrigen
HRP-Losung (10 ng/ml) wurden durch Verdiinnen mit tridestilliertem Wasser

entsprechende Verdiinnungen (6-1 ng/ml) fiir die Untersuchung hergestellt (siehe
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9.4.1) und jeweils 10 pl fiir den Test eingesetzt. Fiir den Assay wurde mit einem

Endvolumen von 100 ul gearbeitet.

In Abbildung 6.45 sind die zeitlichen Verldufe des CL-Signals fiir unterschiedliche
HRP-Konzentrationen/100 pl Messlosung iiber einen Messzeitraum von 10 min
dargestellt. Als Vergleich wurde eine Blanklésung verwendet, die kein HRP ent-
hielt. Der Zeitverlauf des CL-Signals bis zur ersten Minute konnte nicht detektiert
werden, da die Reagenzien nicht automatisch im Gerat, sondern aufderhalb des Ge-
rates manuell zugegeben wurden. In diesem Punkt unterscheiden sich die Unter-
suchungen mittels Mikrotiterplatten-Reader (siehe Abbildung 6.20) und Charm-
Analysengerat. Aufgrund der unterschiedlichen Geratesysteme, der unterschiedli-
chen Messzeitraume und den unterschiedlich zugegebenen Mengen an SuperSig-
nal-Lésung (150 pl und 90 pl) ist ein direkter Vergleich der beiden Untersuchun-

gen nicht moglich.
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Abbildung 6.45: Zeitlicher Verlauf des CL-Signals fiir unterschiedliche HRP-Konzentrationen

in homogener Losung

Innerhalb des getesteten Bereichs (0,3-1,4 fmol HRP/100 pul) wurde eine Abhan-
gigkeit zwischen der HRP-Menge und der Signalintensitat erhalten, geringere En-
zymmengen ergaben eine geringere CL-Intensitdt. Die Messsignale dhnelten dem
Profil eines Glow-Typs (siehe Abschnitt 4.4.2), der fiir die HRP-katalysierte Reak-

tion typisch ist.
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2. Schritt: Untersuchungen mit gekoppelter Anti-Dig-F.p,-Fragment-Magnet-
partikeln

Um PBP 2x* zu sparen, wurden erste Kopplungsversuche mit den HRP-markierten
Anti-Dig-Fap-Fragmenten durchgefiihrt. Die Kopplung der Anti-Dig-Fap-Fragmente
an die magnetischen Partikel, die eingesetzte Partikelmenge und die Beschich-
tungsmenge der Anti-Dig-Fap—-Fragmente folgten den Vorgaben des Hersteller (In-

vitrogen GmbH, Darmstadt) nach 9.4.2.

In den nachfolgenden Untersuchungen wurde eine festgelegte Anzahl beschichte-
ter Magnetpartikel direkt mit der Luminol/Wasserstoffperoxid-Losung (450 pl)
versetzt. Das gesamte Messvolumen betrug 500 pl. Nach Zugabe der
Luminol/Wasserstoffperoxid-Losung zu der Partikel-Suspension erfolgte eine gute
Durchmischung, um eine schnelle Reaktionskinetik zu gewahrleisten. Die Chemi-

lumineszenz wurde iiber einen definierten Zeitraum gemessen.
Optimale Partikelmenge

Um eine bessere Vergleichbarkeit in Hinblick auf eventuelle Licht- und Streuungs-
effekte durch die Magnetpartikel zu erhalten, wurde jeweils die gleiche

Partikelmenge pro Assay verwendet.

Orientierende Untersuchungen wurden mit Partikeln durchgefiihrt, an die Casein
gekoppelt war. Es wurden verschiedene Verdiinnungen der Casein-gekoppelten
Magnetpartikel in PBS-Puffer hergestellt, mit SuperSignal-Reagenz vermischt und
die Chemilumineszenz liber einen Zeitraum von 10 min gemessen. Eine Zugabe
von HRP erfolgte bei diesen Untersuchungen nicht. Da keine HRP-Zugabe erfolgte,

sollte das erhaltene Messsignal gering sein.

Aus Abbildung 6.46 ist ersichtlich, dass bei < 4:10> Partikeln pro Test kein signifi-
kanter Unterschied zum Messwert in PBS-Puffer erhalten wurde. Im Gegensatz zu
den Beobachtungen von Tian-Bing et al. 22 wurden fiir hohere Partikelmengen von
> 10¢ Partikeln (Messwerte siehe Anhang) extrem hohe Messwerte erhalten. Fiir

die weiteren Untersuchungen wurden 10> Partikel pro Ansatz verwendet.
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Abbildung 6.46: Vergleich Blankwerte: PBS-Puffer und Casein-Partikel

Bei allen Ansatzen wurde innerhalb der ersten Minuten jeweils eine geringe Sig-
nalintensitat erhalten, die anschliefiend schnell abfiel. Da keine HRP zugegeben

wurde, sollte keine Chemilumineszenz entstehen.

In der Literatur wird beschrieben, dass bei der Luminoloxidation auch nicht en-
zymatische Schritte, wie Ein-Elektronen-Uberginge, die weiter zu verschiedenen
ionischen Luminolradikalen fiihren, eine geringe Rolle spielen koénnen. 159160,
Demzufolge lassen sich die Beobachtungen dahingehend interpretieren, dass das
resultierende Signal eventuell durch lichtinduzierte Radikalbildung entstanden ist,

da das Mischen der Reagenzien aufderhalb des Messraums stattgefunden hat.

Die erhaltenen Zahlraten (RLU) des CL-Signals fiir -105 Partikel lagen in den ersten
Minuten in einem niedrigen Bereich. Diese Menge wurde als Partikelmenge fiir die

folgenden Versuche eingesetzt.

Um den Einfluss unterschiedlicher Anti-Dig-Fap-Fragment-Verdiinnungen zu be-
trachten, wurde auf diese konstant zu haltende Partikelzahl aufgefiillt. Hierfiir

wurden mit Casein gekoppelte Magnetpartikel verwendet.

Die Menge an Magnetpartikel pro Test stellt einen wesentlichen Parameter fiir das
System dar. Voraussetzung fiir das Testformat ist eine ausreichend grofse Magnet-
partikel-Menge pro Testrohrchen, die mit blofRen Augen erkennbar ist, um das

Handling bei den geplanten Waschschritten zu vereinfachen. Zu hohe
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Partikelmengen sollten allerdings vermieden werden, da tiberschiissige Magnet-
partikel das emittierte Licht absorbieren konnen 211, Zudem sollte die Menge auf-

grund der hohen Kosten der Partikel so gering wie méglich gewahlt werden.
Optimaler Messzeitraum

In Abbildung 6.47 ist der zeitliche Verlauf des CL-Signals mit Anti-Dig-Fap-
gekoppelten Magnetpartikeln tiber mehrere Stunden dargestellt. Der Verlauf der
RLU-Werte wurde beispielhaft mit einer absoluten Enzymaktivitit von 300 pU unter-
sucht. Es zeigte sich eine exponentielle Abnahme des CL-Signals mit der Zeit. In den
ersten 10 Minuten wurde ein relativ konstantes Signal erhalten, welches mit der Zeit

immer starker abfiel.

Der Abfall des CL-Signals war zu erwarten, da das Luminol im Laufe der Zeit ver-
braucht wird und somit pro Zeiteinheit weniger Luminolhydroperoxide (Vorlaufer
der Lichtemission) gebildet werden (siehe Abschnitt 4.4.1). Zudem kénnen auch an-
dere Faktoren, wie die Inaktivierung der HRP eine Rolle spielen. Bedingt durch den
Hydroperoxid-Uberschuss, konnen eine Reihe hoch reaktiver Intermediate entstehen,
die die prostetische Gruppe der HRP angreifen und zum Verlust der Enzymaktivitat

fiihren konnen 159161,
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Abbildung 6.47: Zeitverlauf des CL-Signals mit Anti-Dig-F.,-gekoppelten Magnetpartikel;

eingesetzte absolute Partikelmenge = 105; Enzymmenge = 300 pU
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Innerhalb der ersten 10 min ist das CL-Signal verhaltnismaf3ig konstant und fallt
erst anschliefend stirker ab. Die folgenden Untersuchungen wurden in einem

Messzeitraum von 10 min durchgefiihrt.
Uberpriifung der Anti-Dig-Fap-gekoppelten Magnetpartikel

Es sollte gepriift werden, ob durch die Kopplungsreaktion ein homogenes Enzym-
Partikel-Material erhalten wird und inwiefern ein Aktivitatsverlust bei der Lage-

rung der gekoppelten Partikel stattfindet.

Ist kein homogenes Partikel-Enzym-Material gegeben, wiirde dies beim Verdiin-

nen der Partikel zu unreproduzierbaren Messwerten fiihren.

Fiir die Uberpriifung auf ein homogenes Partikel-Enzym-Material wurde ein Kopp-
lungsansatz mit 6 x 108 Partikeln (siehe 9.4.2) mit Casein-gekoppelten Partikeln
fiinfmal in gleicher Weise verdiinnt, so dass bei 50 pl eingesetztes Volumen eine
Absolutkonzentration von 150 pU Enzymaktivitat erhalten wurde. Diese Untersu-

chung wurde am selben Tag mit derselben SuperSignal-Lésung (450 pl) durchge-

fihrt.
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Abbildung 6.48: Vergleich der Wiederholmessungen der Anti-Dig-F.,-gekoppelten Magnet-

partikel; Enzymaktivitat 150 pU

Wie aus Abbildung 6.48 ersichtlich, zeigten die 5 Ansatze dhnliche CL-Signal-

intensitaten. Bei Betrachtung des CL-Signals nach 5 min Messzeit ergab sich bei-
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spielsweise ein Mittelwert von 422535 RLU mit einer Standardabweichung von
32564 RLU, also ein Variationskoeffizient von 8 %. Nach diesem Ergebnis ist von

einem homogenen Partikel-Enzym-Material auszugehen.
Einfluss unterschiedlicher Enzymaktivitdten auf das Messsignal

Ein weiterer grundlegender Punkt hinsichtlich der Methodenentwicklung ist die
Uberpriifung, inwiefern sich unterschiedliche Enzymkonzentrationen auf das

Messsignal auswirken.

Dies wurde durch Verdiinnen des Kopplungsansatzes (6 x 108 Partikeln), der auch
schon in dem vorherigen Versuch zur Uberpriifung der Homogenitit verwendet
wurde, durchgefiihrt. Mit diesem Ansatz wurde nach Punkt 9.4.3 durch Verdiinnen
mit Casein-gekoppelten Partikeln Losungen von 75 pU bis 300 pU erstellt. Die En-
zymaktivitat pro Partikel wird als konstant angenommen. Die Messung erfolgte
wie unter Punkt 9.4.3 beschrieben mit einem Gesamtmessvolumen von 500 pl.
Auch hier wurde die Untersuchung am selben Tag und mit derselben SuperSignal-

Losung durchgefiihrt, um moglichst gleiche Messbedingungen zu gewahrleisten.
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Abbildung 6.49: Zeitlicher Verlauf des CL-Signals in Abhangigkeit der Enzymkonzentration

Aus Abbildung 6.49 wird deutlich, dass, entsprechend den theoretischen Annah-
men, mit steigender Enzymkonzentration eine hohere CL-Signal-Intensitit erhal-
ten wurde. Eine Abhangigkeit zwischen HRP-Menge und CL-Signal ist demzufolge

gegeben. Die erhaltenen Messsignale dhnelten, libereinstimmend mit den Versu-
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chen mit ,freier HRP“ dem Profil des Glow-Typs, wobei ein Plateau liber mehrere

Minuten resultierte.

Bei der Messung der geringsten Enzymaktivitit von 75 pU ist nach 8 min ein
sprunghafter Anstieg des CL-Signals zu verzeichnen. Ahnliche Effekte wurden bei
sehr geringen Enzymmengen hiufig beobachtet. Nach theoretischen Uberlegungen
sollte das Signal im Laufe der Zeit weiter abnehmen, da das Wasserstoffperoxid
und Lunimol verbraucht wird. Die bislang ungeklarten Beobachtungen deuten auf

eine grofse Storanfalligkeit des Detektionsverfahrens hin.
Uberpriifung der Lagerstabilitit der Anti-Dig-Fap-gekoppelten Magnetpartikel

Um Aussagen Uber die Stabilitat der gekoppelten Partikel zu erhalten, wurde der
Ansatz (Kopplung nach 9.4.2) zwei Wochen bei 6 °C im Kiihlschrank gelagert. Fiir
die Testdurchfiihrung wurde der Ansatz arbeitstaglich auf gleiche Weise verdiinnt
und der Zeitverlauf des CL-Signals gemessen (siehe Abschnitt 9.4.5). Als Enzym-
menge wurden 150 pU pro Test eingesetzt. Abbildung 6.50 zeigt die resultieren-

den CL-Intensitdten fiir verschiedene Lagerzeiten der Anti-Dig-Fap-gekoppelten

Partikel.
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Abbildung 6.50: Einfluss der Lagerzeit der gekoppelten Partikel auf das CL-Signal

Nach einer Lagerung von einem Tag wurden héhere CL-Intensitdten erhalten als

fir die direkt nach der Kopplung verwendeten Partikel (Tag 0). Eine deutliche Ab-
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nahme der Enzymaktivitat der gekoppelten Partikel ist in den ersten zwei Tagen
nicht erkennbar. Die erhaltenen unterschiedlichen Messsignale liegen im Rahmen
der Test-zu-Test-Schwankungen, deuten allerdings auf eine geringe Reproduzier-
barkeit des Verfahrens hin. Eine signifikante Abnahme der Signalintensitat ist nach

einer Lagerung von 6 und 14 Tagen zu erkennen.

