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ABSTRACT

The recombinantly obtained Streptococcus pneumoniae penicillin-binding protein PBP 2x* has been
utilised to develop a novel microtiter plate assay for the detection and determination of penicillins and
cephalosporins in milk, honey, porcine, bovine, turkey and deer muscle tissue and egg. The major
advantage in using PBP 2x* is that only intact beta-lactams are detected and both, penicillins and
cephalosporins, can be screened within one assay.

In the assay, the receptor protein was immobilised to a microplate in the first step. To each sample a
bifunctional reagent synthesised for this assay was added, with ampicilin and digoxigenin as
functional groups (DIG-AMPI). The amount of bifunctional reagent, which was bound via its ampicillin
part to the receptor protein, decreased with increasing beta-lactam concentration in the sample. The
detection step used anti-digoxigenin F,, fragments marked with horseradish peroxidase. The more
bifunctional reagent was bound to the receptor protein, the more antibody fragments were bound via
the digoxigenin part of the reagent. A maximum colour development with hydrogen peroxide as
substrate for the peroxidase and tetramethylbenzidine as chromogen was achieved, when no beta-
lactam residues were present. Consequently, the colour development was reversely related to the
beta-lactam concentration in the sample.

The expression of PBP 2x* as recombinant protein in Escherichia coli and the following purification by
affinity chromatography were optimised to achieve high protein amounts.

Chemometric experimental design was used to optimise the assay procedure. A fractional factorial
design was created to detect effects and interactions of the assay parameters. For final optimisation of
the significant parameters a Box-Behnken design was used. As a result of the optimisation, operation
parameters could be selected, which allowed a low consumption of PBP 2x* as the most valuable
reagent, while keeping sensitivity at the necessary high level.

The assay has been developed for various food matrices to screen for residues of beta-lactam
antibiotics. Except cefalonium, all EU relevant beta-lactam antibiotics could be detected at
concentrations around their respective MRL. Cefalonium had a too low binding affinity to PBP 2x*, so
that the detection at its MRL was not possible. Matrix interferences could be eliminated by tenfold
dilution of raw milk, porcine and turkey muscle meat, honey and egg. The matrix effect observed with
raw milk could also be eliminated by a centrifugation step only. Matrix interferences caused by bovine
muscle tissue and albumen could only be partially reduced by a tenfold dilution. For the analysis of
deer muscle tissue a membrane filtration step was necessary prior to the dilution step. Samples of
albumen, bovine and deer muscle tissue needed matrix blank samples using the same microplate for
reliable beta-lactam identification.

A validation using the principles of EU decision 2002/657 was performed for benzylpenicillin,
ampicillin, cefquinome and cefoperazone in milk. The developed microplate assay satisfied the criteria
for specificity, reproducibility, precision and accuracy. CCa and CCp values were calculated. A set of 8
blind-fortified samples for each of the four beta-lactams was analysed. All blanks were correctly
identified and a very high accuracy for quantitative results was observed.

At the Federal Research Centre for Nutrition and Food (Institute for Hygiene and Food Safety) at the
location in Kiel the excretion of antibiotics (e.g. benzylpenicillin, ampicillin, cefquinome and
cefoperazone) in milk was studied. There, the residues were determined by high performance liquid
chromatography (HPLC) with UV detection and different screening methods. From these experiments
289 milk samples (with the four B-lactam antibiotics mentioned above) preserved by lyophilization
were available. With these samples and by comparison of the microtiter plate assay results and the
HPLC results obtained in Kiel the opportunity to use the microtiter plate assay as quantitative assay
(when the identity of the residual beta-lactam is known), the quantitative accuracy and the validity of
the developed microplate receptor assay were checked. No false positive reactions could be detected,
giving a diagnostic specificity of 100 %. No false negative samples could be observed as well.

In conclusion the results indicate that the assay has the potential to emerge into a screening assay for
routine use.
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Einleitung 1

1. Einleitung

In der landwirtschaftlichen Nutztierhaltung dienen Antibiotika zur Prophylaxe,
Metaphylaxe oder Therapie mikrobiell bedingter Erkrankungen und konnen
parenteral, oral, lokal, intramammar, etc. verabreicht werden. Haufige
Bestandsbehandlungen (Einsatz Uber Fltterungsarzneimittel), aber auch falsche
Dosierung, falsche Verabreichung oder Nichtbeachtung von Wartezeiten kénnen
jedoch zu Ruckstanden in Lebensmitteln tierischen Ursprungs flihren und stellen ein
beachtenswertes Problem dar. So konnen Antibiotika das Wachstum von
Starterkulturen inhibieren, die menschliche Darmflora beeinflussen und bei

penicillinsensiblen Menschen zu allergischen Reaktionen fuhren [1].

FUr den freien Warenverkehr und zum Schutz der o6ffentlichen Gesundheit sind
deshalb innerhalb der Europaischen Union (EU) alle Mitgliedsstaaten durch die
Verordnung 2377/90/EWG verpflichtet, die Einhaltung von Rickstandshéchstmengen
(MRL = engl. maximum residue limit) fur alle auf dem Markt befindlichen wirksamen
Bestandteilen von Tierarzneimitteln in essbaren Geweben und anderen Produkten
tierischen Ursprungs zu gewahrleisten [2]. Rickstande in tierischen Lebensmitteln,
die unterhalb dieser MRL liegen, stellen keine Gefahr fur die menschliche
Gesundheit dar. Um einen hohen Grad an Sicherheit sowohl fir den Anwender von
Tierarzneimitteln als auch flr den Verbraucher zu garantieren, dass die MRL-Werte
in Geweben und tierischen Produkten nicht Uberschritten werden, wurden so
genannte Wartezeiten eingefuhrt. Die Wartezeit stellt den Zeitraum dar, der zwischen
der letzten bestimmungsgemaen Anwendung und dem Zeitpunkt der
Lebensmittelgewinnung (z.B. Schlachtung) liegt [3]. Jedoch garantiert nur die
Kontrolle der Einhaltung von Wartezeiten und der MRL einen verlasslichen
Verbraucherschutz. Eine systematische Uberwachung wird durch die Richtlinie
96/23/EG Uber die Untersuchung von Tieren und frischem Fleisch erreicht. Diese
Richtlinie stellt die Grundlage des Nationalen Ruckstandskontrollplanes dar. Dieser
ist durch das Lebensmittelrecht, Fleischhygienerecht und Gefllugelfleisch-
hygienerecht im nationalen Recht verankert und wird im Rahmen der amtlichen
Lebensmittel- und Veterinariberwachung durchgefiihrt. Eigenkontrollen fuhrt die

Lebensmittelindustrie im Rahmen der Qualitatssicherung durch. So stellen Antibiotika
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zum Beispiel in der Milchindustrie ein Problem dar, weil sie das Wachstum der
Starterkulturen inhibieren.

So bendtigen sowohl amtliche und kommerzielle Untersuchungseinrichtungen als
auch die Lebensmittelindustrie  schnelle, empfindliche und validierte
Untersuchungsmethoden. Zum Screening auf Antibiotikarlickstande werden dabei
meistens mikrobiologische, immunchemische und biochemische Testsysteme
verwendet, wobei zur Identifizierung und Quantifizierung chemisch-physikalische

Methoden zum Einsatz kommen.

In dieser Dissertation lag der Schwerpunkt auf der Entwicklung, Optimierung und
Validierung eines rezeptorproteingestitzten Mikrotiterplattentests zum Screening auf
B-Lactam-Antibiotika in Milch und anderen Matrices. Weiterhin wurden die daflr
bendtigten biomolekularen Erkennungspartner isoliert und synthetisiert.

FUr den Nachweis wurde das Penicillin-bindende Protein PBP 2x* verwendet, das
schon bei der Entwicklung eines Biosensor-Assays auf Basis der Oberflachen-

Plasmon-Resonanz verwendet worden ist [4].
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2. Penicilline und Cephalosporine

Der Begriff Penicillin wurde 1929 durch Alexander Fleming gepragt und steht fur die
antibakterielle Substanz, die von verschiedenen Schimmelpilzen, z. B. Penicillium
notatum, gebildet wird und gegenuber Staphylokokken antimikrobielle Wirkung zeigte
[5]. Die Gruppe um Chain und Florey begann 10 Jahre nach der Entdeckung
Flemings mit der systematischen Erforschung und der Isolation von Benzylpenicillin
(Penicillin G) [6]. Sehr schnell fand dann das Antibiotikum Einzug in die Human-,
aber auch Veterinarmedizin. So fand 1946 die MarkteinfUhrung des
Penicillinwundpuders statt.

Vergleichbar mit der Entdeckung des Penicilins war die Entdeckung des
Cephalosporins. Die Cephalosporine N, G und C wurden 1945 von Giuseppe Brotzu
entdeckt. Dieser entdeckte, dass durch den von ihm isolierten Pilz aus einer
Seewasserprobe ebenfalls Extrakte gewonnen werden konnten, die antimikrobielle
Wirkung zeigten. Da diese nun entgegen dem Penicillin ein erweitertes
Wirkungsspektrum aufwiesen und auch gegen gram-negative Keime wirksam waren,
wurde die Antibiotikaklasse der Cephalosporine entwickelt [7].

Bei der Behandlung von Nutztieren in der Landwirtschaft sind die 8-Lactame neben
den Tetracyclinen und Makroliden die bedeutendste Gruppe, wobei bei den
B-Lactamen heutzutage die Penicilline eine weitaus grofere Rolle spielen als die

Cephalosporine [8].

2.1 Strukturen und Reaktivitat der 8-Lactam-Antibiotika

Die B-Lactam-Antibiotika lassen sich in unterschiedliche Klassen, wie zum Beispiel in
Penicilline und Cephalosporine, unterteilen. Allen Klassen ist ein Strukturmerkmal
gemeinsam — der B-Lactam-Ring. Dieser wurde 1945 zum ersten Mal als Bestandteil
von Benzylpenicillin rontgenspektroskopisch nachgewiesen [9]. Im Allgemeinen ist
Uber das Stickstoffatom und das angrenzende C-Atom am B-Lactam-Ring ein
Ringsystem (funf- oder sechsgliedrig) ankondensiert. Eine Ausnahme bilden hierbei
nur die monocyclischen B-Lactame, auf die hier nicht weiter eingegangen werden
soll. Die Aktivitat und das antibakterielle Spektrum der B-Lactame werden dabei

durch die physikochemischen Eigenschaften bestimmt. Die Wirksamkeit gegentber
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gram-positiven Bakterien wird durch eine erhohte Lipophilie, gegen gram-negative
Bakterien durch Erhdhung der Hydrophilie (Penetration durch die wassergefullten
Porine) erreicht. Eine Erhdhung der Saurestabilitat kann durch elektronenziehende
Substituenten erzielt werden (Phenoxypenicillin), eine erhdhte 3-Lactamase-Stabilitat
durch  EinfUhrung eines phenylsubstituierten Isoxazolringes und eines
Methoxysubstituenten am B-Lactamring, woraus eine sterische Hinderung resultiert

und es damit zu einer Blockierung des Angriffs der 8-Lactamasen kommt [10].

H,N H H
/,/:‘\IH NJ /,/j'\'l/\) \)\
(@) H @)
HO
R-Lactam-Ring Thiazolidin-Ring Penam 6-Aminopenicillansaure
HN HH
e )ﬁf
Dihydrothiazin-Ring Cephem 7-Aminocephalosporansaure
NH
HaG ° Q
OWC\H H H
OH
o N CH,OCOCH,
HO O

Cephalosporin C

Abbildung 1: Grundstrukturen der Penicilline und Cephalosporine

2.1.1. Penicilline

In der EU sind zurzeit 9 verschiedene Penicilline zur Behandlung von lebensmittel-
liefernden Tieren zugelassen. In Tabelle 1 sind die Penicilline, ihre Klassifizierung
und Anwendungsgebiete sowie die letzte Anderungsverordnung zur MRL-Festlegung

des jeweiligen Penicilllins dargestellt.
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Struktur Klassifizierung Anwendung MRL- VO*
o Monobasisches
Benzylpenicillin @ﬁz CNﬁs ) Penicilllin; Mastitis, akute [11]
(Penicillin G) o N\2\ naturliches Infektionen
e Penicillin
Ph thl QO o Monobasisches akute
enoxymethyl-
y Y N Penicilllin; Infektionen; [12]
penicillin S o S
. N\)\ natirliches nicht fur Rinder
(Penicillin V) 0 . -
Ho/io Penicillin zugelassen
O Monobasisches
T Penicilllin; [13]
N s Mastitis
Nafcillin j;y’\)\ penicillinasefestes
OEt N
0 L Penicillin
—0
HO
,\\IHZ H A h
e mphoteres
@ﬁ i Nﬁs ) - Mastitis, akute [11]
i ' enicilllin;
Ampicillin . N\‘2\ | n Infektionen
=0 Aminopenicillin
HO
.
HO@‘?T?*H Amphoteres Mastitis, akut [11]
I ) astitis, akute
Amoxicillin H O j;D\ Penicilllin: .
o ! _ . Infektionen
=0 Aminopenicillin
HO
CH, —
o) o Isoxazolylpenicilllin; [11]
N W TH - ..
Cloxacillin N, ~—C-N s penicillinasefestes Mastitis
o j;lQ\ Penicillin
o \
/=0
HO
CH,
N/o\ \ ‘OCLH Isoxazolylpenicilllin; 3y [11]
Dicloxacillin | © j;rs penicillinasefestes Mastitis
NJ\ -
¢ o \ Penicillin
/=0
HO
CH,
SS9 | lylpenicilllin; 11
N\\ Y soxazolylpenicilllin; 3y [11]
Oxacillin j;rs penicillinasefestes Mastitis
NJ\ .
0 o Penicillin
HO

Tabelle 1: In der EU fir lebensmittelliefernde Tiere zugelassene Penicilline sowie ihre Klassifi-
zierung und Anwendungsgebiete; *letzte Anderungsverordnung zur MRL-Festlegung
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Wie die Strukturen der Penicilline erkennen lassen, gehoren die Penicilline zu den
Carbonsauren. |hr Grundkdrper (Abbildung 1) besteht aus einem Kondensations-
produkt aus R-Lactam- und Thiazolidin-Ring, dem Penam [14]. Aulier zwei
Penicillinen (Benzylpenicillin und Phenoxymethylpenicillin) werden alle anderen
Penicilline semisynthetisch hergestellt. Die Synthese erfolgt ausgehend von der
6-Aminopenicillansaure (6-APA), die wiederum enzymatisch aus Benzylpenicillin
oder Phenoxymethylpenicillin gewonnen wird [15], durch Anknupfung der
entsprechenden Seitenketten an deren Aminogruppe [16,17]. Wichtig ist dabei, dass
von den acht moglichen stereoisomeren Formen nur die 3S,5R,6R-Konfiguration

gebildet wird, da nur diese antibakteriell wirksam ist [14].