Auf Grundlage der hier erhaltenen Ergebnisse kann gefolgert werden, dass eine
Lagerung der gekoppelten Partikel bei 6°C fiir zwei Tage moglich ist. Eine Lage-

rung Uber mehrere Tage sollte vermieden werden.
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Schritt 3: Untersuchungen mit gekoppelten PBP 2x*-Magnetpartikeln

Analog zur Herstellung der Anti-Dig-Fap,—Fragment-Magnetpartikel, wurden Mag-
netpartikel mit PBP 2x* gekoppelt (siehe 9.4.4). Die Assaydurchfiihrung ist in Ab-
bildung 6.51 dargestellt. Eine Kompetition mit f3-Lactamen wurde hier nich durch-
gefiihrt, da vorerst die Funktionsweise des Testverfahrens untersucht werden soll-
te. Das erhaltene Signal entspricht somit dem maximalen Messsignal. Als Voraus-
setzung fiir das Testverfahren miissen niedrige, reproduzierbare Leerwerte gege-

ben sein.

Unter dem Begriff ,Leerwert” ist hier das Signal zu verstehen, das durch das Feh-
len einer Assaykomponente (zum Beispiel Dig-Ampi) erhalten wird. Dabei sollte,

entsprechend der Modellvorstellung, kein Signal erhalten werden.

Das beschriebene Testverfahren besitzt zwei notwendige Waschschritte: die Ab-
trennung der tberschiissigen, nicht gebundenen Dig-Ampi-Molekiile von den am
PBP 2x* gebundenen Dig-Ampi-Molekiilen (Arbeitsschritt 3) und die Abtrennung
von nicht eingefangenen Anti-Dig-Fap,-Fragmenten von den an Dig-Ampi-PBP2x*

gebundenen Anti-Dig-F .p—Fragmenten (Arbeitsschritt 5).

Anhand der resultierenden Leerwert-Messignale konnen Aussagen tber die
Waschschritt-Effizienz getroffen werden. Bei einer unvollstindigen Entfernung

liberschiissiger Komponenten resultieren hohe, unreproduzierbare Leerwerte.

Bei der Verwendung von PBS-Puffer statt Anti-Dig-Fa,-Fragment wurde ein nied-
riger Leerwert erhalten. Dies entspricht den Erwartungen, da keine Peroxidase-

Aktivitat ins Testsystem gebracht wurde.

Der Leerwert ohne Zugabe von Dig-Ampi fiihrte zu hohen Leerwerten. Dieser soll-
te auch niedrig sein, da nach dem Modell keine Peroxidase gebunden wird, son-

dern durch den nachfolgenden Waschschritt wieder entfernt werden.

Aus diesem Grund musste der Waschschritt 2) (Abbildung 6.51) genauer betrach-

tet und sollte auf niedrige, reproduzierbare Leerwerte optimiert werden.
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Zugabe von Dig-Ampi im
Zugabe von Dig-Ampi (500 pl) sl

===
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(von Wandung, Partikel)
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Abbildung 6.51: Konzeptionelle Assaydurchfithrung mittels PBP 2x*-Magnetpartikeln

Luminoloxidation
fuihrt zur CL-Reaktion

Optimierung des Waschschrittes

Zur Optimierung der Waschschritte (siehe Schritt 3 und 5, Abbildung 6.51) wurde
der Leerwert ohne Zugabe von Dig-Ampi verwendet. Es wurden verschiedene

Resuspendierungstechniken nach der magnetischen Trennung getestet.

Eine gute Resuspendierung der Magnetpartikel nach der magnetischen Trennung
ist wichtig, um eine vollstindige Entfernung nicht-gebundener, storender

Kompnenten zu erreichen.

Zur Resuspendierung der Partikel wurde die Suspension a) nicht geschwenkt, b)
leicht geschwenkt oder c) mittels Ultraschall behandelt. Fiir jede Technik wurden
3 Assays durchgefiihrt.
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Zusatzlich wurde nach dem Schwenken anstatt des oben beschriebenen ,Abgie-
3ens” der liberschiissigen Losung Arbeitsschritt 5, das ,Abpipettieren” der liber-

schiissigen Losung getestet.
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Abbildung 6.52: 3 Assays bei unterschiedlichen Arbeitstechniken fiir die Waschschritte; re-

sultierende Leerwerte (ohne Zugabe von Dig-Ampi, aber mit Anti-Dig-Fa,-Fragmente)

Wie aus Abbildung 6.52 ersichtlich, fiihrten alle hier untersuchten Arbeitstechni-

ken zu relativ hohen und wenig reproduzierbaren Messwerten.
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6.4.3 Fazit der Untersuchungen

Die Waschschritte, die zur Entfernung des tiberschiissigen Dig-Ampi bzw. der Anti-
Dig-Fap-Fragmente durchgefiihrt wurden, stellen erhebliche Schwachstellen der

Methode dar.

Die teilweise sehr hohen Leerwerte deuten darauf hin, dass Anti-Dig-Fap-
Fragmente trotz intensiver Spililung der Wandung im Testrohrchen verbleiben.
Auch iber verschiedene Arbeitstechniken des Resuspendierens (Ultraschall,

Schwenken) lief3 sich der Waschschritt nicht optimieren.

Beim Resuspendieren mittels Ultraschall wurde auf eine kurze Einwirkungszeit
von 1 min geachtet. Aufgrund der Scherkrafte, die wahrend einer Ultraschallein-
wirkung entstehen, konnte es zu einer Veranderung der Sekundar-, Tertidr- und
Quartarstruktur des Proteins kommen und zum Verlust der enzymatischen Aktivi-

tat.

Es ist zudem moglich, dass nicht die ganze Partikeloberfliche mit Casein deakti-
viert wurde (siehe Abbildung 9.6), so dass eventuell Anti-Dig-Fa,-Fragmente direkt
an die Partikel gekoppelt wurden. Dies wiirde die unerwiinschte Peroxidase-

aktivitat erklaren.

Anhand der Untersuchungen kann gefolgert werden, dass der Test in diesem For-

mat (Charm-Roéhrchen) nicht durchfiihrbar ist.
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7 Zusammenfassung

Auf Grund der niedrigen, gesetzlich festgesetzten Hochstmengen fiir 3-Lactam-
Antibiotika und komplexer Lebensmittelmatrices ist ein sehr sensitives und sto-
rungsunempfindliches Testverfahren zum Nachweis erforderlich. Im gilinstigsten
Fall konnen storende Bestandteile durch einen einfachen Verdiinnungsschritt eli-

miniert werden.

In dieser Arbeit wurde ein kompetitiver, rezeptorgestiitzter Mikrotiterplatten-
Assay mittels Lumineszenz-Detektion zum Nachweis von f3-Lactam-Antibiotika in
Niere entwickelt. Als Rezeptor fiir 3-Lactame wurde das Penicillin-bindende Pro-
tein PBP 2x* eingesetzt. Ein Ampicillin-Digoxigenin-Konjugat diente als Marker
und konkurrierte mit den f3-Lactamen um die Bindungsstellen am PBP 2x*. Als
dritter Assay-Baustein kam ein Digoxigenin-spezifischer Antikérper, der mit einer
Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert war, zum Einsatz. Dieses Testprinzip
wurde schon erfolgreich in einem Mikrotiterplatten-Test mit kolorimetrischer De-
tektion von Lamar 129 eingesetzt. In Weiterentwicklung des Testverfahrens wurde
Chemilumineszenz (CL) mittels einer HRP-katalysierten Luminoloxidation als De-
tektionssystem verwendet. Als Detektionreagenz wurde eine Losung, die Wasser-

stoffperoxid und Luminol enthielt, eingesetzt.

Die Einsatzmoglichkeit des CL-Assays zur Analyse von Niere und anderen Matrices
wurde gepriift und mit dem von Lamar entwickelten Assay verglichen. Verschie-
dene Einflussfaktoren und analytische Leistungskenndaten wurden ermittelt. Ne-
ben Rohmilch und Muskelfleisch wurde schwerpunktmaf3ig Schweineniere unter-

sucht.

Zudem wurde der Detektionsschritt des kolorimetrischen Assays weiter unter-
sucht. Die Detektion des kolorimetrischen Assays basiert auf einer Farbreaktion
mit Tetramethylbenzidin (TMB). Erganzend zu den Arbeiten von Lamar wurden
verschiedene Einflussfaktoren, wie Peroxidasekonzentration, Standzeit der ferti-
gen TMB/H;02-Losung und Schiitteln der Mikrotiterplatte, auf den zeitlichen Ver-
lauf der TMB-Farbentwicklung untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass durch

Einhaltung von einer 5-miniitigen Standzeit der fertigen TMB/H202-Lésung (vor
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Gebrauch), die Prazision des Testsystems verbessert werden konnte. Zusatzlich
wurde eine lineare Abhangigkeit zwischen Farbintensitat und Enzymmenge nach
5 min festgestellt. Der Farbentwicklungszeitraum konnte um die Halfte reduziert

werden.

Es konnte modellhaft anhand vier f3-Lactam-Antibiotika (Benzylpenicillin,
Ampicillin, Cefquinom und Ceftiofur (gemessen als Desfuroylceftiofur)) gezeigt
werden, dass eine Abhédngigkeit des Lumineszenz-Signals von der
f3-Lactamkonzentration in der Probe vorlag. Mit Tausaft von Schweinenieren lief3
sich das erarbeitete Screeningverfahren fiir den Nachweis von f3-Lactam-
Antibiotika erfolgreich einsetzen. Die Matrixinterferenzen waren stark ausgepragt,
konnten aber bei Muskelfleisch und Niere durch Zentrifugation und Verdiinnung
mit PBS-Puffer minimiert werden. Anhand der Matrix Niere wurden, angelehnt an
den Anforderungen der EU-Entscheidung 2002/657/EC und der DIN 32645, fiir
die genannten f3-Lactame verschiedene Leistungsparameter ermittelt, wie Nach-

weis- und Erfassungsgrenze, Arbeitsbereich und Wiederholprazision.

Fir Rohmilch und Schweineniere wiesen beide Verfahren fiir alle hier untersuch-
ten f3-Lactam-Antibiotika Nachweisgrenzen auf, die deutlich unterhalb der rechtli-
chen Hochstmengen lagen. Auch Desfuroylceftiofur konnte mittels PBP 2x* erfasst
werden. Der Arbeitsbereich von kolorimetrischem und CL-Assay lag in der glei-
chen Grofienordnung. Beim CL-Assay wurde jedoch eine grofdere Streuung der
Messwerte als beim kolorimetrischen Assay beobachtet. Der CL-Assay war im Ver-
gleich zum kolorimetrischen Assay insgesamt storanfdlliger und weniger prazise.
Die mit dem CL-Assay ermittelten Nachweisgrenzen in Schweineniere lagen aller-
dings fiir alle untersuchten f3-Lactam-Antibiotika um ca. Faktor 2 niedriger als fiir

den kolorimetrischen Assay.

Anhand eines Full Factorial Designs wurden vergleichend fiir den kolorimetri-
schen und den CL-Assay die signifikanten Einflussfaktoren beziiglich der Matrix
ermittelt. Niere und Muskel unterschieden sich bei beiden Testverfahren signifi-
kant. Somit war eine Kalibrierung in der jeweiligen Matrix fiir beide Tests erfor-
derlich. Bedingt durch die hohe Streuung der Messwerte beim CL-Assay, stellte der

Parameter Tierart (Schwein - Rind), im Gegensatz zum kolorimetrischen Assay,
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keinen diskriminierenden Effekt dar. In Bezug auf wirtschaftliche Aspekte zeigte
der kolorimetrische Assay deutliche Vorteile gegeniiber dem CL-Assay (Kosten,

Analysenzeit).

Da in der amtlichen Lebensmitteliiberwachung nicht nur gréfiere Probenserien zu
bearbeiten sind, sondern haufig auch Einzelproben untersucht werden miissen,
wurde ein CL-Verfahren konzipiert, mit dem material-sparend Einzelproben un-
tersucht werden konnen. Das CL-Testverfahren wurde auf Eignung zur Analyse
von f3-Lactamen geprift. Das CL-Mikrotiterplatten-Testprinzip wurde durch Kopp-
lung von PBP 2x* an Magnetpartikeln auf ein Rohrchen-Testformat iibertragen.
Flr die Testentwicklung wurden Epoxy-modifizierte Magnetpartikel eingesetzt.
Die Epoxyfunktion erlaubt eine kovalente Bindung von PBP 2x* an die Oberflache
der Partikel. Fiir die notwendigen Waschschritte zur Entfernung von tliberschiissi-
gen Assay-Komponenten wurde ein spezieller Permanent-Magnet verwendet, mit
Hilfe dessen eine Fixierung der Magnetpartikel wahrend des Waschschrittes mog-
lich war. Die Einsatzmoglichkeit eines Charm II-Rezeptortestsystems wurde ge-
prift. Das Verfahren zeigte deutliche Schwachstellen bei den Waschschritten. Ver-
schiedene Arbeitstechniken der Waschschritte (Ultraschall, Schwenken etc.) wur-
den untersucht, fithrten allerdings zu keiner Optimierung. Auf Grund der resultie-
renden, hohen Leerwerte eignete sich das Verfahren nicht zum zuverlassigen

Nachweis von 3-Lactam-Riickstianden.

Zusammenfassend zeigt der CL-Mikrotiterplatten-Assay als weitere Variante zum
kolorimetrischen Mikrotiterplatten-Assay grofies Potential zum Nachweis von
3-Lactam-Rickstdanden in Niere. Einhergehend mit der hohen Empfindlichkeit der

Chemilumineszenz erhohte sich allerdings die Storanfalligkeit des Systems.
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8 Ausblick

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass neben der Kolorimetrie auch die Chemilumi-
neszenz als Detektionsart beim Screening-Verfahren zum Nachweis von 3-Lactam-

Antibiotika in Lebensmitteln eingesetzt werden kann.

Der Vergleich der beiden Mikrotiterplatten-Testsysteme wurde schwerpunktma-
3ig anhand der Matrix Niere vorgenommen. Beide Testverfahren erlaubten den si-
cheren Nachweis von f3-Lactam-Antibiotika in Niere und Rohmilch unterhalb der
jeweiligen Hochstmengen. Zur weiteren Validierung des Screeningverfahrens, wa-
re die Untersuchung authentischer, riickstandshaltiger Proben erforderlich, die

durch Medikation von Tieren erhalten wurden.

Um in der Routineanalytik der amtlichen Lebensmitteliiberwachung Eingang zu
finden, muss eine Validierung auf Basis der EU-Entscheidung 2002/657/EC 93 er-
folgen. Von Interesse ware weiterhin die Bestimmung der Nachweis- und Bestim-
mungsgrenze in weiteren Matrices, wie zum Muskelfleisch. In der EU ist hierfiir ei-

ne Hochstmenge von 50 pg/kg festgesetzt 4.

Die Storanfalligkeit und geringe Prazision des CL-Testverfahrens stellt einen kriti-
schen Punkt flir den erfolgreichen Einsatz in der Routineanalytik dar. Zudem
konnten storende Matrixbestandteile durch Verdiinnen der Probe nicht vollstdn-
dig eliminiert werden. Dies erforderte somit eine matrixabhdngige Kalibrierung.
Eine Entfernung der Matrixbestandteile, insbesondere der Proteine, konnte zur

Steigerung der Empfindlichkeit und Robustheit flihren.

Um Proteine abzutrennen und somit unspezifische Wechselwirkungen mit Assay-
komponenten zu vermeiden, konnte beispielweise eine Ultrafiltration oder eine
Hitzebehandlung der Proben im Rahmen der Probenaufarbeitung durchgefiihrt
werden. Von Cacciatore ¢ und Gustavsson 208 wurde eine Hitzebehandlung in
Rohmilch zur Minimierung unspezifischer Bindungen in der SPR-Analytik erfolg-

reich eingesetzt.
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Im Zusammenhang mit der Empfindlichkeitssteigerung und der Robustheitsprii-
fung, ware die Untersuchung physikochemischer Parameter, wie zum Beispiel

pH-Wert, Temperatur und lonenstdrke, interessant.

Wenn es gelingen wiirde diese Herausforderungen zu losen, stellt die neue Metho-

de eine echte Alternative aufgrund ihrer iiberlegenen Sensitivitat dar.
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9 Material und Methoden

9.1 Expression und Aufreinigung von PBP 2x*

E coli BL21 (pGEX-tet-PBP 2x*) wurde freundlicherweise von Frau Prof. Regine
Hakenbeck der Universitit Kaiserslautern zur Verfiigung gestellt und zur Uberex-
pression verwendet. Abbildung 9.1 gibt einen Uberblick iiber die einzelnen Ar-

beitsschritte.

Uber Nacht bei 37°C schiitteln

|_

Schiitteln bei 37°C bis ODgy, =1,0-1,2

|

Inkubation tGber Nacht, Schiitteln bei 15°C

|_

20 min Zentrifugation bei 6.000 x g; Pelletin 15 ml
PBSKMT-Puffer aufnehmen

|_

30 min Zentrifugation bei 30.000 x g bei 4°C

|_

Lysat +GSH-Sepharose 2 h bei 10°C rollen

==

m=m=) Durchfluss

Waschen und Umpufferung

|_

Zugabe PreScission-Protease; 18 h bei 10°C rollen

==

======) Proteinbestimmung nach Bradford

Abbildung 9.1: FlieRschema zur Expression und Aufreinigung von PBP 2x*
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Materialien und Gerite

Anlage zur Reinstwasserherstellung (Milli-Q plus; Millipore GmbH, Schwalbach)
Elektronische Analysenwaage Modell 1712MP8 (Sartorius, Gottingen)

Grobwaage (Sartorius BP 1200, VWR International, Darmstadt)
Schiittelinkubator (Typ: Innova 4000, New Brunswick Scientific, New Jersey, USA)

Zentrifuge Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed-Centrifuge, Rotor: GS3 (Thermo
Fisher Scientific GmbH, Dreieich)

Zentrifuge Sorvall Ultrazentrifuge T865-1 (Thermo Fisher Scientific GmbH,
Dreieich)

French Press (American Instruments Co. Inc.,, Silver Spring, Md.)
Autoklav: Varioklav Typ 500 V (H + P Labortechnik, Oberschleifsheim)

Zentrifuge Hermle Z200 A, Rotor: 220.96 V01 (Hermle Labortechnik GmbH,
Wehingen)

Schiittler Typ 3015 GFL (Gesellschaft fiir Labortechnik m. b. H & Co., Burgwedel)
Kiihlwand Queue® (InterMed Nunc GmbH, Wiesbaden)

Biofuge fresco (Heraeus Instruments GmbH, Osterode)

Erlenmeyerkolben, 100 ml (VWR International GmbH, Darmstadt)

Glassaule (1 x 10 cm) mit Luer-Lock-Anschluss (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkir-

chen)
0,22 um Spritzenfilter, PVDF, steril (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

10 ml Einmalspritzen, steril (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)
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Reagenzien

Glutathion-Sepharose™ 4 fast flow (GE Healthcare Bio Sciences AB; Uppsala,
Schweden)

E. coli BL21-Stammkultur mit dem Plasmid pGEX-tet-PBP 2x* (gelagert bei -80°C)
PreScission-Protease (Amersham Biosciences, Freiburg)
Isopropyl-3-D-thiogalactosid (IPTG) (Roche Applied Science, Mannheim)
Dithiothreitol (DTT) (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen)

Ethylendiamin-tetraessigsaure (EDTA) Dinatrium Dihydrat (Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe)

Natriumchlorid (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)
Trypton (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)
Hefeextrakt (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)
Tetracyclin (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen)

Dinatriumhydrogenphosphat, p.a. wasserfrei (Carl Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe)

Kaliumdihydrogenphoshat, p.a. (Merck, KgaA, Darmstadt)
Kaliumchlorid, p.a. (Merck, KgaA, Darmstadt)

Tween® 20 (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen)

Magnesiumchlorid (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

Trizma® Hydrochlorid (Tris-HCI) (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen)
Glycerin (=99 %) (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen)

Coomassie-Brillantblau G 250 (Trimethylmethanfarbstoff)
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Tabelle 9.1: Verwendete Medien und Lésungen zur Anzucht von E. coli

Losungen Ansatz
10g Trypton
LB-Medium 5 g Hefeextrakt
5gNaCl

ad 1000 ml Reinstwasser

Tetracyclin
Stammldsung: 20 mg/ml in 70 % EtOH
sterilfiltrieren
Endkonzentration: 20 pg/ml
(Stammlésung 1:1000 verdiinnt)

IPTG

Stammlésung: 100 mM
sterilfiltrieren
Endkonzentration: 1mM

(Stammlosung 1:100 verdiinnt)

Das Nahrmedium wurde 16 min bei 121°C und 1,2 bar autoklaviert. Nach Abkiih-
lung wurde zu dem Medium 1 ml einer sterilfiltrierten Tetracyclin-Losung

(20 mg/ml) hinzugefiigt.
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Tabelle 9.2: Losungen zur Reinigung GST-fusionierter Proteinell

Losungen Volumen/Menge Endkonzentration

20 x PBS 160 g NaCl
(Phosphate buffered saline) | 23 g Na,HPO. (wasserfrei)
(pH 7,3) 4 g KH,PO4

ad 1000 ml Reinstwasser

PBSKM-Puffer (pH 7,3) 50 ml 20 x PBS 1x PBS
1 ml (Stammldsung 1 M) 1 mM MgCl
1,5 ml (Stammlésung 2 M) 3 mM KCI

ad 1000 ml Reinstwasser

PBSKMT-Puffer (pH 7,3) 50 ml 20 x PBS
1 x PBS

1 ml Tween 20
0,1 % Tween

1 ml (Stammlésung 1 M)

1 mM MgCl
1,5 ml (Stammlésung 2 M)

3 mM KCI
ad 1000 ml Reinstwasser
1 ml Tris pH 8,0 50 mM Tris

Elutionspuffer (pH 8,0)

(Stammldsung 1 M)
64,1 mg GSH 10 mM GSH

ad 20 ml Reinstwasser

Den Elutionspuffer erst kurz vor der Benutzung herstellen, da GSH sonst oxidiert wird!

[11 alle Lésungen wurden autoklaviert
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Losungen Volumen/Menge Endkonzentration
20 ml] Tris-HCI
Cleavage-Puffer
(Stammlosung 0,5 M) 50 mM Tris-HCI (pH 7,0)
600 pl NaCl
(Stammlésung 5M) 15 mM NacCl
2ml EDTA
(Stammlosung 0,1 M) 1mM EDTA
200 ul DTT
(Stammlésung 1 M) 1mM DTT
ad 200 ml Reinstwasser

[11 alle Losungen wurden autoklaviert

9.1.1 Proteinexpression in E. coli

Zur Uberexpression der Proteine wurden 20 ml LB-Medium mit 100 ul einer
Stammkultur von E. coli BL21 (pGEX -tet-PBP 2x*) angeimpft, Tetracyclin
(20 pg/ml) hinzugefiigt und iiber Nacht bei 37°C geschiittelt. Die Ubernachtkultur
wurde in 200 ml LB-Medium mit Tetracyclin (20 pg/ml) verdiinnt. Die erhaltende
optische Dichte ODsoonm sollte 0,3 betragen. Die E. coli-Kultur wurde bis zu einer
ODsoonm von 1,0-1,2 herangezogen. Anschliefdend wurden durch Zugabe von IPTG
(Endkonzentration 1 mM) die Lactoserepressoren inaktiviert und die Expression
der Gene induziert. Zur weiteren Proteinsynthese wurde tiber Nacht bei 15°C wei-
ter inkubiert, um ein Entstehen von inclusion bodies zu vermeiden. Die Zellen
wurden durch eine 20-miniitige Zentrifugation bei 6.000 x g geerntet. Die sedi-
mentierten Zellen wurden in 15 ml PBSKMT-Puffer resuspendiert. Die Zellsuspen-
sion wurde drei French-Press-Zyklen unterzogen. Hierbei wurden die Zellen scho-
nend bei 18.000 psi lysiert. Zur Trennung des l6slichen Teils des Gesamtzelllysates
vom unldslichen Teil wurde bei 30.000 x g fiir 30 Minuten bei 4°C zentrifugiert
und anschliefend das GST-PBP 2x*-Fusionsprotein mittels Glutathion-

Affinitdtschromatographie aufgereinigt.
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Zur Dokumentation der Produktion und Aufreinigung des Proteins PBP 2x* wurde
eine SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Lammli 222 durchge-
fiihrt.

9.1.2 Aufreinigung des PBP 2x*

Zur Uberpriifung der GST-Fusionsproteine wurde eine Testbindung an GSH-
Sepharose durchgefiihrt. Hierbei sollten die GST-Fusionsproteine an GSH-

Sepharose binden.