2.1.2. Cephalosporine

Im Gegensatz zu den Penicillinen enthalten die Cephalosporine statt des Thiazolidin-
Ringes einen Dihydrothiazin-Ring. Der daraus resultierende Grundkorper ist das
Cephem. AuRerdem werden alle Cephalosporine ausgehend von Benzylpenicillin
oder Phenoxymethylpenicillin durch Ringerweiterung bzw. durch Modifikation der
7-Aminocephalosporansaure semisynthetisch hergestellt [16,18]. Die 7-Amino-
cephalosporansaure wird wiederum enzymatisch aus Cephalosporin C synthetisiert
[19]. Die Grundstrukturen der Cephalosporine sowie das Cephalosporin C sind in
Abbildung 1 dargestellit.

Tabelle 2 zeigt die in der EU zur Behandlung von lebensmittelliefernden Tieren
zugelassenen Cephalosporine, sowie ihrer Einteilung in vier verschiedene Klassen,
ihre Anwendungsgebiete und die letzte Anderungsverordnung zur MRL-Festlegung

des jeweiligen Cephalosporins.
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o}
HzN/Q\rC\H HOH Generation 4 Mastitis,
N

Cefquinom N, e j;( - akute 26]
(Gegenion: Sulfat) N A ﬁ/ .
o 2 Infektionen
HO—=0
S o
HZN/QNLC\H H H
, AN T , akute
Ceftiofur “OMe s Generation 3 [27]
7 N I o Infektionen
HO—=0
L) 3 |
Desfuroyl- NN O Metabolit
ceftiofur N\OMe N s Generation 3 des [27]
0o k Ceftiofurs
HO—=0

Tabelle 2: In der EU fur lebensmittelliefernde Tiere zugelassene Cephalosporine (alphabetisch
geordnet) sowie ihre Klassifizierung und Anwendungsgebiete; * letzte Anderungsverordnung
zur MRL-Festlegung

Die Generation 1 (Narrow-Spectrum) stellt dabei die Klasse der Cephalosporine dar,
die hauptsachlich gegen gram-positive Bakterien wirksam sind und in den 60er und
70er Jahren eingefuhrt wurden. Die zweite Generation (Expanded-Spectrum) wurde
dann Ende der 70er Jahre eingefuhrt und zeigt eine erhohte B-Lactamaseresistenz
sowie ein breiteres Wirkungsspektrum. Fur die Veterinarmedizin ist jedoch zurzeit
kein Cephalosporin der zweiten Generation zugelassen. Anfang der 80er Jahre
folgten dann die Cephalosporine der 3. Generation (Broad-Spectrum), die sich durch
eine erhOohte Wirksamkeit gegen gram-negative Bakterien auszeichneten. Die
verbesserte Wirksamkeit gegen gram-negative Bakterien ging jedoch zu Lasten der
Wirksamkeit gegen gram-positive Bakterien. Die neuesten Vertreter sind die
Cephalosporine der 4. Generation (Extended-Spectrum), deren [(-Lactamase-
Resistenz und Wirksamkeit gegenuber gram-negativen Bakterien im Gegensatz zu
den Cephalosporinen der 3. Generation noch erhoht ist [28].
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2.1.3. Reaktivitat der Penicilline und Cephalosporine

Bei allen 3-Lactam-Antibiotika erfolgt bei chemischen und biochemischen Vorgangen
die Offnung des B-Lactam-Ringes (Abbildung 2 a, b). Der gedffnete B-Lactam-Ring
fuhrt jedoch zu einer biologischen Inaktivierung der -Lactame, da die Acylierung der
Enzyme, die die bakterielle Zellwandsynthese katalysieren, einen intakten B-Lactam-
Ring erfordert. Auch eine Bindung der [-Lactame an Proteine (Abbildung 2 c, d)
kann erfolgen. Das resultierende Protein-Konjugat kann als Immunogen wirken und
bei sensibilisierten Personen eine Allergie auslosen. Abbildung 2 zeigt die oben

beschriebenen unterschiedlichen Ringoffnungsreaktionen.

et S S
Z_[ ° ~CH, T S\ cH X_fs CH
& 3 - 3
HN — N/ " v HN— /"
COOH COOH / COOH
3-Lactamase-Serin Protein-Lysin
| ? [N 0
o R—C— R—C—
I H CH,
R—C— z
C~N s A\ HN—/ “cH ; HN
—-CH, 0" oH 8
HN— “cH, COOH COOH
o OH COOH l Enzym-Serin l
weitere Abbauprodukte weitere Abbauprodukte

Abbildung 2: Ringéffnungsreaktionen am Beispiel der Penicilline (modifiziert nach [29]). (a):
Enzymatische Hydrolyse, z. B. durch B-Lactamasen flhrt zur Bildung von Penicilloinsduren; (b):
Chemische Hydrolyse fuhrt ebenfalls zur Bildung von Penicilloinsaduren; (c): Acylierung bakterieller
Enzyme, auf der die antibakterielle Wirkung der B-Lactame beruht; (d): Bindung an Proteine, die im
menschlichen Organismus zu einer allergischen Reaktion fiihren kann

Die Ringoéffnung erfolgt unter basischen, neutralen sowie sauren Bedingungen
[29,30]. Zudem zeigen die B-Lactam-Antibiotika eine erhdhte Reaktivitat gegenlber
Nucleophilen wie Zuckern, primaren und sekundaren Aminen, Thiolen und
Zuckeralkoholen [31,32]. Auch kann ein verstarkter Abbau bei der Gewinnung,
Herstellung und Lagerung von Lebensmitteln stattfinden. Deshalb ist insbesondere
bei der Probenaufarbeitung und der Durchfihrung von Analysen vorsichtig

vorzugehen, damit keine Abbaureaktionen vor und wahrend der Analyse ablaufen
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[33,34]. Dabei verhalten sich Penicilline und Cephalosporine im basischen sowie im
sauren Milieu sehr ahnlich [35]. Die Reaktion von Penicillinen und Cephalosporinen
mit Nucleophilen stellt auch die Grundlage fur die antibakterielle Wirkung der
B-Lactame, die unter 2.2 beschrieben wird, dar. Statt der Hydroxid-lonen bei
chemischen Abbaureaktionen greift die OH-Gruppe des Serins im aktiven Zentrum
der betreffenden bakteriellen Enzyme als Nucleophil an und fihrt zu der B-Lactam-
Ring6ffnung. Die Reaktion von Penicillinen und Cephalosporinen mit Nucleophilen ist
in Abbildung 3 dargestellt [29,31,36].

3 R s R s
X
e
I ﬂ
O/\*%\(;HZ—Q o=\, iE\LCHZ
HO™ O HO O
Nu

(b)

(

0] )

R—C—N R—C—N
A S >
O- N HN
o Nu
NuH  cooH COOH
9 y NuH Penicilloyl-Derivat
R—C—N
S
LX<
O
COOH
OH-
o) (0]
R—C—N R—C—N
s S
A ’
O——N jHN
\8< 0" oH
O ~ cooH COOH
- \H
Penicilloinséure \
OH- H
(0]
) 7 abt
HN HS—C—CH T
s 3
CH, + on T co; CH;
H,N HN
(6]
(0] 0 COOH
Penilloaldehyd Penicillamin R I _H Penamaldséure
___ HS
o HN
OH COOH
Penillosaure

Abbildung 3: Reaktion der Penicilline und Cephalosporine mit Nucleophilen (modifiziert nach
[31]). a: Abbau der Cephalosporine durch nucleophilen Angriff; b: Abbaureaktionen der Penicilline
durch nucleophilen Angriff.
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Auf die weiteren Reaktionsmoglichkeiten der B-Lactame im sauren Milieu soll hier
nicht naher eingegangen werden, sondern es sei auf die entsprechende Literatur
[35,37-40] verwiesen.

2.2 Wirkungsmechanismus

Die B-Lactam-Antibiotika hemmen die Zellwandsynthese, indem sie die
Transpeptidierungsreaktion, die zu der Quervernetzung zweier glycanverbundener
Peptidketten fuhrt, hemmt. Das Enzym Transpeptidase, das diesen Schritt
katalysiert, wird aufgrund der Eigenschaft, dass es ebenfalls als Angriffsort der
Penicilline dient, auch als penicillinbindendes Protein (PBP) bezeichnet. Binden die
PBP Penicilline, so findet die Transpeptidierung nicht statt, die Zellwandsynthese
lauft aber ungeachtet dessen weiter ab. Die entstandene neue Zellwand weist nun
keine Quervernetzung mehr auf und ist strukturell instabil, so dass es zur Ruptur und
Lyse der Zelle kommt. Das Verstandnis des molekularen Wirkungsmechanismus der
B-Lactame setzt jedoch ein detailliertes Verstandnis des Zellwandaufbaus und der

Mureinbiosynthese voraus.

2.2.1. Aufbau der bakteriellen Zellwand

Das naturliche Penicillin G zeigt in erster Linie Wirkung gegen grampositive Erreger,
da gramnegative Erreger undurchlassig fur den Wirkstoff sind. Einige der spater
entwickelten halbsynthetischen Penicilline sind jedoch auch gegen gramnegative
Bakterien wirksam, da die strukturellen Unterschiede in den N-Acylgruppen es ihnen
erlauben, die duRere Membran der gramnegativen Bakterien zu Uberwinden [14,41].

Die strukturellen Unterschiede der Zellwande grampositiver und gramnegativer

Bakterien werden im Folgenden weiter beschrieben.
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Die Zellwand grampositiver Bakterien bestent aus mehreren Schichten
Peptidoglykan (Murein), die der Cytoplasmamembran aufgelagert sind. Das Murein
macht den Hauptbestandteil (90 %) der Zellwand aus und ist fur Stoffe mit einem
Molekulargewicht kleiner 55.000 Da durchlassig. Die Peptidoglykanschicht ist
aulderdem von Teichonsauren, Proteinen und geringen Mengen Lipiden durchzogen
[42,43]. Bei den gramnegativen Bakterien ist diese Peptidoglykanschicht dinner und
macht nur 5 — 15 % der Zellwand aus. lhr ist eine weitere zweischichtige Membran
aufgelagert. Diese besteht aus Phospholipiden und Lipopolysacchariden [41].
Aulerdem ist diese mit Porinen durchsetzt, die eine Diffusion oder einen aktiven
Transport von niedermolekularen Stoffen mit einem Molekulargewicht kleiner 600 Da
in den periplasmatischen Raum zwischen aulderer und innerer Membran ermaoglichen
[44]. Ein weiterer Unterschied zwischen grampositiven und gramnegativen Bakterien
besteht zudem im unterschiedlichen Aufbau des Peptidoglykans. So entsteht bei
grampositiven Bakterien die Quervernetzung durch eine Interpeptidbricke. Die Arten
und Anzahl der Aminosauren unterscheiden sich dabei von Organismus zu
Organismus (Pentaglycin-Einheit bei Staphylococcus aureus). Bei gramnegativen
Bakterien entsteht dagegen eine direkte Quervernetzung durch das Anknlpfen des
Peptids der Aminogruppe der Diaminopimelinsaure an die Carboxylgruppe des
terminalen D-Alanins (Abbildung 4). Beiden gemeinsam ist die Grundstruktur der
einzelnen nebeneinander liegenden Peptidoglykanstrange, die durch die
Zuckerderivate N-Acetylglucosamin und N-Acetylmuraminsaure gebildet werden.
Diese sind durch Tetrapeptidquervernetzungen verknupft. Die eigentliche Festigkeit
kommt jedoch erst durch die oben beschriebenen zusatzlichen Quervernetzungen

zustande.
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Abbildung 4: Aufbau des Peptidoglykans [modifiziert nach 41]. G: N-Acetylglucosamin; M: N-
Acetylmuraminsaure; Ala: Alanin; Glu: Glutaminsaure; DAP: Diaminopimelinsaure; Glu-NH,: Glutamin;
Lys: Lysin; Gly: Glycin; (a) Bei gramnegativen Bakterien fehlt die Interpeptidbriicke (b) Pentaglycin-
briicke bei dem grampositiven Bakterium Staphylococcus aureus.