Hierfiir wurde 300 pl der GSH-Sepharose (Slurry) dreimal mit je 1 ml PBSKMT-
Puffer gewaschen, um das zur Lagerung der GSH-Sepharose enthaltende Ethanol
zu entfernen. Anschlieféend wurde zur gewaschenen GSH-Sepharose 1,5 ml Lysat
gegeben und diese Suspension 1 h bei 10°C gerollt. Die Zentrifugation der
Sepharose erfolgte hierfiir bei sehr niedriger g-Zahl fiir 30 s, um eine Schadigung
der Sepharose zu vermeiden. Nach erneutem Waschen der Sepharose (dreimal mit
je 1 ml PBSKMT-Puffer), wurde die Sepharose mit 40 pl 2fach-konzentriertem

Lammli-Puffer versetzt und 2 min bei 95°C erhitzt.

Aufreinigung iiber GSH-Sepharose

Fir die Glutathion-Affinititschromatographie wurden 2 ml GSH-Sepharose drei-
mal mit je 15 ml PBSKMT-Puffer gewaschen. Die Waschschritte wurden durch
Zentrifugation fiir 3 min bei 2000 rpm durchgefiihrt. Die gewaschene Sepharose
wurde mit 35 ml Lysat versetzt und 2 h bei 10°C gerollt. Da die Fusionsproteine
einen GST-tag besitzen, konnten diese an die GSH-Sepharose binden, wohingegen
andere Proteine ungebunden blieben. Die Suspension aus Sepharose und Lysat
wurde anschliefRend in eine Glassdule gegeben und der Durchfluss aufgefangen.
Anschlieflend wurde das Sdulenmaterial zweimal mit 20 ml PBSKMT-Puffer und
einmal mit 10 ml PBSKM-Puffer gewaschen, um das iiber den GST-tag gebundene

Protein von anderen Proteinen und Fremdstoffen zu trennen.

Hierfiir wurde die Sepharose zur Umpufferung zweimal mit je 20 ml Cleavage-

Puffer gewaschen, anschlief}end mit 2ml Cleavage-Puffer versetzt und 20 pl
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PreScission-Protease hinzugegeben. Der Protease-Verdau wurde 18 h bei 10 °C un-
ter leichtem Rollen inkubiert. Anschlieffend wurden 2 ml aus der Sdule aufgefan-
gen und mit 1 ml Cleavage-Puffer gewaschen. Das aufgereinigte PBP 2x* wurde
nach Zugabe von Glycerin (Endkonzentration 10 %) im fliissigen Stickstoff schock-

gefroren und anschlief3end bei -20°C gelagert.
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9.1.3 Quantifizierung der Proteine

Der Proteingehalt wurde nach Bradford 413 mit BSA als Standardprotein ermittelt.

Der verwendete Farbstoff Coomassie-Brillantblau G 250 (Trimethylmethan-
Farbstoff) kann sich unspezifisch an kationische und nichtpolare, hydrophobe Sei-
tenketten von Proteinen anlagern. Durch die Komplexbildung mit den Proteinen

verschiebt sich das Absorptionsmaximum von 465 nm zu 595 nm.

Materialien und Gerite

Anlage zur Reinstwasser-Herstellung (Milli-Q plus; Millipore GmbH, Schwalbach)
Elektronische Analysenwaage Modell 1712MP8 (Sartorius, Gottingen)
Mikrotiterplatten Reader (Model 680, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen)
96-well Mikrotiterplatten, Polysorb™, klar, F-Boden (Nunc, Wiesbaden)

1,5 ml Reaktionsgefafde (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

50 ml Reaktionsréhrchen (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

Reagenzien und Lésungen

Roti-Nanoquant (Bradford-Reagenz); 5-fach Konzentrat (Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe)

Bovines Serumalbumin (BSA) (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen)

50 pl des entsprechenden BSA-Standards (6 - 100 pg/ml) bzw. der Probenver-
diinnung aus der PBP 2x*-Expression wurden als Mehrfachbestimmung in die Ka-
vitdten der Mikrotiterplatte pipettiert. Es wurden 200 pul des verdiinnten Bradford-
Reagenzes hinzugefiigt und nach einer Inkubationszeit von 5 min bei Raumtempe-

ratur die Absorption bei 595 nm gemessen.
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9.1.4 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE)

Die Dokumentation der verschiedenen Schritte bei der Proteinaufreinigung erfolg-
te durch elektrophoretische Trennung der Proteine mittels Polyacrylamid-Gelen

nach LAmmli 212,

Die Detektion der aufgetrennten Proteine erfolgte mit Hilfe des Farbstoffes
Coomassie BrillantBlue R-250®. Dieser bindet in saurem Medium an freie gelade-

ne Amino- und Iminogruppen der Proteine.

Materialien und Gerite

Regelbares Netzgerat Typ EA-3050 (Elektro-Automatik GmbH & Co. KG, Viersen)

Gieflapparatur, Elektrophoresekammern mit zugehorigen Glasplatten und
Elektrophorese-Kamm 0,075 mm (Mini Protan II, Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen)

Schiittler Typ GFL 3011 (VWR International, Darmstadt)

Dokumentationsgerat Gel Doc 2000 (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen)
Zentrifuge Heraeus Biofuge 15 R (VWR International, Darmstadt)

Anlage zur Reinstwasserherstellung (Milli-Q plus; Millipore GmbH, Schwalbach)
Elektronische Analysenwaage Modell 1712MP8 (Sartorius, Gottingen)
Grobwaage (Sartorius BP 1200, VWR International, Darmstadt)

Reagenzien

SigmaMarker™ High Range wt 36.000-205.000 Da (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkir-

chen)
RotiBlue®-Farbeldsung (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

30:0,8 Acrylamid:Bis-Acrylamid (30% AA:0,8% BAA) (Sigma-Aldrich GmbH,
Taufkirchen)

Tris (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen)
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N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine (TEMED) (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkir-

chen)

Natriumdodecylsulfat (SDS) (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen)
Glycin (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

Methanol (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

Ammoniumpersulfat (APS) (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg)
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Tabelle 9.3: Puffer und Lésungen fiir die SDS-PAGE

Komponenten Konzentration/Volumen
Reinstwasser 1,875 ml
2x Lammli-Probenpuffer
0,5 M Tris pH 6,8 1,875 ml
50 % Glycerin 3 ml
SDS 038
Bromphenolblau 0,2 mg
2-Mercaptoethanol 0,750 ml
Elektrophorese-Laufpuffer Tris 3,03g
Glycin 144 g
SDS 1lg
Reinstwasser ad 1000 ml
RotiBlue®-Farbeldsung RotiBlue®-Konzentrat 20 ml
Reinstwasser 60 ml
Methanol 20 ml
Entfarberlésung Methanol 250 ml
Reinstwasser 750 ml
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Tabelle 9.4: Zusammensetzung des Sammel- und Trenngels

Komponenten Konzentration/Volumen
Reinstwasser 2,85 ml
Sammelgel (5 %ig)
0,5 M Tris pH 6,8 1,25 ml
30% AA:0,8% BAA 0,85 ml
10 % SDS 50 ul
10 % APS 25 ul
TEMED 2,5ul
Reinstwasser 4,05 ml
Trenngel (10 %ig)
0,5 M Tris pH 8,8 2,5ml
30% AA:0,8% BAA 3,35 ml
10 % SDS 100 pl
10 % APS 25ul
TEMED 2,5ul

Die in dieser Arbeit verwendete Gelektrophorese erfolgte in einem diskontinuier-
lichen Tris-HCl/Tris-Glycin Puffersystem. Die Gele bestehen aus einem kurzen,
weitporigen Sammelgel (5 %ig), in dem die Aufkonzentrierung der Proteine er-
folgt und einem langen, engporigen Trennungsgel (10 %ig). Im Trennungsgel fin-
det die Auftrennung der Proteine nach der von ihrem Molekulargewicht abhangi-

gen elektrophoretischen Beweglichkeit ab.

10 pl der Proben wurden mit 15 pl 2x Lammli-Puffer versetzt und 2 min bei 95°C
erhitzt. AnschliefSend wurden hiervon je 3 pl auf das Gel aufgetragen. Als Standard
fiir verschiedene Molekulargewichte wurde ein Proteinstandard (SigmaMarker™)
verwendet. Die elektrophoretische Trennung wurde im Elektrophorese-Laufpuffer

bei 110-165 V durchgefiihrt.

Die Anfirbung der Proteinbanden erfolgte iiber Nacht durch Inkubation (unter
Schiitteln) der Gele in Roti-Blue®-Farbelosung. Anschliefend wurden die Gele in

wassriger Methanollosung (25 %ig) entfarbt.
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In Abbildung 9.2 ist exemplarisch die Geldokumentation der einzelnen Schritte

wahrend der Expression und Aufreinigung des Rezeptorproteins PBP 2* darge-

stellt.
205 kDa o
116 kDa
97 kDa — —— d — -
o5 1D . g ; 34 We— —— PBP2x*
55 kDa - :

Marker v.Ind. n.Ind. Lysat TB DF Wasch nPv Marker

Abbildung 9.2: Dokumentation der Expression und Aufreinigung von PBP 2x* mittels SDS-
PAGE; Aufgetragen sind Molekulargewichtsstandard (Marker), Probe vor Induktion (v. Ind.), Pro-
be nach Induktion (n. Ind.), Zelllysat nach Aufschluss (Lysat), Testbindung des GST-Fusionsproteins
(TB), Durchfluss der Affinitaitschromatographie (DF), Waschschritt (Wasch) und Probe nach

PreScission-Protease-Verdau (nPv)
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9.1.5 Bestimmung der Bindekapazitit des PBP 2x* mittels HPLC

Die Bestimmung der Bindekapazitat des PBP 2x* erfolgte wie bei Cacciatore ¢ be-
schrieben nach der ,active site titration” mit einem nicht-kompetitiven Assay mit

Ampicillin und Bocillin FL in Anlehnung an Jasmin et al. 214,

Materialien und Gerite

HPLC-Anlage: Merck Hitachi LaChrom-System (VWR, International, Darmstadt)
Pumpe Model L-7100
Autosampler Model L-7250
Fluoreszenzdetektor Model L-7485
Integrator Model D-7500
Reagenzien
Ampicillin Natriumsalz (Fluka, Taufkirchen)
Penicillin Bindeprotein PBP 2x* (eigene Herstellung, siehe 9.1)
Bocillin FL (Mobitec, Gottingen)
di-Natriumhydrogenphosphat (Sigma, Taufkirchen)
Kaliumhydrogenphosphat (Fluka, Taufkichen)
Acetonitril HPLC-grade (Roth, Karlsruhe)

Reinstwasser (MilliQ Plus, Millipore, Eschborn)
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Chromatographische System zur Aktivitatsbestimmung von PBP 2x*

Saule: Biosep-SEC-S-2000, 300 x 7,8 mm
Eluent: Eluent A: 100 mM Phosphat-Puffer, pH 6,8
Eluent B: Acetonitril
0-10 Minuten 100 % A
10-12 Minuten 50 % A
12-30 Minuten 50 % A
30-32 Minuten 100 % A

30-45 Minuten 100 % A

Fluss: 1 ml/Minute

Druck: 38 bar
Injektionsvolumen: 50 ul
Detektionswellenldnge: Aex 480 nm, Agm 520 nm

Flir die Bestimmung wurden 20 pl einer verdiinnten PBP 2x*-Losung (98 ug/ml)
fiir 15 min mit verschiedenen Ampicillinmengen (1,7 pmol, 3,4 pmol, 6,8 pmol,
13,5 pmol und 27 pmol in 20 ul PBS-Puffer) bei Raumtemperatur inkubiert. An-
schliefend wurde 20 pl Bocillin FL (60 pmol) hinzugefiigt und erneut 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Bestimmung der verbliebenen Penicillin-
bindenden Aktivitdt wurde gelchromatographisch ermittelt. Unter der Annahme,
dass PBP 2x* und Ampicillin ein dquimolares Konjugat bilden, kann die Bindeka-
pazitat des PBP 2x* liber die Kalibrierreihe mit Ampicillin extrapoliert werden. Die
Kapazitdt des PBP 2x* ist definiert iiber die Ampicillin-Menge, die das Enzym voll-
standig inhibiert. 20 pl der oben genannten PBP 2x*-Lésung werden durch

13 pmol Ampicillin komplett gehemmt.
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9.2 Synthese und relative Konzentrationsbestimmung des
Digoxigenin-markierten Ampicillins (Dig-Ampi)

Die Synthese und die relative Konzentrationsbestimmung erfolgte in Anlehnung an

Cacciatore. 16 und Lamar 2%,

Materialien und Gerite

Vortex-Mischer (VWR International, Darmstadt)
HPLC-Anlage: Merck Hitachi LaChrom-System (VWR, International, Darmstadt)
Pumpe Model L-7100
Autosampler Model L-7250
Fluoreszenzdetektor Model L-7485
UV/VIS Detektor Model L-7420

Integrator Model D-7500
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Reagenzien

Digoxigenin-3-0O-methylcarbonyl-e-aminocapronsaure-N-hydroxysuccinimidester

(DIG-NHS) (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
Ammoniumacetat (Sigma Aldrich GmbH, Taufkichen)

Ampicillin Natriumsalz (Fluka, Taufkirchen)

Penicillin Bindeprotein PBP 2x* (eigene Herstellung, siehe 9.1)
Bocillin FL (Mobitec, Gottingen)

di-Natriumhydrogenphosphat (Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen)
Kaliumhydrogenphosphat (Fluka, Taufkichen)

Acetonitril HPLC-grade (Roth, Karlsruhe)

Reinstwasser (MilliQ Plus, Millipore, Eschborn)
Dimethylformamid (Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen)
3-Lactamase aus Enterobacter cloacae, Typ IV (Sigma Aldrich GmbH, Taufkirchen)

Es wurden 10 mg DIG-NHS in 240 pl Dimethylformamid gel6st. Nach Zugabe einer
Ampicillinlésung (20 mg in 240 pl Reinstwasser; entspricht 52 umol) wurde das

Reaktionsgemisch 15 Stunden bei Raumtemperatur geschiittelt.

Anschliefend wurde 1 ml Reinstwasser hinzugefiigt. Es folgte die Aufreinigung
und Fraktionierung des Dig-Ampi-Reaktionsgemisches mittels HPLC. Die Identifi-
zierung des Dig-Ampi-Peaks wurde, wie bei Lamar 729 beschrieben, durch Zugabe

von f3-Lactamasen durchgefiihrt.
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Folgende chromatographische Bedingungen wurden verwendet:

Chromatographisches System zur Dig-Ampi-Aufreinigung

Saule: Supelcosil LC 308 RP 8; 250 mm, 5 pm, 300 A (Sigma
Aldrich GmbH, Taufkirchen)

Eluent: Eluent A: 25 mM Ammoniumacetat
Eluent B: 25 mM Ammoniumacetat/Acetonitril
(70/30; v/v)

A/B (15/85; v/v)

Injektionsvolumen: 50 ul
Fluss: 1 ml/Minute
Detektionswellenldnge: 230 nm

Die erhaltenen Dig-Ampi-Fraktionen wurden vereinigt und das Acetonitril unter
Stickstoff entfernt. Anschlielend wurde die LoOsung gefriergetrocknet. Das
Lyophilisat wurde in 1 ml PBS-Puffer aufgenommen und diese Stammldsung in

50 pl Aliquots bei -20°C gelagert.

Die relative Konzentrationsbestimmung wurde in Anlehnung an Cacciatore 16
durchgefiihrt. Die Bestimmung erfolgte anhand eines nicht-kompetitiven Assays
mit PBP 2x* und Bocillin FL. Hierfiir wurden 20 pl PBP 2x* (98 pg/ml) in 10 pl
PBS-Puffer verdiinnt und mit 10 pl einer Dig-Ampi-Losung (1:2500 und 1:1500)
oder verschiedenen Mengen Ampicillin (1,7 pmol, 3,4 pmol, 6,8 pmol und
13,5 pmol) fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlief3end erfolgte die
Zugabe von 20 pl einer Bocillin FL-Losung (60 pmol) und ebenfalls eine Inkubation
fiir 15 min bei Raumtemperatur. Abschliefend wurden 60 pl PBS-Puffer zur Lo-
sung gegeben und mittels HPLC analysiert.

Die verbliebene Penicillin-bindende Aktivitait wurde chromatographisch nach
Punkt 9.1.5 analysiert (n = 2). Anschliefend wurden die resultierenden Flichen-

einheiten fiir die Dig-Ampi-Inkubation mit denen von Ampicillin verglichen. Die
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Ermittlung des relativen Gehalts an Dig-Ampi erfolgte liber die Extrapolation der
Ampicillin-Kalibrierung. Es ergab sich eine relative Dig-Ampi-Konzentration von

1625 pg/ml.

9.3 Analysen mittels des Mikrotiterplatten-Tests

Es wurden Analysen von unterschiedlichen Matrices mittels des photometrischen
Mikrotiterplatten- und des Chemilumineszenz-Mikrotiterplatten-Tests durchge-
fiihrt. In Tabelle 9.5 sind die Puffer und Losungen, die fiir die verschiedenen Ana-

lysenverfahren gemeinsam verwendet wurden, aufgefiihrt.

Materialien und Gerite

Mikrotiterplatten-Washer (Bio Tek Instruments, Bad Friedrichshall)
Schiittler flir Mikrotiterplatten (Typ SM 25, Edmund Biihler GmbH, Hechingen)

Temperiereinheit fiir Mikrotiterplatten (eigene Herstellung: Aluminiumboxen, die

mit temperierten Wasser durchstromt werden)

Heiz- und Kihlsystem LAUDA (Typ RM T6, Messgerdate-Werk LAUDA Dr. R.
Wobser GmbH & Co. KG, Lauda-Konigshofen)

Digitales pH-Meter (Typ 646, Knick Elektronische Messgerate GmbH & Co. KG, Ber-
lin)

pH-Elektrode (Typ Z-451, Schott Instruments GmbH, Mainz)

Grobwaage (Sartorius BP 1200, VWR International, Darmstadt)
Analysenwaage (ACCULAB, sartorius group ALC)

Tischzentrifuge (Thermo Scientific, Heraeus PICO 17 centrifuge)
Zentrifuge Eppendorf 5702R mit Rotor A-4-38 (Eppendorf AG, Hamburg)
pH-Meter (HANNA HI 208 pH Meter)

Vortexer (VV3, VWR International, Darmstadt)

Mehrkanalpipette 30-300 pl (Eppendorf AG, Hamburg)
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Multipette Plus (Eppendorf AG, Hamburg)
Finnpipette® (FP-Digital 1-5 ml, Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich)

Kolbenhubpipetten, variabel (0,5-10 pul; 20-200 pl; 10-100 pl; 100-1000 pl)
(Eppendorf AG, Hamburg)
Reaktionsgefafde, verschiedene Grofien (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

Reagenzien

Penicillin Bindeprotein PBP 2x* (eigene Herstellung, siehe 9.1)
Digoxigenin-markiertes Ampicillin (eigene Herstellung, siehe 9.2)

Anti-Digoxigenin-POD Konjugat; Lyophilisat, 150 U/ml (Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim)

Ampicillin Natriumsalz (Fluka, Taufkirchen)

Benzylpenicillin Kaliumsalz (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen)
Cefquinomsulfat (Dr. Ehrensdorfer GmbH, Augsburg)
Desfuroylceftiofur (Toronto Research Chemicals Inc., Kanada)
Natriumchlorid (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)
Natriumhydrogencarbonat (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)
Dinatriumcarbonat p.a. (Merck, KgaA, Darmstadt)

Dinatriumhydrogenphosphat, p.a. wasserfrei (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karls-
ruhe)

Kaliumdihydrogenphoshat, p.a. (Merck, KgaA, Darmstadt)
Tween® 20 (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen)

Casein (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen)

wasserfreies Toluol (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)
wasserfreies Aceton (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

Dimethyldichlorsilan (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen)
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Software

Zur Steuerung und Aufzeichnung der Daten stand die Software BMG Labtech
Control Software, Version 2.20 zur Verfligung. Daten, die mit dem
Mikrotiterplatten Reader FLUOstar OPTIMA erhalten wurden, wurden mittels der

Auswertungssoftware Microsoft Exel Office Version 2002 ausgewertet.

Fiir die kolorimetrische Detektion zusitzlich:

Materialien und Gerite

Mikrotiterplatten Reader (Model 680, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen)
Mikrotiterplatten Reader FLUOstar OPTIMA (BMG Labtech GmbH, Offenburg)
96-well Mikrotiterplatten, Maxisorb™, klar, F-Boden (Nunc, Wiesbaden)

Deckel fiir Nunc-Mikrotiterplatten mit Kondensationsring (Nunc, Wiesbaden)

Reagenzien

Kaliumhydroxid (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)
Citronensaure-Monohydrat (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)
3,3°,5,5"-Tetramethylbenzidin (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen)
Salzsaure, 37 %ig (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

Methanol (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

Aceton (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

Wasserstoffperoxid, 30% (w/w); PERDROGEN® (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkir-

chen)
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Fiir die Chemilumineszenz - Detektion zusatzlich:

Materialien und Gerite

Mikrotiterplatten Reader FLUOstar OPTIMA (BMG Labtech GmbH, Offenburg)

96-well Mikrotiterplatten, Maxisorb™, weiss, F-Boden (Nunc, Wiesbaden)

Deckel fiir Nunc-Mikrotiterplatten mit Kondensationsring (Nunc, Wiesbaden)

Reagenzien

Meerrettichperoxidase Typ VI-A; 250-330 units/mg solid (Pyrogallol als Substrat)
(Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen)

SuperSignal® ELISA PICO, Chemilumineszenzsubstrat (Perbio Science Deuschland

GmbH, Bonn)

Tabelle 9.5: Zusammensetzung der verwendeten Losungen und Reagenzien fiir die Durch-

fithrung der Mikrotiterplatten-Tests (allgemein)

Komponenten Menge
Bicarbonatpuffer pH 9,5 Na,COs3 0,16 ml
(Beschichtungspuffer) NaHCOs3 0,29 ml
Reinstwasser 100 ml
0,01 mol/1 PBS pH 7,2 NaCl 68¢g
NazHPO, L5g
KH2PO4 048
Reinstwasser 1000 ml
2 %ige Caseinlésung Casein 4g
(Blockpuffer) 0,01 mol/I PBS-Puffer 200 ml
Waschlésung NaCl 86¢g
Tween 20 0,25 ml
Reinstwasser 1000 ml
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Allgemeiner Testverlauf

Zur Immobilisierung des Rezeptorproteins wurde die PBP 2x*-Stammlésung mit
Bicarbonatpuffer (pH 9,5) verdiinnt und anschlief3end 100 pl dieser Losung in die
Kavitaten der Mikrotiterplatte pipettiert. Die Absolutmenge an PBP 2x* pro Kavi-
tat sollte 150 ng betragen. Die beschichtete Mikrotiterplatte wurde bei 4-8°C tliber

Nacht inkubiert.

Anschliefdend wurde die Platte mit PBS-Puffer gewaschen. Um unspezifische Bin-
dungsstellen auf der Platte zu blockieren, wurde mit 200 pl einer 2 %igen-
Caseinlésung fiir 30 min bei 20°C nachbeschichtet. Uberschiissiges Casein wurde
durch Waschen mit PBS-Puffer entfernt. Anschliefiend erfolgte die Zugabe von
100 pl Standard- bzw. Probel6sung und eine Inkubation fiir 30 min unter leichtem
Schwenken bei 20°C. Hierbei binden eventuell enthaltene 3-Lactame aus der Pro-
benlésung an die freien Bindungsstellen des PBP 2x*. Im Folgeschritt wurde 100 pl
eines Digoxigenin-markierten Ampicillins (Stammlésung 1:60.000 verdiinnt) als
Kompetitor hinzugegeben. Es wurde wiederum fiir 30 min unter Schwenken bei
20°C inkubiert. Uberschiissiges nicht-gebundenes Digoxigenin-markiertes
Ampicillin wurde durch zweifaches Waschen mit PBS-Puffer und Waschlésung
entfernt. 100 pl anti-Digoxigenin-Fa, Fragmente, die an Meerrettichperoxidase
konjugiert sind, wurden in die Kavitdten pipettiert und 45 min unter Schwenken
bei 20°C inkubiert. Hierbei konnen die Antikérper an das vorhandene Digoxigenin-

markierte Ampicillin binden.

Nach einem weiteren Waschschritt mit PBS-Puffer (je zweimal) und Waschlésung
(je zweimal) wurde die Menge an gebundener Meerrettichperoxidase durch die
Zugabe von 100 pl Substrat-/Chromogenlosung bestimmt. Die in dieser Arbeit
durchgefiihrten Analysen erfolgten nach dem allgemeinen Flief3schema in Abbil-
dung 9.3. Der Detektionsschritt variierte je nach durchgefiihrtem Verfahren und

ist ausfiihrlich unter den folgenden Punkten beschrieben.
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— V=100 pl

1 Inkubation liber Nacht bei 4-8°C

—V =200

— V=100 pl

1 Inkubation fiir 30 min bei 20°C

— V=100 ul
llnkubation fir 30 min bei 20°C

— V=100 pl
1Inkubation fiir 45 min bei 20°C

I‘-I

Abbildung 9.3: Allgemeines Flie3schema des kolorimetrischen und CL-Mikrotiterplatten-

Tests
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9.3.1 Kolorimetrischer Mikrotiterplatten-Test

Fir den Test wurden die im Folgenden aufgefiihrten zusatzlichen Puffer und Lo6-

sungen verwendet.