Bei der Bildung der Quervernetzung greifen nun die B-Lactame ein, da sie die

Murein-Biosynthese storen.
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2.2.2. Ablauf der Murein-Biosynthese

Die VergroRerung einer in sich geschlossenen Struktur erfordert nicht nur die
Kniipfung von Bindungen, sondern auch die Offnung bestehender Bindungen, damit
neues Material in das bestehende Mureinnetz inseriert werden kann. Deshalb sind
an der Biosynthese des Mureins nicht nur Mureinsynthasen wie Transpeptidasen und
Transglycosydasen beteiligt, die die neue Mureinvernetzung bilden, sondern auch
Mureinhydrolasen wie lytische Transglycosylasen, Endopeptidasen und Amidasen,

die die kovalenten Bindungen im Murein aufschneiden (Abbildung 5).

DAP
I
D-Glu
Transglycosidase |
n L-Ala Lysozym
OO O OO-®-
| |
L-Ala L-Ala
b (|3| Transpeptidase | D,D-carboxy-
P D-Glu peptidasen  D-Ala
| < | — ™A DAl
DAP D-Ala DAP D-Ala
| | | |
D-Ala DTP D-Ala DTP
Endopeptidase D-Glu D-Glu
I
L-Ala L-Ala
I I
O-O-©O-®W-O-W= ©-®
I
L-Ala
I
D-Glu
DAP
I
D-Ala

Abbildung 5: Angriffsorte, der an der Murein-Biosynthese beteiligten Enzyme (modifiziert nach
[45]) G: N-Acetylglucosamin; M: N-Acetylmuraminsaure; Ala: Alanin; Glu: Glutaminsaure; DAP:
Diaminopimelinsaure

Die Bindungso6ffnung und die Insertion neuen Materials missen sehr gut koordiniert
sein, da die Stabilitat des Mureinsacculus aufrechterhalten werden muss, um dem

osmotischen Druck standzuhalten.



Theoretische Grundlagen 15

Die Mureinbiosynthese lauft dabei in zwei Schritten ab, wobei die terminalen
Reaktionen, wie die Polymerisation zu Polysaccharidstrangen und der Einbau in die

Zellwand an der AulRenseite der Cytoplasmamembran stattfinden.

Ein im Cytoplasma gebildetes UDP-gebundenes N-Acetylmuraminsaure-Pentapeptid
wird auf das lipophile Tragermolekll Undecaprenoylphosphat (Bactoprenol)
ubertragen und dabei das Lipid | gebildet. Nach Bindung an die Zellmembran unter
Bildung von Lipid II und Verknipfung mit N-Acetylglucosamid wird dann das
Tragermolekul abgespalten [46-49]. An der Membranaullenseite katalysieren die
Glykosyltransferasen die Synthese des Glykanstranges aus den Lipid-lI-Molekulen.

Die Quervernetzung erfolgt durch Transpeptidasen.

Nach dem ,3-fur-1“-Modell von Holtje werden drei neue quervernetzte Glykanstrange
unter die bereits existierende Mureinschicht gehangt und anschlieBend in die
bestehende Schicht eingezogen. Die Anheftung erfolgt Uber eine Transpeptidierung
an bestehende dimere Quervernetzung einer Zuckerkette, dem Andockstrang. Das
von Holtje postulierte Modell des Holoenzyms erklart dabei sehr gut die Koordination
der synthetischen und hydrolytischen Aktivitaten. So gleitet das postulierte
Holoenzym am Andockstrang entlang, wobei durch die am Kopf befindlichen
synthetisierenden Enzyme das Murein-Triplett eingebaut und direkt im Anschluss der

Andockstrang abgebaut wird [50].

Mit diesem Modell lasst sich auch die Lyse von Zellen in Gegenwart von
B-Lactam-Antibiotika erklaren. Die B-Lactame hemmen die Transpeptidierungs-
reaktion. Dies fuhrt dazu, dass das Holoenzym am Andockstrang entlang gleitet,
ohne neues Material zu inserieren. Die Mureinhydrolasen sind jedoch weiterhin aktiv
und bauen den Andockstrang weiter ab, so dass die Struktur des Mureins
destabilisiert wird und es zur Lyse der Zelle kommt. Fur eine detailliertere Darstellung

der Mureinbiosynthsese sei auf die weiterfuhrende Literatur [42,46,51-53] verwiesen.
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2.2.3. D,D-Transpeptidasen

Wie bereits in 2.2.2 erwahnt, werden Transpeptidasen bendtigt, um die
Quervernetzung des Mureins zu bewerkstelligen. Bis 1965 war jedoch nicht klar, wie
die antibakterielle Wirkung der B-Lactame und ihr Einfluss auf die D,D-
Transpeptidasen erklart werden kénnte. Dass -Lactame das natlrliche Substrat der
D,D-Transpeptidasen und D,D-Carboxypeptidasen imitieren, postulierten als erste
Tipper und Strominger [53]. Das naturliche Substrat der D,D-Peptidasen ist das
D-Alanyl-D-Alanin. Werden die Strukturen miteinander verglichen (Abbildung 6), so
zeigt sich die groRe strukturelle Ahnlichkeit der beiden Verbindungen.

Zusétzlich zu der strukturellen Ahnlichkeit kommt bei Benzylpenicillin noch eine

vergleichbare elektrostatische Oberflache hinzu [54,55].

CHs CH,

7¢Ai \/N%K/A .

Abbildung 6: Strukturvergleich der D-Alanyl-D-Alanin-Sequenz (rechts) mit Penicillin (links).
Die roten Pfeile markieren die Bindungen, die durch die PBP gespalten werden (modifiziert nach [14])

Bei Abwesenheit von 3-Lactam-Antibiotika wird bei der Quervernetzung des Mureins
der terminale D-Alanin-Rest der Pentapeptidkette abgespalten, wobei es zu einer
Esterbindung mit der OH-Gruppe eines Serin-Restes im aktiven Zentrum der
D,D-Transpeptidase kommt. Ein nucleophiler Angriff auf den Carbonyl-Kohlenstoff
des Serinesters durch eine freie Aminogruppe, stammend aus einer benachbarten
Peptidkette, eines L-Lysin-Rest oder meso-Diaminopimelinsaure-Rest, folgt in einem
zweiten Schritt. Nach der Amidbildung wird das Enzym wieder freigesetzt [56-58].
Der Grad der Quervernetzung des Mureins kann zudem durch Carboxypeptidasen
reguliert werden, indem von einigen Peptidketten nur der terminale D-Alanin-Rest

abgetrennt wird [36].

Bei Anwesenheit von B-Lactam-Antibiotika greifen diese nun in die

Quervernetzungsreaktion ein. Analog zum naturlichen Substrat greift die OH-Gruppe
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des Serin-Restes der D,D-Transpeptidase den Carbonyl-Kohlenstoff der
Amidbindung des B-Lactam-Ringes an. Das daraus resultierende Penicilloyl- oder
Cephalosporyl-Enzym-Konjugat ist jedoch sehr stabil, da das gebundene B-Lactam
den Zugang von Akzeptor-Molekiilen sterisch verhindert, so dass eine Ubertragung
der gebundenen (-Lactame auf eine Aminogruppe eines Akzeptor-Peptids nicht
stattfinden kann. Gebundene B-Lactame konnen lediglich durch Wassermolekule
abgebaut werden, da diese Zugang zum aktiven Zentrum haben und als Nucleophil
mit dem Carbonylkohlenstoff des Serinester reagieren kénnen (siehe Abbildung 7),

so dass es zu einer Hydrolyse der Serinesterbindung kommt.

/
HZO>/ HO \/\ 2
0 H
s 15 o~ HS ' cH
0 oM 4+ Eseron RTCTN W
HN CH, + N CH; + E-Ser-OH
o:f

C=0 =0
HO OH HO

Abbildung 7: Inhibierung der DD-Transpeptidasen durch B-Lactame. Bei der Acylierung der PBP
durch Penicillin bilden sich Penicilloyl-Enzym-Konjugate. Je nach Enzym entstehen Penicilloinsauren
(linker Reaktionsweg) oder die Penicillinspaltprodukte N-Acyl-Glycin-Derivate und N-Formyl-D-
Penicillamin [58,59]

Die Halbwertszeiten fur ein Penicilloyl- oder Cephalosporyl-Enzym-Konjugat
betragen je nach Enzym oder B-Lactam wenige Minuten bis zu mehreren Tagen.
Letztendlich fuhrt die Inhibierung der D,D-Transpeptidasen zur Lyse der Zelle. Die
B-Lactame hemmen ebenfalls die D,D-Carboxypeptidasen auf die beschriebene
Weise. Fur die antibakterielle Wirkung ist diese Reaktion jedoch von untergeordneter
Bedeutung [60-62].
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2.3 Penicillin-bindende Proteine (PBP)

Alle Peptidasen der Mureinbiosynthese, die in der Lage sind Penicilline und andere
B-Lactam-Antibiotika kovalent zu binden werden aufgrund dieser Eigenschaft als
Penicillin-bindende  Proteine  (PBP)  bezeichnet.  Grundsatzlich  werden
hochmolekulare und niedermolekulare PBP unterschieden. Zu den hochmolekularen
PBP (HMW PBP) gehdéren das PBP 1, PBP 2 und PBP 3, die auch bei der
Mureinbiosynthese von zentraler Bedeutung sind. PBP 2 ist dabei fur das
Langenwachstum essentiell, PBP 3 bei der Zellteilung [50,63]. Die Nummerierung
erfolgt dabei nach absteigendem Molekulargewicht (PBP 1 100 kDa, PBP 2 80 kDa,
etc.) [58]. Sind mehrere PBP mit einem vergleichbaren Molekulargewicht in einem
Bakterium vorhanden, so werden die PBP zusatzlich mit einem Buchstaben
versehen (z.B. PBP 2a oder PBP 2x). Eine weitere Unterteilung der PBP erfolgt in
die Gruppe der PBP mit D,D-Carboxypeptidase-Aktivitat und gelegentlicher D,D-
Endopeptidase-Aktivitat. Zu dieser Gruppe gehdéren vor allem PBP mit einem
niedrigen Molekulargewicht. Die andere Gruppe ist die Gruppe der PBP mit D,D-
Transpeptidase-Aktivitat. Hierzu gehéren die HMW PBP. Diese Gruppe wird dann
noch in die Untergruppen HMW PBP der Klasse A und B eingeteilt. Die Klasse A
HMW PBP besitzen neben der D,D-Transpeptidase-Aktivitdt auch Glykosyltrans-
ferase-Aktivitat und agieren als Mureinpolymerasen. Die Klasse B HMW PBP
besitzen ausschlieBlich eine D,D-Transpeptidase-Aktivitat [47,56,64].

PBP gehdren nach Goffin und Ghuysen [36] zur Gruppe der Serin-x-x-Lysin-
Acyltransferasen, wobei x jeweils fur eine variable Aminosaure steht. Die drei
konservierten Aminosauresequenzen (werden als Motive bezeichnet) sind in den
meisten PBP vorhanden. Die drei Motive sind das Serin-x-x-Lysin (SxxK, Motiv 1),
das Serin-x-Asparagin (SxN, Motiv 2) und Lysin-Threonin-Glycin (KTG, Motiv 3). In
der Primarstruktur liegen diese in der aufgefuhrten Reihenfolge vor und bilden bei
der Proteinfaltung die katalytisch aktive Kavitat, die in Abbildung 8 fur das in dieser

Arbeit verwendete PBP 2x* dargestellt ist.
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Abbildung 8: Darstellung der Proteinbindetasche des PBP 2x* mit Cefuroxime als Ligand. Der
weille Kreis schlie3t das Serin, an welches das 3-Lactam gebunden wird, und das Sauerstoffatom des
gedffneten B-Lactam-Ringes ein.

(Darstellung der Atome des Liganden: C - grin, O — rot, N — blau, S — gelb; chemische Eigenschaften
der Oberflachenpunkte: Akzeptor- sowie Donoreigenschaften — griin, Akzeptor — rot, aliphatisch —
weild, Donor — blau, aromatische 1 — orange; rote Sternchen — Wasser, Serinreste — grau, bei den
AS sind die C — gelb). Die verwendete Proteinbindetasche stammt aus der Datenbank CAVBASE [65]
PDB-Code: 1QMF

Fir die Interaktion mit dem natirlichen Substrat bzw. der 8-Lactam-Antibiotika sowie
fur die enzymatische Aktivitat ist das Serin im Motiv 1 verantwortlich, was durch

spezifische Mutationen im aktiven Zentrum gezeigt werden konnte [66-68].

Unterschiedliche PBP besitzen auch unterschiedliche Affinitdten gegenliber den
verschiedenen B-Lactam-Antibiotika, was durch die Betrachtung des ky/K-Wertes
deutlich wird [69-77]. Dieser Wert wird aus der kinetischen Reaktion zwischen PBP
und B-Lactamen bestimmt. Die allgemeine Reaktionsgleichung lautet wie folgt
[78,79]:

K ko ks
E+S ——~ ES —> E-S —> E+P
H,O

K ist dabei die Dissoziationskonstante in mol I'1, die die reversible Reaktion des
Enzyms PBP (E) und des Substrates (S) (hier: B-Lactam) zu dem Komplex ES

beschreibt. Die Acylierung des PBP findet in einem zweiten Reaktionsschritt statt.
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Es resultiert ein PBP-B-Lactam-Konjugat (E-S), dessen Bildung durch die
Geschwindigkeitskonstante k; [s"] beschrieben wird. Wie gut ein B-Lactam-
Antibiotikum ein PBP inhibiert, beschreibt die Konstante ko/K [l mol” s™']. Je groRer
diese Konstante ist, desto effizienter wird ein PBP durch das entsprechende
B-Lactam inhibiert. Fur diese Konstante liegen die Werte in einem Bereich zwischen
200 — 100.000 I mol™s™ [70,71,76,77]. Die groRe Stabilitit der PBP-B-Lactam-
Konjugate beruht jedoch auf den sehr niedrigen Werten fur ks, die in einer

GroRenordnung von 10 s™ und niedriger liegen [80].

Das in dieser Arbeit verwendete PBP 2x* gehort zu den HMW PBP der Klasse B und
zeigt hohe Affinitaten zu verschiedenen B-Lactam-Antibiotika. In Tabelle 3 sind die in
der Literatur [74,75] zu findenden Konstanten ky/K von PBP 2x* fir die in der EU
veterinarmedizinisch relevanten 3-Lactam-Antibiotika aufgefuhrt.

B-Lactam ko/K [M' s7]
Benzylpenicillin 58.000
Ampicillin 67.000
Oxacillin 21.000
Cefalexin 1.400

Tabelle 3: ko/K-Werte von PBP 2x* fiir veterinarmedizinisch relevante R-Lactam-Antibiotika

2.3.1. Plasmid pGEX-tet-PBP 2x*

Das Plasmid pGEX-tet-PBP 2x*, das fur die Expression des in dieser Arbeit
verwendeten PBP 2x* benétigt wurde, wurde im Arbeitskreis von Frau Prof.
Hakenbeck von Shawn Rachid hergestellt. Mittels PCR wurde das PBP 2x*-Gen aus
dem Plasmid pCG31 amplifiziert [81]. Dieses Plasmid codiert PBP 2x* als PBP 2x-
Derivat, welches das Transmembranpeptid (Aminosauren 19 — 48) nicht mehr
besitzt. Das PBP 2x*-Gen wurde zunachst in den Klonierungsvektor pGEM-T Easy
(Promega, Mannheim) ligiert. In einen modifizierten Expressionsvektor pGEX-6P-1
(Amersham Biosciences, Freiburg) wurde im Anschluss die korrekte DNA-Sequenz
kloniert (siehe Abbildung 9). pGEX steht dabei als Abkurzung fur ,plasmid for
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Glutathione-S-transferase-Expression® und tragt eine Klonierungsstelle MCS
(multiple cloning site). In diese Klonierungsstelle wurde der oben erwahnte
kodierende Genabschnitt eingefligt. Dadurch wird dieser an die DNA-Sequenz der
Glutathion-S-Transferase (GST) gekoppelt, die schon auf dem Plasmid vorhanden
ist. Bei einer Expression kommt es so zu der Bildung des Fusionsproteins aus PBP
2x* und GST, welches dann im Anschluss an die Expression mit einer PreScission™
Protease gespalten werden kann. Zusatzlich enthalt das Plasmid einen tac-Promoter
(Ptac) mit zugehodrigem laclGen (lacl) und einem Replikationsursprung
(PBR 322 ori). Der tac-Promoter ermdglicht dabei eine hohe mRNA-Produktion und
eine gute Steuerbarkeit der Expression des PBP 2x*. Dieser Promoter wird dabei
selektiv durch Isopropyl-R-D-thiogalactopyranosid (IPTG) aktiviert. Dabei bindet das
IPTG an das lac I-Repressorprotein und dieses verliert dadurch seine Affinitat fur den
tac-Promoter, so dass die RNA-Polymerase Zugang zum Promoter hat und das PBP-
Gen transkribiert. Das pBR 322 ori (ori = ,origin of replication®) ist eine Sequenz, die
von der DNA-Polymerase aus E.coli als Startpunkt flr die Replikation erkannt wird
und sicherstellt, dass das Plasmid unabhangig von der genomischen DNA im
Bakterium persistiert.

Ursprunglich enthielt das pGEX-6P-1-Derivat ebenfalls ein [-Lactamase-Gen, so
dass transformierte Klone mit Ampicillin selektiert werden konnten. Diese
Eigenschaft birgt jedoch das Risiko, dass bei der Expression Ampicillin und PBP ein
Konjugat bilden. Somit wurden bei der anschlieBenden Aufreinigung auch die
Konjugate, die keine weiteren 3-Lactame mehr binden kdnnen, isoliert werden. Damit
dieses vermieden werden kann, wurde die Tetracyclin-Resistenzkassette aus
pBR322 mit Oligonucleotiden, die PstI- und Notl-Enden enthielten, amplifiziert und in
das mit Pstl und Nofl verdaute pGEX-6P-1 geklont. Dadurch wurde das
B-Lactamase-Gen inaktiviert. Das resultierende Plasmid wurde als pGEX-tet-PBP
2x* bezeichnet und in Escherichia coli BL21 transformiert. Die Klone konnten Uber
einen tetracyclinhaltigen Nahrboden selektiert werden. Uber die Verwendung der
Tetracyclin-Resistenzkassette wurde das Problem der moéglichen PBP-Ampicillin-

Konjugate umgangen.
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Abbildung 9: Plasmid pGEX-tet-PBP 2x* (Die Zeichnung stammt aus dem Arbeitskreis von Prof.
Hakenbeck, Universitat Kaiserslautern)

2.4 Resistenzbildung

Laut DIN 58940-1 von 1995 ,wird ein Erreger als resistent bezeichnet, wenn die flr
ein entsprechendes Chemotherapeutikum ermittelte minimale Hemmkonzentration
(MHK) so hoch ist, dass bei Verwendung der zugelassenen Hochstdosierung ein
therapeutischer Erfolg nicht zu erwarten ist“. Bei Penicillinen und Cephalosporinen
fuhrte die sehr breite Anwendung sehr schnell zu der Entwicklung resistenter und
pathogener Bakterienstamme. Die Resistenz beruht dabei auf verschiedenen
genetischen und biochemischen Mechanismen. Die drei bedeutendsten

Mechanismen sollen im Folgenden erlautert werden [82-84].
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2.4.1. Zugangsbehinderung

Die Moglichkeit dieser Resistenzbildung ist lediglich bei gram-negativen Bakterien
moglich, da das Vorhandensein einer zweiten &uferen Membran eine
Diffusionsbarriere flr Antibiotika bedingt. Eine Resistenzmdoglichkeit, die sich
ausbilden kann, ist die Expression von mutierten bzw. der Verlust von Porinen in der
aulleren Membran. Auch eine vermehrte Expression von Efflux-Pumpen, die mit
unterschiedlicher Spezifitdt Antibiotika aus der Zelle heraus transportieren, konnte
beobachtet werden [85]. Eine erhohte Expression solcher Efflux-Pumpen bewirkt
jedoch nicht alleine die klinisch relevante B-Lactamresistenz. Dazu muss ein
Bakterium, welches schon eine B-Lactamase bildet, eine zusatzliche Mutation
erfahren, die dazu fuhrt, dass entweder die Porinexpression reduziert oder ein

Repressor, der die Pumpengenexpression steuert, inaktiviert wird [45].

2.4.2. Veranderung der Zielstruktur

Mutationen in den Genen fur Transpeptidasen und Carboxypeptidasen kdonnen eine
Affinitat far B-Lactam-Antibiotika und damit eine Konstante k,/K, die um den Faktor
3 - 1.000 kleiner ist, zur Folge haben [86-89]. Vor allem bei gram-positiven Bakterien
konnten diese Resistenzen beobachtet werden. So kann zum Beispiel die Resistenz
auf der Mutation chromosomal codierter PBP in der Nahe der konservierten Motive
oder auf der Produktion zusatzlicher PBP mit verringerter Affinitat gegenuber
B-Lactamen beruhen [90-98].

2.4.3. Inhibierung durch B-Lactamasen

Der wichtigste Mechanismus der Resistenzbildung ist jedoch die Bildung von
B-Lactamasen, welche fast zeitgleich mit dem Penicillin entdeckt wurden [99]. Diese
hydrolysieren enzymatisch den [(-Lactamring, welches zu der biologischen
Inaktivierung der B-Lactame fihrt [100]. Neben zinkabhangigen Enzymen erfolgt
jedoch die Uberwiegende Spaltung des B-Lactamrings durch Serin-B-Lactamasen
uber die Ausbildung eines Serinesters. Zuerst kommt es dabei zu einer Assoziation

von der B-Lactamase und dem B-Lactam. Die freie Hydroxylgruppe der Seitenkette
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eines Serins im aktiven Zentrum der B-Lactamase greift im Anschluss den
B-Lactamring an und es bildet sich ein kovalenter Acylester. Durch die Hydrolyse des
Esters werden die B-Lactamase und das nun inaktivierte B-Lactam wieder
freigesetzt. Eine Einteilung der B-Lactamasen erfolgt aufgrund von homologen
Sequenzen in der Primarstruktur in 4 Klassen (A-D) oder nach ihrer Funktionalitat in
4 Gruppen [80,101,102]. Die Einteilung in die 4 unterschiedlichen Gruppen soll hier
jedoch nicht weiter erlautert werden; es wird auf die entsprechende Literatur [102]
verwiesen. Die erwahnten zinkabhangigen B-Lactamasen gehdren dabei zur Klasse
B und konnen durch EDTA inhibiert werden, die Serin-B-Lactamasen bilden die
Klassen A, C und D und weisen dieselben drei konservierten Motive im aktiven
Zentrum wie die PBP auf. Auch hier findet die Bindung an das Motiv 1 statt, so dass
eine phylogenetische Verwandtschaft von PBP und B-Lactamasen vermutet wird
[56,103-106]. Die Effizienz B-Lactame umzusetzen ist bei B-Lactamasen jedoch
wesentlich héher (ks > 5.000 s™"; ko/K 108 I mol™ s7") [80,107].

2.5 B-Lactam-Riickstande in Lebensmitteln

Bei der Behandlung von Tieren mit Antiinfektiva zur Prophylaxe, Metaphylaxe oder
Therapie werden abhangig von der Applikationsart, der galenischen Zubereitung, der
Pharmakokinetik, etc. Ruckstande gebildet. Fur einen bestimmten Zeitraum
erreichen diese Ruckstande Konzentrationen in essbaren Geweben und tierischen
Produkten, die als gesundheitlich bedenklich angesehen werden. Deswegen ist es
wichtig, die Einsatzorte sowie die pharmakokinetischen Prozesse der

entsprechenden Antiinfektiva zu kennen [108].

2.5.1. Einsatz in der Veterindarmedizin

Da es keine Dokumentationspflicht in Deutschland und der EU fir den Verbrauch
und die Produktion von Veterinarantibiotika gibt, liegen auch keine Zahlen fir den
mengenmaligen Verbrauch an Veterinarantibiotika vor. Jedoch liegt vom BfT
(Bundesverband fur Tiergesundheit) eine Erhebung fur 2005 vor, in der der Anteil an

Antibiotika beim Verbrauch dargestellt ist.
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Abbildung 10: Verbrauch der Veterinararzneimittel fiir Nutz- und Haustiere in Deutschland 2005
(nach BfT, 2006)

Insgesamt wurden in Deutschland 784 Tonnen Antibiotika produziert, wobei eine
Abnahme beim Tetracyclineinsatz (35 t weniger als 2003) und ein deutlicher Anstieg
bei den B-Lactam-Antibiotika (44 t mehr im Vergleich zu 2003) verzeichnet wurde,
was bei den B-Lactamen wahrscheinlich auf den Preisverfall und dem dadurch
vermehrten Einsatz der Amoxicilline zurtickzufihren ist [109]. In der Veterinarmedizin
spielen die B-Lactame eine sehr wichtige Rolle, da sie bei Euterentzindungen,
bakteriellen Diarrhden, Klauenentzindungen, respiratorische Erkrankungen und
beim MMA-Syndrom (Mastitis, Metritis, Agalaktie) als Mittel der ersten Wahl
eingesetzt werden [110]. Das Milchvieh stellt das Hauptanwendungsgebiet dar,
wobei die B-Lactam-Antibiotika sehr haufig intramammar (direkte Injektion in den
Euter) verabreicht werden, so dass diese Wirkstoffe folglich direkt mit der Milch

ausgeschieden werden [111].