Tabelle 9.6: Zusitzlich benétigte Reagenzien und Losungen fiir den kolorimetrischen

Mikrotiterplatten-Test

Komponenten Menge
0,21 mol/I Citratpuffer Citronensdure-Monohydrat 22g
pH 4,0 1 mol/1 KOH 10 ml

Reinstwasser 40 ml
3,3°5,5'- Tetramethylbenzidin 12,6 mg
Tetramethylbenzidinlésung | pceton 0,25 mg

Methanol 2,25 ml
Substratlésung fiir die 0,21 mo/1 Citratpuffer 20 ml
Meerrettichperoxidasel'l Tetramethylbenzidinlésung 1ml

Wasserstoffperoxid (30 %ig) 6,5 ul
Stoppreagenz 1 mol/1 HCI

(11 vor Gebrauch sollte die Substratlésung ca. 5 min im Dunkeln stehen

Der Test wurde wie in der Abbildung 9.3 beschrieben durchgefiihrt. Die Beschich-
tungsmenge des Rezeptorproteins PBP 2x* und die Verdiinnungen der einzelnen

Komponenten erfolgten in Anlehnung an Lamar.

Zugabe Substratlésung > V = 100ul
5 Minuten bei 20 °C entwickeln (dunkel stellen!)

Zugabe Stopplésung (1 mol/l HCI )=> V = 100yl
Extinktion bei 450 nm messen,;
Farbe bis zu 60 min stabil

Abbildung 9.4: Detektionsschritt des kolorimetrischen Mikrotiterplattentests

Fir den Detektionsschritt wurde eine Tetramethylbenzidin-Wasserstoffperoxid-
Losung verwendet. Die Entwicklung der blauen Farbe erfolgte fiir 5 min im Dun-

keln. Nach der Farbentwicklung wurde die enzymatische Reaktion der
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Meerrettichperoxidase durch Absenkung des pH-Wertes mit 100 pul 1M HCI ge-
stoppt und die Extinktionen bei 450 nm gemessen (siehe Abbildung 9.4).

Untersuchungen zur Farbreaktion

Flr die Untersuchung der Farbreaktion wurden verschiedene Testansitze durch-

gefiihrt. Alle Versuche erfolgten hierbei bei Raumtemperatur (21°C).

Flr orientierende Versuche wurde eine Kalibrierung von HRP in Reinstwasser
verwendet. Hierfiir wurden 13 mg HRP in 1ml Reinstwasser gelost und 1:10.000
mit Reinstwasser verdiinnt. Aus dieser Losung wurde durch Verdiinnung mit PBS-
Puffer die Konzentrationen 19, 15 und 9 HRP ng/ml hergestellt. 5 pl der entspre-
chenden Standardlésung bzw. 5 pl PBS-Puffer (Blindwert) wurden in die Kavitaten
der Mikrotiterplatte pipettiert. Anschlieffend wurden 100 pl Substratlésung
(10 min vor Gebrauch angesetzt; siehe Tabelle 9.6) dazu gegeben. Die Farbent-
wicklung wurde ohne Schiitteln im Dunkeln durchgefiihrt und nach 2, 5, 10 und 20
min mit 100 pul 1 M HCI gestoppt. Die Auswertung erfolgte photometrisch bei 450
nm. Vom erhaltenen Messwert wurde der Blindwert (PBS-Puffer), der keine HRP

enthielt, subtrahiert.

Zur Uberpriifung eines eventuell vorhandenen Schiitteleffekts wurde der oben be-
schriebene Versuch vergleichend mit und ohne Schwenken der Mikrotiterplatte

wahrend der Farbentwicklung durchgefiihrt.

Des Weiteren wurde die Standzeit der Substratlosung vor dem Gebrauch der As-
say-Durchfiihrung im Bereich von 0 bis 30 min variiert. Wahrend dieser Zeit stand
die Losung im Dunkeln. Fiir die Untersuchung eines eventuellen Effekts in Hinblick
auf die Standzeit der TMB/H202-L6sung wurden verschiedene Verdiinnungsstufen
(1:10.000, 1:20.000 und 1:40.000) des Anti-Dig-Fap-Fragmentes in PBS-Puffer an-
gesetzt. 10 pl der jeweiligen Standardlésung (bzw. 10 pl PBS-Puffer fiir den Blind-
wert) wurden in eine 96 well-Mikrotiterplatte pipettiert und 100 pl TMB/H20-
Losung (0,24 g/1) hinzugefligt. Die Farbentwicklung wurde im Dunklen ohne
Schwenken durchgefiihrt. Die Farbreaktion wurde nach 3 min mit 100 pl HCI (1
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mol/l) gestoppt. Die resultierende Farbung wurde photometrisch bei 450 nm ge-

messen.

Zur Uberpriifung des linearen Bereiches der Farbentwicklung wurde zusitzlich die
Farbentwicklung der drei verschiedenen Anti-Dig-Fap-Fragment-Verdiinnungen
nach unterschiedlichen Zeitpunkten gestoppt. Die Standzeit der fertigen

TMB/H20;-Lésung (vor Gebrauch) betrug 5 min.

Hierfiir wurde der Versuch wie oben beschrieben durchgefiihrt und die Farbreak-

tionnach 1, 3,5, 8, 10 und 12 min mit 100 pl 1 M HCI gestoppt.

Zur Uberpriifung des linearen Bereichs der Farbreaktion wurden abschlieRend un-
terschiedliche Beschichtungsmengen an PBP 2x* (30, 65 und 100 ng/Kavitat)
verwendet. Der allgemeine Testablauf wurde nach dem Flief3schema in Abbildung
9.3 durchgefiihrt. Abweichend hierzu wurden unterschiedliche PBP 2x*-
Beschichtungsmengen und eine Anti-Dig-Fap-Fragment-Verdiinnung von 1:1500
verwendet. Die Entwicklung der Farbe wurde nach unterschiedlichen Zeitpunkten
(2,4, 6,8, 10 und 12 min) gestoppt. Es erfolgte kein Zusatz von f3-Lactamen, da nur

die maximalen Messwerte betrachtet wurden.



9 Material und Methoden 194

9.3.2 Chemilumineszenz-Mikrotiterplatten-Test

Der Testverlauf erfolgte wie in der Abbildung 9.3 beschrieben. Die Detektion wur-
de durch Zugabe von Luminol als Lumineszenzreagenz und anschlief3ender
Chemilumineszenzmessung durchgefiihrt. Naheres zum Detektionsschritt wird im

Folgenden beschrieben.

Der Verlauf der Chemilumineszenz-Intensitit wurde iiber verschiedene Zeitraume
(2,4 s-30 s, 3 s-4 min, 2,5 s-5 min, 3 s-20 min, 3 s-25min und 2,4 s-35 min) unter-
sucht, um den Zeitpunkt auszuwahlen, bei dem ein stabiles, geniigend hohes Mess-
signal erhalten wird. Fiir die Ermittlung der optimierten Bedingungen wurden
keine f3-Lactam-Antibiotika zugegeben, sondern lediglich die maximale Lichtinten-
sitdt gemessen. Anstatt der 3-Lactam-Zugabe erfolgte die Zugabe von 100 pl PBS-
Puffer. Fiir die Untersuchung von gegebenenfalls vorhandenen unspezifischen
Wechselwirkungen wurden verschiedene Leerwerte untersucht. Bei den Leerwer-
ten wurde jeweils eine Komponente aus dem Versuchsablauf durch PBS-Puffer er-

setzt. Es wurden folgende Leerwerte gemessen:
Leerwert ohne PBP 2x*-Beschichtung
Leerwert ohne Dig-Ampi

Leerwert ohne Anti-Dig-Fap-Fragmente
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Untersuchungen des Verlaufes der Luminoloxidation

Die Untersuchungen des Verlaufes der Luminoloxidation wurden in zwei ver-
schiedenen Modi durchgefiihrt. Fiir die Betrachtung sehr kurzer Zeitraume (bis ca.
2 min) wurde der Well-Modus verwendet, langere Zeitradume (bis ca. 35 min) wur-

den mit dem Plate Modus verfolgt.

Tabelle 9.7: Parameter bei der Messung im Well-Modus (zu Abbildung 6.20)

Einstellungen

Anzahl der Intervalle 20
Kinetische Intervallzeit [s] 1,5
Startzeit der Messung [s] 2,4
Intervallmesszeit [s] 1,5
Gain 1000
Positioning delay [s] 0.2

Die Wartezeit innerhalb einer Position (positioning delay) wurde fiir beide Modi
auf 0.2 s gesetzt. Dies ist die minimale Zeit, die das Gerat ben6tigt, um zur nachsten
Position iiberzugehen. Der Gain-Faktor (Verstarkung des elektrischen Signals)
wurde mit dem Messsignal, das die hochsten RLU-Werte ergab, ermittelt. Hierfiir
wurde eine PBP 2x*-Beschichtung von 150 ng/ml, eine Anti-Dig-Fa,-Fragmente-
Verdiinnung von 1:1000 und ein Dig-Ampi-Verdiinnung von 1:60.000 verwendet.
Zur Vergleichbarkeit mit nachfolgenden Untersuchungen wurde der Gain-Faktor

bei allen hier optimierten, durchgefiihrten Messungen auf 1966 gesetzt.

Die Detektion der Meerrettichperoxidase gekoppelten Fap-Fragmente wurde durch
die Zugabe von 50 pl des Chemilumineszenz-Substrates SuperSignal® ELISA PICO
durchgefiihrt. Die erhaltene blaue Chemilumineszenz wurde unter optimierten
Bedingungen nach 90 s in relative light units (RLU) gemessen (siehe Abbildung
9.5).
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Zugabe SuperSignal-Lésung > V = 50l

!

Chemolumineszenz nach 90 s messen

Abbildung 9.5: Detektionsschritt des CL-Mikrotiterplattentests

Die Untersuchungen wurden mit dem im Folgenden aufgefiihrten optimierten Ein-

stellungen im Endpoint-Modus durchgefiihrt.

Tabelle 9.8: Messparameter fiir die optimierte Methode

Einstellungen

Messzeitpunkt [s] nach 90
Interval time [s] 0.20

Gain 1966
Schiittelzeit 10 s vor der Messung der Platte
Schiittelmodus doppelt orbital
Injektionsvolumen [pl] 50
Pumpengeschwindigkeit [pl/s] 310
Injektionszyklus 1

Temperatur [°C] 25

Positioning delay [s] 0.2s

9.3.3 Analyse von B-Lactamen in PBS-Puffer

Flr die Erstellung von Kalibrierkurven wurden die entsprechenden f3-Lactam-
Antibiotika in PBS-Puffer zu 1 mg/ml jeweils arbeitstéglich frisch angesetzt. Aus
diesen Stammldésungen wurden durch Verdiinnen mit PBS-Puffer die entsprechen-
den Kalibrierlésungen (0,1- 250 ng/ml) hergestellt. Fiir die Herstellung von
Stamm- und Standardlésungen wurden desaktivierte Glasgefaf3e bzw. Polyethylen-

gefifde verwendet.
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9.3.4 Analyse von Milchproben

Die verwendeten Rohmilchproben wurden in Anlehnung an Lamar 729 aufgearbei-
tet. Sie wurden vor der Analyse durch Zentrifugation fiir 15 min bei 4°C und 3000
g entfettet. Die Dotierung erfolgte durch Zusatz der Kalibrierlésung mit < 1 % zu
der entfetteten Rohmilch. Anschlief}end wurden die Milchproben fiir 15 min bei

Raumtemperatur geschiittelt.

9.3.5 Analyse von Muskelfleisch- und Nierenproben

Die Analyse von f3-Lactamen in Muskelfleisch und Nieren verschiedener Tierarten

erfolgte liber die Dotierung der entsprechenden Tausafte.

Die jeweiligen Tauséafte wurden durch einen einfachen Gefrier-Tauzyklus und an-
schliefRende Zentrifugation gewonnen. Die in dieser Arbeit verwendeten Muskel-
fleischsorten bzw. Nieren wurden aus dem Handel bei verschiedenen Metzgereien
bezogen. Fiir die Tausaftgewinnung wurde das frische Muskelfleisch bzw. die Nie-
re in grobe Stiicke zerkleinert und anschlief3end in 50 ml-Greiner-Tubes bei -20°C
mindestens einen Tag eingefroren. Anschlieféend wurden die Proben bei Raum-
temperatur aufgetaut. Der Tausaft wurde fiir 10 min bei Raumtemperatur und

3000 g zentrifugiert, um eventuell storende Gewebereste zu sedimentieren.

Fir die Dotierung mit 3-Lactam-Antibiotika wurden jeweils 25 pl der entspre-
chenden Kalibrierlosung in 475 pl des unverdiinnten Tausaftes gegeben, kurz
gevortext und anschliefdend fiir 10 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. Die
gewonnenen, gegebenenfalls dotierten Tausaftproben wurden unverdiinnt oder
nach einem Verdiinnungsschritt mit PBS-Puffer ohne weitere Aufreinigungs-

schritte direkt fiir die Analyse eingesetzt.