2.5.2. Ruckstandsbildung — Metabolisierung und Elimination

Die Bioverfugbarkeit von oral verabreichten Antibiotika ist einer der wichtigsten
Punkte bei der Betrachtung der RUckstandsbildung. Sie reicht von <20 %
(Benzylpenicillin) bis zu 75 % (Amoxicillin). So werden oral oder parenteral
verabreichte B-Lactame an Plasmaproteine gebunden und grofltenteils Uber die
Nieren ausgeschieden, wobei auch teilweise (10-55 % der verabreichten B-Lactam-
Dosis) eine Metabolisierung stattfindet. Die haufigsten Metabolisierungsformen sind

bei den Penicillinen die Metabolisierung zu Penicilloinsduren oder Penillosduren bzw.
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bei den Cephalosporinen die Metabolisierung zu Desacetylverbindungen und
Lactonen [112-116]. Die Art der Verabreichung wirkt sich auf die Eliminationskinetik
und damit auf die Wartezeit aus. Aber auch die langsame Wirkstofffreigabe aus den

verschiedenen galenischen Zubereitungen hat einen Einfluss auf Elimination [8].

2.5.3. Riickstandsbeurteilung — Toxizitat und allergenes Potential

Rein toxische Effekte spielen bei der Ruckstandsbeurteilung von B-Lactam-
Antibiotika keine Rolle, da sie im Allgemeinen sehr gut vertragen werden. Relevant
zur Beurteilung ist jedoch das allergene Potential. So kdnnen bei allen B-Lactam-
Antibiotika Uberempfindlichkeitsreaktionen auftreten. Dies kommt dadurch zustande,
da B-Lactame sich als Haptene verhalten und die Fahigkeit besitzen Proteine zu
acylieren, so dass als Folge ein Proteinamid entsteht. Dieses Proteinamid stellt dann
das eigentliche Antigen fir den Organismus dar und kann allergische Reaktionen
auslosen, wie Exantheme, hamolytische Anamie bis zum anaphylaktischen Schock
[8,108,117]. Bei den [-Lactamen sind die Penicilline die Hauptursache fur
Arzneimittelallergien. Grundsatzlich wirken sowohl Penicilline als auch ihre
Metaboliten als Haptene. Als Major-Determinante wird dabei der Penicilloylrest
bezeichnet, wobei ,Major* auf die Haufigkeit der Antikorperbildung fur dieses Hapten
hinweist, nicht jedoch auf die Schwere der allergischen Reaktion. Die
Cephalosporine kdnnen auch Allergien ausldésen, doch liegt ihre Inzidenz niedriger
und die exakten chemischen Strukturen der Antigendeterminanten sind noch nicht
bekannt, da die komplexe Fragmentierung beide Ringsysteme betrifft und somit

mehrere Spalt- und Abbauprodukte resultieren [118].
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Abbildung 11: Bildung der B-Lactam-Protein-Konjugate (bei den Cephalosporinen bildet sich ein
instabiles Intermediarprodukt und es folgen Fragmentierungen) (modifiziert nach [119])
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So tritt eine Kreuzallergie zwischen Penicillinen und Cephalosporinen meistens nicht
auf.

B-Lactam-Ruckstande in Lebensmitteln kdnnen bei bereits sensibilisierten Personen
allergische Reaktionen auslosen. Die Wahrscheinlichkeit, dass eine allergische
Reaktion durch Nahrungsmittel ausgelost wird, ist jedoch gering, da B-Lactam-
Antibiotika-Ruckstande, wenn sie im Konzentrationsbereich des festgeleten MRL-
Wertes in Lebensmitteln vorhanden sind (z.B. 4-125 pg/kg Milch je nach B-Lactam),
immer noch in  Konzentrationen weit unter den therapeutischen
Dosierungsempfehlungen (1 -2 g) vorliegen [120,121]. Aus diesem Grund werden
die Ruckstande in Milch hauptsachlich in Hinblick auf die Hemmung von
Starterkulturen bei technologischen Prozessen beurteilt [108,122]. Das Auftreten von
allergischen Reaktionen, aber auch die Beeinflussung von technologischen
Prozessen bedingt eine regelmallige Untersuchung auf Peniciline und

Cephalosporine.

2.6 Regelungen zur Riickstandsbeurteilungen

In der EU gilt seit 1990 ein einheitliches Verfahren fir die Festsetzung von
Tierarzneimittelrickstanden in Nahrungsmitteln tierischen Ursprungs. Dies grundet
sich auf die Verordnung 2377/90 vom 26. Juni 1990 [2]. In den Anhéangen | bis Il
dieser Verordnung sind die Wirkstoffe aufgeflhrt, die fur alle lebensmittelliefernden
Tiere zugelassen sind. In Anhang IV stehen die Wirkstoffe, deren Anwendung bei
lebensmittelliefernden Tieren verboten ist.

Die  Peniciline und Cephalosporine, die fur die Behandlung von
lebensmittelliefernden Tieren zugelassen sind finden sich im kontinuierlich erganzten
Anhang | der Verordnung (EWG) Nr. 2377/90 und sind in Tabelle 4 fur die
untersuchten Zielgewebe und Tierarten aufgefuhrt. Nach § 10 LFGB (Lebensmittel-
und Futtermittelgesetzbuch) durfen vom Tier gewonnene Lebensmittel nicht
gewerbsmafig in den Verkehr gebracht werden, wenn diese Rickstandsmengen
oberhalb der festgelegten MRL-Werte enthalten. Auch dirfen nach § 10 Absatz 3
LFGB Lebensmittel von einem Tier nur gewonnen und in den Verkehr gebracht

werden, wenn die festgesetzten Wartezeiten eingehalten worden sind.
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Antibiotikum Marker-Riickstand Tierart Milch Muskel
Amoxicillin Muttersubstanz alle Arten 4 50
Ampicillin Muttersubstanz alle Arten 4 50
Benzylpenicillin Muttersubstanz alle Arten 4 50
Cloxacillin Muttersubstanz alle Arten 30 300
Dicloxacillin Muttersubstanz alle Arten 30 300
Nafcillin Muttersubstanz Rinder 30 300
Oxacillin Muttersubstanz alle Arten 30 300
Phenoxymethyl- Muttersubstanz Schweine, A 25
penicillin Geflugel
Cefacetril Muttersubstanz Rinder 125 -
Cefalexin Muttersubstanz Rinder 100 200
Cefalonium Muttersubstanz Rinder 20 -
. Summe von Cefapirin und .
Cefapirin Desacetyl-Cefapirin Rinder 60 50
Cefazolin Muttersubstanz Rlnde_r, Schafe, 50 -
Ziegen
Cefoperazon Muttersubstanz Rinder 50 -
Cefquinom Muttersubstanz Rinder, Sphweme, 20 50
Equiden
Summe aller den [3-
. Lactamring enthaltenden .
Ceftiofur Rinder 100 1000

und als Desfuroylceftiofur
gemessenen Rickstande

Tabelle 4: MRL-Werte der in dieser Arbeit untersuchten B-Lactame und Zielgewebe in pg/kg.
*nur fur Schweine und Geflugel (nicht fir Tiere, deren Eier flir den menschlichen Verzehr bestimmt
sind) zugelassen und in Anhang 1 der VO (EWG) Nr. 2377/90 aufgefuhrt * Diese Stoffe finden sich fir

Rinder im Anhang Il der VO (EWG) Nr. 2377/90 ** wie * nur zusatzlich fir Schafe und Ziegen




Theoretische Grundlagen 29

2.7 Analytik von B-Lactam-Antibiotika

Heutzutage gibt es eine Vielzahl von Analysenverfahren zum B-Lactam-Nachweis.
Dazu zahlen sowohl die Screening-Verfahren, die eine Ja/Nein-Entscheidung
erlauben und mit denen haufig auch eine Substanzklassifizierung erfolgen kann, als
auch die chemisch-physikalischen Verfahren, die eine eindeutige Identifizierung der

Ruckstande erlauben.

2.7.1. Screening-Methoden

Es stehen zum Screening auf B-Lactame eine Reihe sensitiver und kommerziell
erhaltlicher Testsysteme zur Verfligung. Diese zeichnen sich durch ihre einfache
Durchfihrung und Auswertung und zusatzlich durch den hohen Probendurchsatz und
geringen Kostenaufwand aus. Zudem wird nur eine geringe Probenaufarbeitung
bendtigt. Oft eignen sie sich fur den Routineeinsatz und fur die Identifizierung von
positiven Proben vor Ort. Ein Nachteil dieser Screening-Methoden ist jedoch, dass
eine Differenzierung z.B. einzelner B-Lactame nicht mdglich ist und bei positiven
Resultaten diese durch chemisch-physikalische Analysenmethoden bestatigt werden

mussen. Im Folgenden sollen die einzelnen Testsysteme naher beschrieben werden.

2.7.1.1. Mikrobiologische Hemmstofftests

Die mikrobiologischen Hemmstofftests beruhen auf der Wachstumshemmung von
Mikroorganismen. Dabei werden die Proben auf ein mit Bakterien (meistens wird bei
Analysen von Milch als Keim Bacillus stearothermophilus var. calidolactis aufgrund
der hohen Empfindlichkeit eingesetzt) beimpftes Nahrmedium gegeben und inkubiert.
Die Detektion erfolgt anschlieBend visuell (Entstehung eines Hemmhofes oder
Farbumschlag, wenn dem Testmedium ein Indikatorfarbstoff zugesetzt wurde).
Kommerziell erhaltliche Testsysteme sind der BRT-Hemmstofftest [123], Delvotest
[124], Copan Milk Test [125], Eclipse [126], BR-Test (Milch) [127], Premi Test
(Fleisch) [128] und der CowSide Test (Milch) [129]. Dabei ist der Brillantschwarz-
Reduktionstest der bekannteste Vertreter unter den Hemmestofftests. Dieser Test

enthalt den Redoxindikator Brillantschwarz. Bei positiven Proben wird das
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Bakterienwachstum gehemmt, so dass das Medium blau-schwarz bleibt. Sind keine
Antibiotika vorhanden, kann das Bakterium wachsen und die entstehenden
Stoffwechselprodukte reduzieren das Brillantschwarz zu seiner gelben Stufe [130].
Beim Delvotest sorgt die Saureproduktion des wachsenden Bakteriums flir einen
Farbumschlag des dem Medium zugesetzten pH-Indikators Bromkresolpurpur von
violett nach gelb [131].

Alle Hemmstofftests haben jedoch den Nachteil, dass keine Unterscheidung der
einzelnen Antibiotikaklassen moglich ist. Um eine Unterscheidung zu ermoglichen
mussten fur [-Lactam-Antibiotika zum Beispiel B-Lactamasen hinzu gegeben
werden. Nach dem Zusatz durfte dann keine Hemmung des Bakterienwachstums

mehr erfolgen, da die B-Lactame biologisch inaktiviert worden waren.

2.7.1.2. Immunchemische Testsysteme

Das Prinzip der immunchemischen Tests beruht auf der Bildung von
Antigen/Antikorper-Komplexen. Die Komplexe werden im Anschluss durch markierte
Reagenzien visualisiert, wobei entweder Antikdrper oder Antigene markiert werden.
Zur Markierung dienen dabei Enzmye, wie zum Beispiel die Meerrettichperoxidase
(EIA = Enzymimmunoassay), radioaktive Isotope (RIA = Radioimmunoassay) oder
fluoreszierende Substanzen. Fur den Nachweis von Penicillinen ist seit April 2006 ein
ELISA kommerziell erhaltlich [132]. Ein ELISA ist ein ,Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay“, bei dem einer der Reaktionspartner an ein Tragermaterial, wie z.B.
eine Kunststoffoberflache von Mikrotiterplatten, immobilisiert wird. Uberschissige
Reagenzien werden durch  Waschschritte abgetrennt, so dass der
Gleichgewichtszustand der gebildeten Antigen/Antikorper-Komplexe erhalten bleibt
und ein exakte Messung dieser Komplexe moglich ist [133]. Mit den in dem
kommerziell erhaltlichen ELISA eingesetzten Penicillin-spezifischen Antikorpern ist
es jedoch nicht moglich Cephalosporine nachzuweisen. Zu Beginn der vorliegenden
Arbeit war noch kein Mikrotiterplatten-Test fir den Nachweis von B-Lactam-
Antibiotika auf dem Markt.



Theoretische Grundlagen 31

2.7.1.3. Rezeptortests

FUr Screening-Tests auf B-Lactam-Antibiotika werden PBP als spezifische
Bindungskomponenten eingesetzt, da diese in der Lage sind sowohl Penicilline als
auch Cephalosporine als Rickstande in Lebensmitteln nachzuweisen. Die Grundlage
hierflr ist die Fahigkeit der 8-Lactame mit den PBP Konjugate auszubilden, wie in
2.2.3 und 2.3 beschrieben. Das Prinzip der Rezeptortests, die auch als Protein-
Bindungstests bezeichnet werden, ist eng verwandt mit den bekannten
immunchemischen Verfahren, wie ELISA oder RIA, jedoch werden diese nicht den
immunchemischen Verfahren zugeordnet, da keine Antikdrper als Bindungspartner

verwendet werden.