Fir die Analysen der MuskKkelfleisch-Tausifte wurden Ampicillin und
Benzylpenicillin als Standardsubstanzen in einem Bereich von 10-250 ng/ml, be-
zogen auf den unverdiinnten Tausaft, verwendet. Anschlieféend erfolgte eine 1:10-

Verdiinnung des dotierten Tausaftes in PBS-Puffer.
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Die Untersuchung der Nieren erfolgte mit Ampicillin, Benzylpenicillin, Cefquinom
und Desfuroylceftiofur. Die Dotierungslevels richteten sich hierbei an die
Hochstmenge der jeweiligen f3-Lactame. Fiir die Analysenreihen mit Ampicillin
und Benzylpenicillin wurden die gewilinschten Konzentrationen von 10-250 ng/ml
(bezogen auf den Zeitpunkt der Dotierung des unverdiinnten Tausaftes) verwen-
det. Es folgte eine 1:10 Verdiinnung in PBS-Puffer. Die Dotierung mit Cefquinom
wurde in einem Bereich von 10-800 ng/ml und anschlief3ender 1:40 Verdiinnung
in PBS-Puffer durchgefithrt. Der untersuchte Konzentrationsbereich des
Desfuroylceftiofurs betrug 800-16000 ng/ml mit folgender 1:500 Verdiinnung in
PBS-Puffer. Die Verdiinnungslevels wurden so gewdahlt, dass ein geniligend hohes

Messsignal erhalten wurde.

Als Vergleich zur riickstandshaltigen Probe wurde zusatzlich die jeweilige Ver-

diinnungsstufe des undotierten Tausaftes gemessen.
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9.4 Chemilumineszenz-Test mittels Charm II-System

Im Folgenden werden die einzelnen Entwicklungsschritte beschrieben.

Materialien und Gerite

Charm II-Gerat LSC 6600 (MCS Diagnostics, Swalmen, NL)
Zubehor zum Charm II-Gerat (MCS Diagnostics, Swalmen, NL):
Vortex-Mischer
Heizblock
Zentrifuge IEC Centra CL 2
Charm II Software
Magnet DynaMag™-15 (Invitrogen GmbH, Darmstadt)
Vortexer (Vibrofix V-T1 Electronic (Janke & Kunkel)

Schiittler (Typ SM 25, Edmund Biihler GmbH, Hechingen)

Reagenzien

Meerrettichperoxidase Typ VI-A; 250-330 units/mg solid (Pyrogallol als Substrat)
(Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen)

SuperSignal® ELISA PICO, Chemilumineszenzsubstrat (Perbio Science Deut-
schland GmbH, Bonn)

Dynabeads M-270-Epoxy (Invitrogen GmbH, Darmstadt)
Penicillin Bindeprotein PBP 2x* (eigene Herstellung, siehe 9.1)
Digoxigenin-markiertes Ampicillin (eigene Herstellung, siehe 9.2)

Anti-Digoxigenin-POD Konjugat; Lyophilisat, 150 U/ml (Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim)
Ampicillin Natriumsalz (Fluka, Taufkirchen)

Natriumchlorid (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)
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Natriumhydrogencarbonat (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)
Dinatriumcarbonat p.a. (Merck, KgaA, Darmstadt)

Dinatriumhydrogenphosphat, p.a. wasserfrei (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karls-
ruhe)

Kaliumdihydrogenphoshat, p.a. (Merck, KgaA, Darmstadt)
Tween® 20 (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen)
Casein (Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen)

Dimethylformamid (99 % for molecular biology, Sigma-Aldrich GmbH, Tauf-
kirchen)

Ammoniumsulfat ((Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen)
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9.4.1 Chemilumineszenz-Versuche in homogener Losung mittels Charm

II-Detektion

10 mg HRP wurden in 5 ml tridestillierten Wasser geldst und bei 4°C dunkel gela-
gert (Losung I). Diese Losung wurde anschlief3end in mehreren Schritten (siehe
Tabelle 9.9) mit tridestillierten Wasser zur arbeitstdglichen Verwendung (Losung
V) verdiinnt. Hieraus wurde die entsprechende Standardlésung durch Verdiinnen
mit tridestillierten Wasser (6-1 ng/ml) fiir die Untersuchung hergestellt. Die Ver-
diinnungen wurden arbeitstaglich neu angesetzt und wahrend der Untersuchung

auf Eis gelagert.

Tabelle 9.9: Verdiinnungen fiir Arbeits- und Standardlésungen

Arbeitslosung Herstellung Verdiinnung Konzentration

I 10 mg HRP in 5 ml H,0 2 mg/ml

11 50 pl Losung I auf 5 ml H,0 1:100 20 pg/ml

II 50 pl Losung II auf 5 ml H,0 1:100 200 ng/ml

I\ 100 pl Losung Il in 1 ml H,0 1:10 20 ng/ml

\ 500 pl Losung IIT auf 1 ml H,0 1:2 10 ng/ml

HRP-Standardil | Herstellung Konzentration Menge/Assay
[ng/ml] [fmol]

Standard 1 600 pl Losung Vin 1 ml H,0 6 1,4

Standard 2 500 pl Lésung V in 1 ml H,0 5 1,1

Standard 3 400 pl Lésung Vin 1 ml H,0 4 0,9

Standard 4 250 pl Losung Vin 1 ml H,0 2,5 0,6

Standard 5 125 pl Losung Vin 1 ml H,0 1,25 0,3

(1] Standard 1-5 fiir Assay eingesetzt

Flr den Assay wurden jeweils 10 pl der wassrigen HRP-Standardlésung (1-5) in
ein Charm-Roéhrchen vorgelegt, 90 ul des SuperSignal-Reagenzes dazugegeben (in
die Fliissigkeit pipettiert) und kurz gevortext. Anschlieflend wurde fiir unter-

schiedliche Mengen an HRP fiir einen Zeitraum von 10 min (Messung jede 60 s)
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der CL-Zeitverlauf bei Raumtemperatur (21°C) gemessen. Als Vergleich wurde ei-
ne Blanklosung verwendet, die kein HRP enthielt. Hierfiir wurden statt 10 pl Stan-

dardlésung 10 pl tridestilliertes Wasser fiir die Analyse eingesetzt.

Die Reagenzien wurden nicht automatisch innerhalb des Gerates, sondern aufder-
halb manuell gemischt. Das Messrohrchen verblieb wiahrend der gesamten Analy-

se von 10 min in der Messzelle.
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9.4.2 Herstellung der Casein- und Anti-Dig-F,,-Fragmente-

Magnetpartikel

Die fiir die Kopplung der Anti-Dig-Fap-Fragmente an die Magnetpartikel verwende-

ten Losungen sind in Tabelle 9.10 zusammengestellt.

Die Durchfithrung der Kopplung und die Beschichtungsmenge wurden gemaf$ der
Produktinformation der Firma Invitrogen 184 durchgefiihrt. Zur Verdiinnung der
Anti-Dig-Fap-Fragmente-Magnetpartikel wurden mit Casein gekoppelte Magnet-
partikel verwendet.

Tabelle 9.10: Zusammensetzung der verwendeten Lésungen fiir die Kopplung der Anti-Dig-

Fap-Fragmente an Magnetpartikeln

Komponenten Menge
0,1 M Natriumphosphatpuffer Na;HPO, 115¢g
(pH 7,4) NaH;P04 x H,0 144 g
Reinstwasser 1000 ml
(NH4)2$O4 36,9 g
3 M Ammoniumsulfat-Lésung
0,1 M Natriumphosphatpuffer (pH 7,4) 100 ml
PBS-Puffer (pH 7,4) NaCl 88¢g
NazHPO. 12g
NaH,PO0, x H20 03¢
Reinstwasser 1000 ml
Casein 01g
PBS mit 0,1 % Casein
PBS-Puffer (pH 7,4) 100 ml
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Durchfiihrung der Kopplung der Anti-Dig-Fap-Fragmente bzw. des Caseins an Mag-
netpartikel

In Abbildung 9.6 ist das allgemeine Flief3schema fiir die Kopplung dargestellt. Es
wurden zwei Ansdtze A) und B) durchgefiihrt. Ansatz A fir die Casein-Magnet-

partikel, Ansatz B fiir die Anti-Dig-Fab-Fragment-Magnetpartikel.

Abbildung 9.6: FlieRschema der Kopplung der Anti-Dig-F.p,-Fragmente an Magnetpartikeln

1. Schritt: Resuspendieren der Magnetpartikel

Die gefriergetrockneten Magnetpartikel wurden in DMF resuspendiert. Hierfiir
wurden 30 mg (2 x 10° Partikel /ml) in 1 ml DMF resuspendiert. Die Suspension
wurde 1-2 min gevortext und 300 pl fiir Ansatz B abgenommen. Fiir Ansatz A wur-
den 100 pl der Magnetpartikel-Suspension verwendet. Anschlief3end wurden bei-
de Ansitze 4 min in den Magneten gestellt und der Uberstand nach der magneti-

schen Separation abpipettiert.
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2. Schritt: Equilibrieren der Magnetpartikel

Zu den Ansatzen wurden je Fraktion 200 pl 0,1 M Natriumphosphatpuffer gege-
ben. Diese Suspensionen wurden kurz gevortext und anschlieffend 10 min bei
Raumtemperatur mittels Schiittler gemischt. Nachfolgend wurden die Ansitze
2 min einer magnetischen Trennung unterzogen und der Uberstand anschlieRend
abpipettiert. Dieser Waschschritt wurde nochmals wiederholt. Die gewaschenen

Partikel wurden in Natriumphosphatpuffer (siehe Tabelle 9.10) aufgenommen.

3. Schritt: Kopplung

In Tabelle 9.11 sind die eingesetzten Kopplungsmenge aufgefiihrt (Annahme: bei

der Kopplung geht keine Aktivitat der Anti-Dig-Fap-Fragmente verloren).

Tabelle 9.11: Angaben zu den Kopplungsansiatzen

Ansatz A Ansatz B
Menge der Magnetpartikel 2 x 108 Partikel 6 x 108 Partikel
Anti-Dig-Fab-Fragmente [pl] 300
Caseinlosung 0,1 %ig [pl] 30
Natriumphosphatpuffer [ul] 90 60
Ammoniumsulfatlosung [pl] 60 180
Endvolumen [ul] 180 540

Je Kopplungsansatz wurde somit eine Partikelmenge von 1 x 102 Partikel /ml er-
halten. Die Ansatze wurden unter leichten Schwenken (auf Vortexer; Stufe 1) fir
18 Stunden bei 4 °C inkubiert. Anschliefend wurden die Partikel durch magneti-

sche Separation (4 min) von dem Uberstand abgetrennt.

4. Schritt: Wasch-/Blockschritt

Die Wasch- und Blockschritte wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Um
noch freie Bindungsstellen auf den Partikeln abzudecken, wurden die gekoppelten
Magnetpartikel mit einer 0,1 % igen Casein-Losung geblockt. Hierfiir wurden
zweimal 500 pl Caseinlésung zu den Ansatzen gegeben und diese Suspensionen

10 min gemischt (Vortexer Stufe 1). Anschliefend wurden die Suspensionen fiir
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2 min in den Magneten gestellt und die Uberstinde abpipettiert. Der Waschschritt
wurde zweimal mit 500 pl PBS-Puffer wiederholt.

Um fiir beide Ansatze die gleiche Partikelkonzentration (2 x 108 Partikel/ml) zu
erhalten, erfolgte anschlief3end die Verdiinnung der Magnetpartikel in PBS-Puffer.
Diese Suspension diente als Arbeitssuspension. Hieraus wurden die entsprechen-

den Verdiinnungen fir die Entwicklung des Testverfahrens verdiinnt.

Die Arbeitssuspensionen wurden jeweils mit PBS-Puffer 1:100 verdiinnt. Somit
wurde fiir die Anti-Dig-Fap-Fragment-Partikel (Suspension I) und fiir die Casein-
Partikel (Suspension II) eine Partikelmenge von 2 x 106 Partikel /ml erhalten. Bei
Verwendung von 50 pl pro Assay entspricht dies einer absoluten Partikelmenge
von 1 x 105. Fiir die Anti-Dig-Fap-Fragment-Partikel ergibt dies eine Enzymmenge

(absolut) von 7,5 mU.

9.4.3 Assaydurchfiihrung mittels Anti-Dig-F,,-Fragment-

Magnetpartikeln

Fir die Assaydurchfiihrung wurde die Arbeitssuspension (Suspension I) der mit
Anti-Dig-Fap-Fragmenten gekoppelten Magnetpartikel (siehe unter Punkt 0) ver-
wendet. Ausgehend von dieser Arbeitssuspension (2 x 10¢ Partikel /ml; 7,5 mU/50
ul) erfolgte die weitere Verdiinnung mit Casein-Partikeln (2 x 106 Partikel /ml;
Suspension II). Es wurden Standard-Suspensionen mit 75 pU bis 300 pU erhalten.
Die Verdiinnung der Partikelsuspension ist in Tabelle 9.12 aufgefiihrt. Die Stan-
dardsuspensionen wurden wahrend der Assaydurchfiihrung auf Eis gelagert, um

einen Verlust der Enzymaktivitat zu vermeiden.

Tabelle 9.12: Herstellung der Standard-Anti-Dig-F.,-Partikelsuspensionen

Anti-Dig-Fap-Standard(] Verdiinnung Enzymaktivitidt/Assay [pU]
Standard 1 1:25 300

Standard 2 1:37,5 200

Standard 3 1:50 150

Standard 4 1:100 75
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Fiir den Assay wurden 50 pl der jeweiligen Magnetpartikel-Suspension in ein
Charm-Roéhrchen pipettiert. Dies entspricht einer absoluten Partikelmenge von
105 pro Test. Nach Zugabe von 450 pl Super-Signal-Reagenz wurde der Ansatz

kurz gevortext und anschliefdend 5 s die Lumineszenz gemessen.

Um den zeitlichen Verlauf des CL-Signals verfolgen zu konnen, wurde fiir mehrere
Stunden bzw. fiir 10 min alle 60 s die Messung wiederholt. Wahrenddessen wurde
das Analysenrohrchen nicht aus dem Messraum genommen. Die Blankmessung er-
folgte anhand von 50 pl PBS-Puffer bzw. 50 pl Casein-Partikel mit 450 pl SuperSig-

nal-Reagenz.

Fiir die Untersuchung der Lagerstabilitit der Anti-Dig-Fa,-Fragment-gekoppelten
Magnetpartikel wurde der Ansatz nach 0 bei 6°C im Kiihlschrank bis 2 Wochen ge-
lagert. Fir die Untersuchungen wurde ausgehend von diesem Ansatz durch Zusatz
von Casein gekoppelten Partikeln auf eine Absolutmenge von 150 pU pro Test ver-
diinnt (siehe Tabelle 9.12). Die Assaydurchfiihrung wurde wie oben beschrieben
vorgenommen. Es wurde nach 0, 1, 2, 6 und 14 Tagen jeweils fiir 10 min der zeitli-

che Verlauf des CL-Signals gemessen.
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9.4.4 Kopplung von PBP 2x* an Magnetpartikeln

Die Kopplung von PBP 2x* an Magnetpartikel wurde in Anlehnung an die Kopp-
lung der Anti-Dig-Fab-Fragmente an Magnetpartikel (siehe unter Punkt 0) durch-
gefiihrt.

Abweichend hiervon wurden fiir den Kopplungsschritt (3. Schritt) die in Tabelle
9.13 aufgefiihrten Mengen an Kopplungsreagenzien eingesetzt. Das verwendete
PBP 2x* besaf3 eine Konzentration von 982 pg/ml, dies entspricht einer eingesetz-

ten Menge von 49 ug PBP 2x* pro Kopplungsansatz.

Tabelle 9.13: Angaben zu den PBP 2x*-Kopplungsansitzen

Ansatz A
Menge der Magnetpartikel 2 x 108 Partikel
PBP 2x* [ul] 50
Natriumphosphatpuffer [ul] 70
Ammoniumsulfatldsung [pl] 60
Endvolumen [ul] 180

Je Kopplungsansatz wurde eine Partikelmenge von 102 Partikel/ml erhalten. Der
Ansatz wurde unter leichtem Schwenken fiir 18 Stunden bei 4 °C inkubiert. An-
schliefRend wurden die Partikel durch magnetische Separation (4 min) von dem

Uberstand abgetrennt und wie unter Abschnitt 0 gewaschen.

Um eine Partikelkonzentration von 2 x 108 Partikel/ml zu erhalten, erfolgte an-
schliefRend die Verdiinnung der Magnetpartikel in PBS-Puffer. Diese Suspension
wurde arbeitstaglich mit PBS-Puffer 1:50 verdiinnt und diente als Arbeitssuspen-
sion. Es wurde eine Partikelsuspension mit einer Partikelmenge von 4 x 106 Parti-
kel/ml erhalten. Aus dieser Arbeitssuspension wurden die entsprechend Konzent-

ration fir die Entwicklung des Testverfahrens verdiinnt.

Bei Verwendung von 50 pl pro Assay entspricht dies einer absoluten

Partikelmenge von 2 x 105 (entspricht 49 ng PBP 2x*).
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9.4.5 Assaydurchfiihrung mittels PBP 2x*-Magnetpartikeln

Fiir die Uberpriifung des Testverfahrens wurde der Assay nach Abbildung 6.51
durchgefiihrt. Die Dig-Ampi-Verdiinnung betrug 1:10.000 (in PBS-Puffer). Anti-
Dig-Fap-Fragmente wurden mit einer Verdinnung von 1:1000 (in 1%iger
Caseinlosung) verwendet. Die Abtrennung tuberschiissiger Assaykomponenten
(z. B. Dig-Ampi) wurde mittels des Magneten durchgefiihrt (magnetische Tren-
nung). Nach jedem Waschschritt (PBS-Tween- und PBS-Puffer) wurde eine magne-
tische Trennung durchgefiihrt. Das Testrohrchen wurde hierfiir fiir 2 min in den
Magneten gestellt. Anschliefiend wurde durch Umkippen des Réhrchens, ohne die-
ses aus den Magneten zu nehmen, die iberschiissige Losung entfernt. Die Magnet-
partikel verblieben an der Rohrchen-Wandung. Beim folgenden Waschschritt
wurde die Wandung jeweils mit der entsprechenden Waschlésung gespiilt (kreis-

formig).

Zum anschliefdenden Resuspendieren der Partikel wurden verschiedene Techni-
ken getestet. Das Rohrchen wurde hierflir aus den Magneten genommen und je
nach Arbeitstechnik, a) nicht geschwenkt, b) leicht geschwenkt oder c) fiir 1 min
bei RT ins Ultaschallbad gestellt. Wahrend der magnetischen Trennung wurde als
weitere Technik anstatt des oben beschriebenen ,Abgiefens” der liberschiissigen
Losung, das ,Abpipettieren” der liberschiissigen Losung getestet. Das Testrohr-
chen verblieb wahrend des ,Abpipettierens” im Magneten. Das ,Abpipettieren”
wurde sehr vorsichtig durchgefiihrt, um ein Verlust an Magnetpartikeln zu ver-

meiden.
Folgende Leerwerte wurden betrachtet:
Leerwert ohne Zugabe von Dig-Ampi
Leerwert ohne Zugabe von Anti-Dig-Fap-Fragmenten

Es wurden statt 500 pl der entsprechenden Assaykomponente 500 pl PBS-Puffer

verwendet.
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Die resultierende Chemilumineszenz wurde nach Zugabe von 500 pl SuperSignal-

Losung nach genau 5 min gemessen. Wahrend der 5 min standen die Testsuspen-

sionen im Dunkeln.
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Tabelle 12.1: Experimenteller Versuchsplan und Responsewerte des Full Factorial Scree-

ning-Designs fiir den kolorimetrischen Assay

Tierart Gewebe Individuum Extinktion
1 2 3 4
Cube001a 1 Rind Muskel A 0.400
Cube001b 2 Rind Muskel A 0.4630
Cube001c 3 Rind Muskel A 0.3860
Cube002a 4 Schwein Muskel A 0.2730
Cube002b 5 Schwein Muskel A 0.2620
Cube002c 6 Schwein Muskel A 0.2810
Cube003a 7 Rind Niere A 0.7880
Cube003b 8 Rind Niere A 0.5470
Cube003c 9 Rind Niere A 0.5100
Cube004a 10 Schwein Niere A 0.4930
Cube004b 11 Schwein Niere A 0.5090
Cube004c 12 Schwein Niere A 0.5900
Cube005a 13 Rind Muskel B 0.3800
Cube005b 14 Rind Muskel B 0.3730
Cube005c 15 Rind Muskel B 0.4710
Cube006a 16 Schwein Muskel B 0.3200
Cube006b 17 Schwein Muskel B 0.3200
Cube006¢c 18 Schwein Muskel B 0.2440
Cube007a 19 Rind Niere B 0.6070
Cube007b 20 Rind Niere B 0.5670
Cube007c 21 Rind Niere B 0.5100
Cube008a 22 Schwein Niere B 0.5980
Cube008b 23 Schwein Niere B 0.5720
Cube008c 24 Schwein Niere B 0.5590
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Tabelle 12.2: Experimenteller Versuchsplan und Responsewerte des Full Factorial

Screening-Designs fiir den CL-Assay

Tierart Gewebe Individuum RLU
1 2 3 4
Cube001a 1 Rind Muskel A 1.5547e+05
Cube001b 2 Rind Muskel A 1.4141e+05
Cube001c 3 Rind Muskel A 1.6454e+05
Cube002a 4 Schwein Muskel A 1.2152e+05
Cube002b 5 Schwein Muskel A 1.3838e+05
Cube002c 6 Schwein Muskel A 1.2463e+05
Cube003a 7 Rind Niere A 2.0560e+05
Cube003b 8 Rind Niere A 2.0567e+05
Cube003c 9 Rind Niere A 2.2252e+05
Cube004a 10 Schwein Niere A 2.5344e+05
Cube004b 11 Schwein Niere A 2.2760e+05
Cube004c 12 Schwein Niere A 2.4097e+05
Cube005a 13 Rind Muskel B 1.8661e+05
Cube005b 14 Rind Muskel B 1.5617e+05
Cube005c 15 Rind Muskel B 1.5848e+05
Cube006a 16 Schwein Muskel B 2.3799e+05
Cube006b 17 Schwein Muskel B 1.6540e+05
Cube006¢ 18 Schwein Muskel B 1.2973e+05
Cube007a 19 Rind Niere B 2.1444e+05
Cube007b 20 Rind Niere B 1.8710e+05
Cube007c 21 Rind Niere B 3.1524e+05
Cube008a 22 Schwein Niere B 2.4509e+05
Cube008b 23 Schwein Niere B 4.1654e+05
Cube008c 24 Schwein Niere B 2.0701e+05
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Tabelle 12.3: Daten zur Uberpriifung des Geriteeinflusses auf den kolorimetrischen Assay

Extinktion-Leerwert

Fluostar BioRad
1 1,611 1,547
2 0,536 0,575
3 1,060 1,035
4 1,531 1,508
5 1,575 1,568
6 1,593 1,569
7 0,810 0,852
8 1,641 1,619
9 0,598 0,607
10 1,021 1,026
11 1,547 1,566
12 1,726 1,621
13 0,727 0,701
14 0,742 0,888
15 1,621 1,601
16 0,476 0,503
17 1,032 0,989
18 1,509 1,414
19 0,922 0,963
20 0,957 1,035
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Tabelle 12.4: Daten zur Uberpriifung des Bearbeitereinflusses auf den CL-Assay

Signal [RLU]
Niere Bearbeiter 1 | Bearbeiter 2
1 467205 499115
2 329735 480195
3 302600 420995
4 319430 358445
5 323475 357235
6 415910 259330
7 340385 463030
8 295035 468170
9 361365 498475
10 347185 420120
11 382100 355650
12 334730 330880
13 275650 515225
14 315495 523080
15 265305 381370
16 223770 341805
17 212945 372870
18 277575 260570
19 369570 216115
20 337795 477910
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Tabelle 12.5: Kalibrierkurven zur Bestimmung der NG und EG mittels kolorimetrischen

Assay
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Tabelle 12.6: Kalibrierkurven zur Bestimmung der NG und EG mittels CL-Assay
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Tabelle 12.7: Daten zu Blankwerten der Casein-Magnetpartikel (zu Abbildung 6.46)

Signal [RLU]

1x107 1x106 4x105 2x105 1x105

t [min] Beads Beads Beads Beads Beads
1 173736 4420 603 409 541
2 188980 3955 502 262 285
3 166551 3065 301 146 185
4 127114 2507 192 92 146
5 94412 1950 130 100 76
6 55989 1981 107 61 115
7 49601 1609 130 100 107
8 38469 1509 107 69 92
9 28799 1540 100 38 107
10 24146 1300 107 53 84
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Tabelle 12.8: Daten zum Zeitverlauf des CL-Signals mit Anti-Dig-F.,-gekoppelten Magnet-
partikeln (zu Abbildung 6.47)

t [min] Signal [RLU]
1x105 Partikel

300 pu

0,5 1466755
1 1497769
2 1544825
3 1574128
4 1586260
5 1447625
6 1433016
7 1419676
8 1409457
9 1407227
10 1398332
20 1020959
30 871121
60 728484
120 537994
220 391431
340 304009
360 285932