Kommerziell erhéltliche Tests sind unter anderem der Beta-Star-Test, ein
Streifentest, der als Detektionsprinzip gold-markiertes PBP und immobilisiertes
B-Lactam verwendet [134] sowie der Charm |I-Test, der dem RIA sehr ahnlich ist und
ein radioaktiv markiertes Penicillin und Bakterienpraparationen als Rezeptoren
verwendet [135] und der Charm ROSA Streifentest [136]. Desweiteren sind der
Delvo-X-Press zu nennen, ein Rohrchenschnelltest, der ein enzym-markiertes PBP
und immobilisiertes B-Lactam benutzt [1,137] und der Snap-Test, ein Filtrationstest
mit demselben Detektionsprinzip wie der Delvo-X-Press [1,138]. Zwei Prinzipien sind
bei diesen Tests zu unterscheiden. Zum einen konkurrieren Ruckstande in der Probe
und markierte B-Lactam-Antibiotika um die Penicillin-Bindestellen der immobilisierten
PBP oder es konkurrieren Ruckstande und immobilisierte B-Lactam-Antibiotika um

zugegebene markierte PBP.

Ein Sonderfall unter den Rezeptortests ist der Penzym-Test. Dieser Test ist ein
enzymatischer Test, da hiermit die enzymatische Aktivitat der DD-Carboxypeptidase
nachgewiesen wird. Dieses Enzym katalysiert die hydrolytische Abspaltung des
terminalen D-Alanins aus dem Tripeptid Na,Ne-(Acetyl),-L-Lys-D-Ala-D-Ala. Nach der
Abspaltung reagiert das D-Alanin mit einer D-Aminosaureoxidase zu
Wasserstoffperoxid und Pyruvat. Eine Peroxidase setzt dann in einer dritten Reaktion
das gebildete Wasserstoffperoxid mit einem Chromogen zu einem orangefarbenen

Farbstoff um. Eine Inhibierung der DD-Carboxypeptidase, zum Beispiel durch
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B-Lactame aus der Probe, verhindert den ersten Reaktionsschritt, so dass kein
D-Alanin freigesetzt wird und kein Farbumschlag erfolgt [139].

Neuere Entwicklungen sind die Nachweisverfahren mittels Oberflachen-Plasmon-
Resonanz- (SPR-)-Biosensoren zur Analytik von B-Lactam-Antibiotika in Milch
[140,141]. Diese Tests erwiesen sich als sehr anfallig gegenuber Matrixinterferenzen

und wurden bisher nicht kommerzialisiert.

2.7.1.4. Zusammenfassung der Screening-Tests

Screening-Tests eigenen sich sehr gut flr die Untersuchung grof3er Probenserien, da
nur eine geringe Probenaufarbeitung naotig ist, sie schnell und einfach durchfuhrbar
und geringe RuUckstandsmengen nachweisbar sind. Eine Zusammenstellung
kommerziell erhaltlicher Screening-Tests findet sich in der Broschire der
Gesellschaft Deutscher Chemiker (GDCh), die von der Arbeitsgruppe
,Pharmakologisch wirksame Stoffe“* der Lebensmittelchemischen Gesellschaft
(Fachgruppe in der GDCh) erstellt worden ist [142]. Nachteile sind jedoch, dass
keine Unterscheidung einzelner Antibiotika oder Antibiotikagruppen und keine
Quantifizierung madglich ist. Zu Beginn der vorliegenden Arbeit gab es zudem noch
keinen rezeptorproteingestutzten Screening-Test auf [-Lactam-Antibiotika im
Mikrotiterplattenformat, mit dem eine Vielzahl von Proben parallel auf Penicilline und
Cephalosporine untersucht werden konnen. Es gibt zwar zurzeit einen ELISA auf
Penicilline, jedoch ist es mit diesem Test nicht moglich, auch die Cephalosporine zu
detektieren, was in der Routineanalytik von Nachteil ist, da somit kein Ausschluss der

B-Lactam-Anwesenheit moglich ist.
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2.7.2. Chemisch-physikalische Methoden

Um eine Probe aufgrund ihres Ruckstandgehaltes rechtlich beanstanden zu kénnen,
sind amtliche Kontrolllaboratorien dazu verpflichtet, positive Screening-Befunde
durch chemisch-physikalische Bestatigungsmethoden, die eine Identifizierung und
Quantifizierung erlauben, abzusichern [143].

Fir Methoden auf der Grundlage der Dunnschichtchromatographie [144],
Gaschromatographie [145] und Kapillarelektrophorese [146] sei auf die
Ubersichtsartikel [147,148] verwiesen. Klassische Hochleistungsfliissigkeits-
chromatographie-Verfahren (HPLC = engl. high performance liquid chromatography)
mit optischen Methoden zur Detektion (UV-, Diodenarray-, Fluoreszenzdetektion)
sind beispielhaft in der aufgeflhrten Literatur [149-153] beschrieben.

Diese Verfahren sind jedoch durch die HPLC als Trennverfahren und der MS/MS zur
Detektion abgelost worden [148,154,155]. Die Vorteile der massenspektrometrischen
Detektion liegen in der sehr hohen Empfindlichkeit, der hohen Selektivitat und der
Mdglichkeit des Nachweises ohne vorausgegangene Derivatisierung. Meistens
werden bei der LC/MS C18-Phasen als stationare Phasen zur Analytik eingesetzt.
Eine Ausnahme bildet die Arbeit von Becker et. al., die eine Phenyletherphase flr die
flussigchromatographische Trennung beschreibt [156]. Fir die lonisation wird die
Electrospray lonization (ESI) eingesetzt. Als Massenanalysatoren finden sich
hauptsachlich Triple-Quadrupol-Gerate, aber auch lonen-Fallen (lon-Trap). In der
Literatur [156-162] finden sich einige Beispiele fur entwickelte LC/MS-MS Verfahren.
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3. Grundlagen der chemometrischen Optimierung

3.1 Schrittweise Optimierung

Eine chromatographische Trennung oder die Optimierung anderer analytischer und
chemischer Verfahren wird im Allgemeinen schrittweise vorgenommen, indem ein
Parameter nach dem anderen optimiert wird. Diese Art der Optimierung bezeichnet
man auch als OVAT-Methode (one-variable-at-a-time). Diese Methode ist jedoch
sehr zeitaufwendig und hat unter anderem noch den Nachteil, dass das Optimum,
wenn zum Beispiel ein Parameter von einem anderen abhangig ist, verfehlt wird. Das
2wirkliche“ Optimum kann dann nur durch die gleichzeitige Variation aller Parameter
ermittelt werden (multivariate Optimierung). Dazu dienen zum Beispiel simultane
Optimierungsmethoden, die auf faktoriellen Experimenten beruhen. Auf sequentielle
Optimierungsmethoden soll im Folgenden nicht eingegangen werden, da diese nicht
zur Optimierung des Testsystems verwendet wurden. Es sei jedoch auf die Literatur
[163,164] verwiesen, in der beide Vorgehensweisen nebeneinander abgehandelt

werden.

3.2 Simultane Optimierung

Bei simultanen Optimierungsmethoden werden mehrere Faktoren gleichzeitig variiert,
wobei fur jeden Parameter nur begrenzte Anzahlen von Einstellungen oder Stufen
(levels) existieren. Es werden dabei die Screening-Designs (Versuchsplane zu
Screening-Zwecken) und Optimierungs-Designs (Versuchsplane zu Optimierungs-

Zwecken) unterschieden.

3.2.1. Screening-Designs

Screening-Designs dienen dazu, aus der Vielzahl der Parameter die ein
Analysenverfahren beeinflussen kénnen, die Parameter herauszufinden, die einen
signifikanten Einfluss auf das Testsystem haben. Aus diesem Grund werden zu
Beginn mdglichst alle Parameter in das Screening-Design integriert, die einen

Einfluss auf das Testsystem haben kénnen. Je nachdem wie prazise die Parameter
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gescreent und ihr Einfluss auf den Response beschrieben werden soll, muss das
entsprechende Design ausgewahlt werden. Die haufigsten Designs sind das Full
Factorial Design und das Fractional Factorial Design. Auf Spezialfalle faktorieller
Designs wie zum Beispiel das Plackett-Burmann-Designs, etc. soll hier nicht naher

eingegangen werden, sondern es sei auf die Literatur [164-167] verwiesen.

3.2.1.1 Full Factorial Design

Das Full Factorial Design ist ein vollstandiger Versuchsplan, bei dem jeder
Parameter auf einen niedrigen und einen hohen Wert gesetzt wird und so viele
Experimente durchgefuhrt werden, dass alle mdglichen Kombinationen von
Faktorstufen abgedeckt sind [167]. Mit einem Full Factorial Design kénnen sowohl
Haupteffekte als auch Interaktionen untersucht werden. Die Zahl der Experimente bei
einem zweistufigen Full Factorial Design ergibt sich aus 2% wobei 2 die
Faktorstufenzahl angibt und k die Anzahl der Parameter. Aus vier verschiedenen
Parametern ergeben sich demnach 16 Experimente, 6 Parameter erfordern schon 64

Experimente und 7 Parameter fordern 128 Experimente, etc.

3.2.1.2 Fractional Factorial Design

Um bei mehreren Einflussparametern die Zahl der Experimente niedrig zu halten,
kann man sich eines Fractional Factorial Designs (teilweise faktorieller Versuchsplan)
bedienen [165,166]. Hierbei werden nicht alle Wechselwirkungen einzeln untersucht,
da angenommen wird, dass Wechselwirkungen zwischen 3 und mehr Parametern
unwahrscheinlich sind und bei ihrem Auftreten ihr Effekt, verglichen mit den
Haupteffekten, eher klein ist. Somit wird die erforderliche Zahl der Experimente durch
die Zahl p reduziert (2“P). Dieses ist die so genannte Reduktion des Designs. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde fur das Screening ein Fractional Factorial Design,
Resolution (Auflésung) IV verwendet. Deshalb soll auf diesen Typ des Screening
Designs hier naher eingegangen werden. Um ein Fractional Factorial Design mit der
Auflésung IV zu bilden, werden Platzhalter (generators) eingesetzt. Die Reduktion p
entspricht dabei der Anzahl der verwendeten Platzhalter. Bei einem 2%2 Fractional

Factorial Designs mit 2 Stufen und 6 Parametern wird die Einstellung des
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Parameters E Uber die Einstellungen der Parameter A, B, C und die des Parameters
F Uber die Einstellungen der Parameter B, C und D festgelegt. Die Effekte der
Parameter E und F sowie der Wechselwirkung ABC bzw. BCD kdnnen somit nicht
unabhangig voneinander betrachtet werden. Diese Vermengung nennt man
,confounding®“. Der beobachtete Effekt ist also eine Summe der tatsachlichen Effekte.
Durch die Wahl der Platzhalter (E=ABC und F=BCD) ergeben sich zudem
Auswirkungen auf alle anderen Parameter, da die Parameter E und F auch in den
Wechselwirkungen der Parameter A, B, C und D erscheinen. Es entsteht ein
spezifisches Vermengungsmuster (confounding pattern). Fur das hier beschriebene

Beispiel ergibt sich folgendes Confounding pattern:

: A=BCE=DEF

: B=ACE=CDF

: C=ABE=BDF

: D=AEF=BCF

: E=ABC=ADF

: F=ADE=BCD

: AB=CE

: AC=BE

9: AD=EF

10: AE=BC=DF

11: AF=DE

12: BD=CF

13: BF=CD

14: ABD=ACF=BEF=CDE
15: ABF=ACD=BDE=CEF

Abbildung 12: Confounding Pattern eines Fractional Factorial Designs mit 6 Parametern
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Durch die Bildung des Vermengungsmusters wird zwar die Anzahl der
durchzufuhrenden Versuche drastisch gesenkt, jedoch geht auch ein gewisser
Informationsverlust damit einher. Der Typ eines Vermengungsmusters wird, wie oben
erwahnt, durch die Auflésung angegeben. Bei einer Auflosung Il werden die
Haupteffekte mit den 2-Parameter-Wechselwirkungen vermengt, bei Auflésung IV

werden die Haupteffekte mit 3-Parameter-Wechselwirkungen vermengt. Aullerdem
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sind hier noch alle 2-Parameter-Wechselwirkungen miteinander vermengt (siehe
obiges Beispiel).

Bei einer Auflésung V sind die Haupteffekte mit 4-Parameter-Wechselwirkungen
vermengt und die 2-Parameter-Wechselwirkungen mit den 3-Parameter-
Wechselwirkungen. Die Auflésung gibt also Auskunft Uber den Informationsverlust.
Je hoher die Auflosung, umso geringer ist der daraus resultierende
Informationsverlust.

Mittels eines Screening Designs kann also der Einfluss der Parameter untersucht
werden, und zwar, ob der Einfluss eines Parameters signifikant ist, ob er einen
positiven oder negativen Einfluss auf den Response hat, ob die Parameter
signifikante Wechselwirkungen untereinander haben und ob diese wiederum sich
positiv oder negativ auswirken. Au3erdem wird untersucht, welche Effekte insgesamt

den grofdten Einfluss haben und ob die untersuchte Region ein Optimum beinhaltet.

3.2.1.3 Durchfilhrung und Auswertung von Screening-Designs

Durchfuhrung

Als erstes mussen die Parameter ausgewahlt werden, die in das Screening-Design
eingehen sollen. Alle anderen Parameter, die nicht in das Design einbezogen
werden, sind wahrend aller Versuche konstant zu halten. AnschlieRend muss der
experimentelle Raum durch die Wahl der unteren und oberen Stufe jedes
Parameters definiert werden.

Anhand der Anzahl der gewahlten Parameter und der daraus resultierenden
Experimentzahl, kann dann das geeignete Design ausgewahlt werden, wobei beim
Fractional Factorial Design besonders auf das Vermengungsmuster geachtet werden
sollte. Ein Versuchsplan kann jedoch durch eine Reihe weiterer Versuche erganzt
werden. So bietet es sich bei einigen Experimenten an Wiederholversuche (repeated
response measurements) durchzufliihren, um die Reproduzierbarkeit der Messungen
des Response (der Messgrofie) zu Uberpriufen. Damit wird die Verlasslichkeit der
Messwerte und somit auch des berechneten Modells entscheidend verbessert. Eine

andere Methode ist die Mehrfachbestimmung der Experimente (replicates). Damit
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wird der Methodenfehler (experimental error) abgeschatzt. Dies hat aber zur Folge,
dass sich die Anzahl der durchzufihrenden Experimente erhoht.

Die Mehrfachbestimmungen am centre point (Zentraler Punkt) ist ein Experiment,
wobei alle Parameter auf ihren Mittelwert festgesetzt werden (der oberen und
unteren Stufe). Diese Experimente dienen dazu, die Fehler des Modells und die
Genauigkeit der Responsewertmessungen abzuschatzen und werden dann
eingesetzt, wenn es nicht moglich ist Mehrfachbestimmungen aller Experimente
durchzufihren. Eine weitere Aussage uUber eine eventuelle Krimmung der
Antwortflache, auch response surface genannt, und somit Uber ein eventuell
eingeschlossenes Optimum, kann ebenfalls mittels der centre point-Experimente
getroffen werden. Allgemein kann gesagt werden, dass umso mehr Bestimmungen
am Centre Point erfolgen sollen, je hdher die Anzahl der Parameter ist.

Des Weiteren sollten die Versuche in einer zufalligen Reihenfolge abgearbeitet
werden. Diese Moglichkeit der Randomisierung dient dazu systematische Fehler, wie
unterschiedliche Platten, Alterung von Loésungen, etc. auszugleichen. So gehen
diese Fehler als zufallige Fehler in die Betrachtung der Ergebnisse mit ein und

konnen diese nicht verfalschen.

Auswertung

Die Auswertung der Screening Designs umfasst mehrere Schritte [166,168].

Folgende Oberpunkte sind dabei besonders erwahnenswert:

a) Berechnung der Effekte der ausgewahlten Parameter und ihrer Wechselwirkungen
b) Ermittlung des experimentellen Fehlers

c) Uberprifung der Signifikanz der Effekte

d) ModellUberprifung

Im nachfolgenden sollen nur die zur Auswertung herangezogenen Verfahren

ausfuhrlicher erlautert werden.
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a) Berechnung der Effekte (ANOVA)

In den meisten Fallen erfolgt eine Berechung der Effekte der ausgewahlten
Parameter und ihrer Wechselwirkungen mittels einer Varianzanalyse, auch als
ANOVA (Analysis of Variance) bezeichnet. Bei dieser Analyse wird aus den
Differenzen der erhaltenen Messwerte zwischen den oberen und unteren Stufen
der Parameter der Absolutbetrag berechnet. Ergibt sich dabei ein negativer Wert,
so hat ein Parameter einen negativen Einfluss auf den Response. Wird der Wert
positiv, so sollte der zugehorige Parameter auf hohe Werte gesetzt werden, wenn
eine Erhdhung des Responsewertes erzielt werden soll.

Mathematisch werden dazu alle Responsewerte, bei dem zum Beispiel der
Parameter A auf der oberen Stufe festgesetzt war addiert und anschliel3end
gemittelt. Von diesem Ergebnis wird dann der entsprechend ermittelte
Responsewert fur die untere Stufe subtrahiert. Analog dazu wird dann der mittlere
Effekt (mean effect) berechnet. Hierbei werden alle Responsewerte flr einen

Parameter addiert und anschlielRend gemittelt.

b) Ermittlung des experimentellen Fehlers

Eine Abschatzung des experimentellen Fehlers ist durch mehrere Methoden
moglich. Die Durchfuhrung von Wiederholexperimenten ist dabei die
verlasslichste Methode, den experimentellen Fehler der Methode abzuschatzen.

Andere Mdglichkeiten waren die HOIE-Methode (higher order interaction effects),
die aber im Falle von Fractional Factorial Designs vielfach nicht eingesetzt
werden konnen, da hier die Wechselwirkungen hoherer Ordnung meist mit
Haupteffekten (also Effekten niederer Ordnung) vermengt sind und somit nicht
genugend Freiheitsgerade zur VerflUgung stehen. Naheres dazu siehe in der

entsprechenden Literatur.
c) Uberprifung der Signifikanz der Effekte
Die Effekte kdnnen zum einen mittels der Betrachtung der p-Werte (p-value) auf

ihre Signifikanz Uberprift werden. Der p-Wert wird dabei mit Hilfe von Statistik-

Software, wie zum Beispiel dem Unscrambler berechnet. Ein p-Wert von 0,05
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(Irrtumswahrscheinlichkeit) bedeutet zum Beispiel, dass der Effekt des
untersuchten Parameters mit 95%-iger Wahrscheinlichkeit signifikant ist. Je
kleiner also der p-Wert ist, umso signifikanter ist der entsprechende Effekt. Der
grolde Vorteil bei der Verwendung des p-Werts als Moglichkeit die Signifikanz zu
uberprufen besteht darin, dass nicht nur eine Ja-/Nein- Aussage getroffen werden
kann, sondern die Signifikanzniveaus der Effekte direkt verglichen werden
konnen. Andere Mdglichkeiten die Signifikanz zu Uberprifen, waren der f- oder t-
Test. Auf diese Verfahren sei jedoch an dieser Stelle auf die einschlagige
Literatur verwiesen.

Eine alternative Methode die Signifikanz zu ermitteln, ist die Moglichkeit die
Effekte im Normal-B-Plot relativ zueinander zu betrachten. Dieses ist besonders
dann zu empfehlen, wenn zu wenig Experimente am zentralen Punkt
durchgefuhrt wurden und folglich die Zahl der Freiheitsgerade sehr gering ist,
aber auch, wenn das System sehr prazise arbeitet und die
Standardabweichungen sehr klein sind, so dass auch die resultierenden p-Werte
sehr klein sind. Beim Normal-B-Plot wird nun uUberprift, ob die Effekte
normalverteilt sind. Weichen Effekte davon ab, werden sie als signifikant
klassifiziert. Ublicherweise sind dadurch weniger Effekte signifikant als beim p-
Wert, da Effekte besonders gro3 sein mussen, um von der Normalverteilung
abzuweichen. Mathematisch werden dazu die Effekte nach ihrer Grofl3e sortiert
und durchnummeriert. Dann wird die Wahrscheinlichkeit ermittelt, dass ein Effekt
solcher GroRe auftritt. Diese Wahrscheinlichkeit wird dann normiert und in

Prozent angegeben. Im Normalfall haben dann die Effekte Werte nahe Null.

100-(i-0,5)

P =
T

P;: normalisierte Wahrscheinlichkeit in %
i Rang des Effekts (liegt zwischen 1 und T)
T: Anzahl der Effekte

d) Modelluberprufung

Die Uberpriifung des Modells kann auf unterschiedlichsten Wegen erfolgen. Hier

sollen jedoch nur die spater verwendeten Methoden naher erlautert werden. Der
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einfachste Weg ein Modell zu Uuberprufen, ist der Vergleich der
Standardabweichungen aus den Mehrfachbestimmungen am Zentralen Punkt
und der Standardabweichung aller Experimente des Designs.

Die Standardabweichung am Zentralen Punkt sollte dabei niedriger sein als die
Standardabweichung aller Experimente. Liegen die Standardabweichungen in der
gleichen GroRenordnung bedeutet dies, dass das Modell unbrauchbar ist. Die
Schwankungen, die sich aufgrund des experimentellen Fehlers ergeben sind
dann von ahnlicher GréRenordnung wie die Schwankungen Uber alle
Experimente und es wird damit die Aussage getroffen, dass entweder die
Analysenmethode zu unprazise ist, um den Parametereinfluss festzustellen oder,
dass die gewahlten Parameter keinen Einfluss auf das Design haben. Zudem
zeigt die Standardabweichung am Zentralen Punkt die Scharfe des Designs an.

Je kleiner die Standardabweichung ist, desto scharfer ist das erstellte Modell.

Eine andere Méglichkeit zur Uberprifung des Modells ist die Priifung der
Korrelation. Hierbei werden die durch das Modell berechneten Werte gegen die
experimentell ermittelten Werte aufgetragen. Dabei mussen nicht nur der
Korrelationskoeffizient, sondern auch die Steigung (~1) und der Achsenabschnitt

(~0) bertcksichtigt werden.

Die Kontrolle der Residuen ist ebenfalls eine Maoglichkeit, das Modell zu
Uberpriufen. Wie schon bei den Effekten, kann auch bei den Residuen ein Normal-
B-Plot graphisch dargestellt werden. Die durch das Modell nicht erklarten
Residuen sollten dabei auf einer Geraden durch den Punkt (0; 50) liegen. Ist dies
nicht der Fall, ist dies ein Zeichen daflr, dass in den Residuen noch Effekte
enthalten sind, die durch das Modell nicht ausreichend erklart sind.

Solche Effekte koénnen ebenfalls erkannt werden, indem man sich ein 2D-
Streudiagramm anzeigen lasst. Hierbei erfolgt die Auftragung der Y-Residuen

gegen die vorhergesagten Y-Werte.

Weitere Moglichkeiten waren die Uberprifung mittels ANOVA, Goodness-of-Fit,

Ausreilertest oder anhand eines reduzierten Modells.
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Insgesamt lassen sich nach Durchfihrung eines Screening-Designs und dessen
Auswertung folgende Fragen beantworten. Welche Parameter haben einen
signifikanten Einfluss auf das Testsystem und haben diese einen positiven oder
negativen Einfluss auf den Response? Aulierdem lasst sich das gleiche fiur die
Wechselwirkungen  beantworten, namlich welche Parameter signifikante
Wechselwirkungen untereinander haben und ob sich diese ebenfalls negativ oder
positiv auswirken? Die Grolke des Einflusses und ob die untersuchte Region ein
Optimum enthalt, kann ebenfalls bestimmt werden. Danach kann entschieden
werden, ob sich eine Optimierung anschlie®en soll. Eine solche Optimierung kann
dabei nicht nur dazu dienen ein Optimum ausfindig zu machen, sondern auch die
Robustheit eines Testsystems 2zu untersuchen, d.h. wie empfindlich die
Responsewerte an bestimmten Stellen auf die Veranderung eines Parameters
reagieren und welche Veranderung besonders kritisch sind und sich deutlich auf das

Ergebnis auswirken.

3.2.2. Optimierungs-Designs

Mittels eines Optimierungs-Designs lassen sich sogenannte Response-Surface
Modelle erstellen, wobei dieses Modell eine Art Landkarte des untersuchten Bereichs
darstellt [165,169]. Damit solch ein Modell erstellt und eine Aussage Uber eine
Krimmung der Antwortflache mdglich ist, missen Response-Surface-Designs
mindestens drei Stufen pro Parameter enthalten. Ein Optimierungs-Design arbeitet
nun auch nicht mehr mit kodierten Faktorstufen (-1, 0, +1), sondern verwendet die
tatsachlich eingestellten Parameter zur Berechnung. Drei Design-Typen sollen

nachfolgend naher erlautert werden.

3.2.2.1 Full Factorial Designs

Dieser Design-Typ wird sehr selten eingesetzt und entsteht, wenn ein zuvor 2-
stufiges Full Factorial Screening-Design um eine dritte Stufe erweitert wird. Der
groRte Nachteil bei solchen 3*-Pldnen ist, dass sie sehr schnell relativ viele

Experimente erfordern.



Theoretische Grundlagen 43

3.2.2.2 Central Composite Designs

Dieser Design-Typ basiert in den meisten Fallen auf einem Fractional Factorial
Design, wird jedoch vom Programm um so genannte Axiale Punkte (oder auch
Sternpunkte) und einem Zentralen Punkt erweitert. Insgesamt enthalt dieses Design
funf Stufen pro Parameter, die sich aus dem Zentralen Punkt, den zwei Axialen
Punkten und den =zwei Eckpunkten aus dem Fractional Factorial Design
zusammensetzen. Die Axialen Punkte befinden sich auf dabei auf einer gedachten
Kugeloberflache und liegen somit aul3erhalb des Wirfels. Die exakte Position der

Axialen Punkte hangt dabei von der Zahl der Experimente des Factorial Designs ab.

3.2.2.3 Box-Behnken Designs

Beim Box-Behnken Design werden anstelle von Eckpunkten mittlere Punkte
verwendet. Alle Punkte liegen somit im gleichen Abstand vom Zentralen Punkt auf
den Kanten eines Waurfels um den Zentralen Punkt. Ein Vorteil gegenuber dem
Central Composite Design liegt darin, dass jeder Parameter nur auf drei Stufen
eingestellt werden muss, woraus weniger Experimente resultieren. Aullerdem ist die
Lage der extremen Stufen besser kontrollierbar, da keine Punkte aulerhalb des
gewahlten Bereichs (als Wurfel gedacht) liegen wie es Uber die Berechnung durch
das Programm beim Central Composite Design mit seinen Axialen Punkten der Fall
ist [166,169].

3.2.2.4 Durchfiihrung und Auswertung von Optimierungs-Designs

Durchfuhrung

Die Durchfuhrung eines Optimierungs-Designs erfolgt ahnlich wie bei einem
Screening-Design. In einem ersten Schritt muss ausgewahlt werden, welche
signifikanten Parameter, die aus einem vorangegangen Screening hervorgegangen
sind, nun noch in das Optimierungs-Design eingehen. Aufllerdem muss der
experimentelle Rahmen, in dem gearbeitet werden soll, festgelegt werden. Es sollte

eine kleine experimentelle Region ausgewahlt werden, damit das Design scharfer



Theoretische Grundlagen 44

(aussagekraftiger) wird. Experimente am Zentralen Punkt sind nun nicht mehr frei
wahlbar, sondern mussen durchgefuhrt werden, damit der experimentelle Fehler und
die Krimmung des Response Surface abgeschatzt werden kann. Ansonsten
entspricht, wie oben bereits erwahnt, das Optimierungs-Design einem Screening
Design in der Durchfuhrung. Auch bei der Optimierung sollte man sich fur eine
Randomisierung entscheiden, damit systematische Fehler ausgeglichen werden
kénnen.

Die Wahl des Design-Typs kann anhand der oben beschriebenen Merkmale erfolgen.
Anzumerken ist nur noch, dass viele Parameter auch eine groR3e Variabilitat
bedeuten, so dass sich die Auswertung oft schwieriger gestaltet. Deshalb ist es von
Vorteil Parameter, deren Einfluss nur gering ist, zu fixieren und mit weniger

Parametern bei der Optimierung zu arbeiten.

Auswertung

Der wichtigste Punkt bei der Auswertung eines Optimierungs-Designs ist die
Berechnung des Oberflachenmodells (Response Surface). Diese Berechnung kann
mittels Multipler Linearer Regression (MLR), Partial-Least-Squares Regression (PLS)
oder der Principal Component Regression (PCR) erfolgen. Die am haufigsten
verwendete Methode ist dabei die MLR, die auch von vielen Statistikprogrammen
automatisch bei der Erstellung des Response Surface verwendet wird. Dargestellt
werden kann dieser Response Surface Plot dreidimensional oder als
zweidimensionaler Konturplot. Gemeinsam ist diesen beiden Darstellungen, dass die
Abhangigkeit der Responsewerte von zwei Parametern dargestellt wird. Bei mehr als
zwei optimierten Parametern mussen dann mehrere solcher Response Surface Plots
ausgewertet werden [163,166,168].

Die Ermittlung der optimalen Bedingungen erfolgt dabei dann graphisch.
Mathematisch ist dieses zwar auch moglich, es gestaltet sich jedoch weitaus
schwieriger und kann nicht so flexibel an die jeweiligen Anforderungen angepasst
werden. Im Prinzip muissen bei mehreren Parametern alle mdglichen
Parameterkombinationen betrachtet werden. Aus einem beliebigen Plot werden bei
drei zu optimierenden Parametern graphisch die optimalen Werte von zwei

Parametern ermittelt. Anschlieend wird einer davon dann bei dem nachsten Plot
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festgelegt und die optimalen Bedingungen fur die beiden anderen Parameter
abgelesen. So erhalt man sehr schnell die optimalen Bedingungen aller zu
optimierenden Parameter.

Die Méglichkeiten zur Uberpriifung des Modells sind weitestgehend identisch mit
denen des Screening-Design. Deshalb soll an dieser Stelle nicht weiter darauf
eingegangen werden. Methoden zur Uberpriifung der Robustheit eines Testsystems
sollen an dieser Stelle ebenfalls nicht ndher erlautert werden. Auch hier sei auf die

Literatur verwiesen [170-176].
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4. Immunoassays (ELISA)

Die bei ELISA-Tests angewandten Arbeitsweisen stellen eine gute Grundlage fur die
Entwicklung eines rezeptorproteingestiutzten Mikrotiterplattentests dar. So lauft dieser
wie ein indirekter ELISA [133] ab, jedoch wird statt des Antikdrpers ein Rezeptor auf
der Mikrotiterplattenoberflache immobilisiert. Das Wirkungsprinzip beruht demnach
nicht auf einer Antigen-Antikorper-Reaktion, sondern auf einer Rezeptor-Ligand-
Wechselwirkung. Zur Detektion der ablaufenden Reaktion wurde auf die
Meerrettichperoxidase als Marker-Enzym und eine 3,3°,5,5'-Tetramethylbenzidin
(TMB)-basierende Substratldsung, die gemeinsam sehr haufig bei ELISA-Tests
Anwendung finden, zuruckgegriffen [177]. Die Farbreaktion wurde bei dem
entwickelten Mikrotiterplattentest duch die Meerrettichperoxidase, die an den
verwendeten F,, Fragmenten (Antikorperfragmente, die noch zur Antigenbindung
fahig sind) gekoppelt war, katalysiert, wobei eine Oxidation des Chromogens
3,3°,5,5"-Tetramethylbenzidin durch Wasserstoffperoxid (Substrat) stattfindet. Dabei
entwickelt sich zunachst eine blaue Farbe, die durch das Stoppen der Enzymreaktion
mit 1 M HCI in gelb umschlagt. Die zugrunde liegende Reaktion ist in Abbildung 13

dargestellt.

H3C CHg
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Abbildung 13: Meerrettichperoxidase-katalysierte Oxidation von TMB (modifiziert nach [177]).
Die gelbe Farbe resultiert aus dem gebildeten zweifach geladenen Kation und dem farblosen
ungeladenen TMB-Molekil, die nach Absenkung des pH-Wertes auf <1 aus dem zuvor gebildeten
blau-gefarbten Charge-Transfer-Komplex hervorgehen.
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Da auch die Auswertung des rezeptorproteingestutzten Mikrotiterplattentests wie bei
einem ELISA erfolgt, soll die Auswertung eines ELISA hier naher beschrieben

werden. Abbildung 14 zeigt eine typische Standardkurve.

ODimax

ODso

% relative Extinktion

101 ODmin

LOD \:
0,1 1 10 100

Konzentration in pg/kg

Abbildung 14: Standardkurve eines ELISA

Diese Kurve wird durch drei Absorptionswerte und zwei Konzentrationen
gekennzeichnet. Der Absorptionsbereich wird dabei durch die maximale Absorption
ODmax (optical density) und die minimale Absorption ODnmi, begrenzt. Mit Hilfe des
ODmax kann auch die untere Nachweisgrenze, die als ,limit of detection® (LOD)
definiert ist, bestimmt werden. Sie ist die Konzentration, die drei Standard-
abweichungen von der ODpax entfernt liegt [178-180]. Weitere wichtige Parameter
sind der Testmittelpunkt und damit auch die Konzentration 1Cso (inhibition
concentration), die durch die ODsy gegeben ist. Die 1Csy wird auch als 50 %-Wert
bezeichnet und gibt den Testmittelpunkt an, an dem 50 % der Antikérperbindestellen
durch Antigene besetzt sind. Die ICsy wird ebenfalls dazu verwendet, die
Kreuzreaktivitaten (Affinitat eines Antikorpers zu unterschiedlichen Antigenen), die

die Spezifitat des Assays angeben, zu charakterisieren.



Theoretische Grundlagen 48

Dazu werden die Testmittelpunkte der Standardkurven der zu untersuchenden

Substanzen in folgendes Verhaltnis gesetzt:

1C,,(Vergleichsanalyt) .
1C,,(Analyt)

100

Kreuzreaktivitat in % =

Auf die weitere Theorie und die praktischen Anwendungsmoglichkeiten eines ELISA
soll hier nicht naher eingegangen werden; es sei auf das Buch von J. R. Crowther
[133] verwiesen. Auch die Arbeiten von Usleber und Martlbauer informieren tUber die
Anwendungsmaoglichkeiten und die Einflisse von Matrixeffekten auf einen ELISA
[181-183]. Zu praktischen Problemstellungen und Losungsmaoglichkeiten sei auf die

Arbeit von Schneider et al. verwiesen [184].
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5. Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines rezeptorproteingestitzten
Mikrotiterplattentests fur den Nachweis von allen in der EU zugelassenen Penicillinen
und Cephalosporinen in unterschiedlichen Matrices, wie Milch, Fleisch, Honig und Ei.
Teil dieser Arbeit war die Expression und Aufreinigung des bendtigten
Rezeptorproteins, wobei diese bezuglich hoherer Proteinausbeuten optimiert werden
sollte. Die Synthese wund Aufreinigung des markierten Penicillins als

Kompetitionspartner im Mikrotiterplattentest gehorten ebenfalls dazu.

Es sollte das Penicillinbindende Protein PBP 2x*, das schon bei der Entwicklung
eines SPR-Biosensor Assays verwendet wurde, eingesetzt werden, da es zwei
wichtige Anforderung an den Test erflllt. Zum einen werden mit Hilfe des PBP 2x*
ausschlieRBlich  biologisch aktive B-Lactam-Antibiotika, fir die auch die
Ruckstandshochstmengen (MRL = maximum residue limit) festgelegt wurden, und
nicht dessen biologisch inaktiven Abbauprodukte, nachgewiesen. Zum anderen zeigt
das PBP 2x* sowohl ausreichende Bindungsaffinitdten gegenuber Penicillinen als
auch gegenuber Cephalosporinen. Dieses ist bei Penicillin- bzw. Cephalosporin-
spezifischen-Antikdrpern (wie sie bei ELISA eingesetzt werden) nicht der Fall, da die

Antikorper nur ausreichende Kreuzreaktivitaten innerhalb einer Klasse zeigen.

Das Testsystem sollte mittels chemometrischen Experimental Design untersucht und
optimiert werden. Dabei war es wichtig herauszufinden, wie sich eine Veranderung
eines einzelnen Parameters auf die Extinktionswerte auswirkt und wie robust das
Testsystem bezuglich Veranderungen ist. Zudem sollten Arbeitsbedingungen
ermittelt werden, bei denen ein niedriger Verbrauch des aufwendig hergestellten
Reagenz bei gleichzeitig ausreichend hohen Extinktionswerten flr die abschlieliende
Farbreaktion resultiert. Anschlielend sollte das so entwickelte Testsystem auf

unterschiedliche Matrices angewendet werden.

Bei der Analyse von Lebensmitteln ist der Matrixeinfluss auf die Qualitatskenndaten
(Sensitivitat, Genauigkeit) eines Testes ein wichtiger Faktor. Es sollte deshalb

uberpruft werden, welchen Einfluss eine bestimmte Matrix auf das Testsystem hat



Zielsetzung 50

und wie dieser eliminiert werden kann, ohne dass eine aufwendige

Probenaufarbeitung notig ist.

Anschliel3end sollte das Testsystem angelehnt an die EU Kommissionsentscheidung
2002/657/EG, die die Validierungsprozedur fur Screening-Methoden (die zur
Routineanalytik der amtlichen Lebensmitteliberwachung eingesetzt werden sollen)

vorgibt, flr die Matrix Milch validiert werden.

Die Anwendung in der Praxis sollte zudem anhand der Analysen von Milchproben
aus Medikationsstudien, die am BfEL in Kiel durchgefuhrt wurden, Uberpruft werden.
Dazu sollte ein Vergleich der erhaltenen Ergebnisse, aus den Untersuchungen
mittels Mikrotiterplattentest und Charm I[I-Rezeptortest sowie den Ergebnissen aus
HPLC-Untersuchungen, die am BfEL ermittel wurden, erfolgen. Dabei sollte vor allem
festgestellt werden, ob und gegebenenfalls in welchem Ausmal} das entwickelte
Screening-Verfahren falsch-positive oder falsch-negative Ergebnisse liefert.
Zusatzlich sollte Uberprift werden, ob sich das Testsystem auch fir eine

Quantifizierung, z.B. im Rahmen von Medikationsstudien, eignet.
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6. Ergebnisse und Diskussion

6.1 Isolierung, Synthese und Charakterisierung der essentiellen
Komponenten

Die Gewinnung des PBP 2x* erfolgte als Glutathion-S-Transferase-Fusionsprotein in
E. coli durch Uberexpression. Dabei sind das GST-Protein und das PBP 2x* (iber das
Peptid Leu-Glu-Val-Phe-GIn-Gly-Pro fusioniert. An diesem Peptid erfolgte auch die
Abspaltung des GST-Proteins vom PBP 2x* mittels einer Prescission-Protease durch
Spaltung zwischen GIn und Gly. Der Unterschied zwischen dem modifizierten
Protein PBP 2x* und dem originaren PBP 2x liegt in dem Fehlen der Aminosauren
19-48 beim PBP 2x*, da im dazugehdrigen Gen pbp2x die Nucleotidsequenz, die
dieses Membranpeptid codiert, entfernt und damit die Wasserloslichkeit des PBP 2x*

erreicht wurde [81].

6.1.1. Bakterienanzucht / Erhohung der Proteinausbeute

Das Bakterienwachstum gliedert sich in 4 Phasen: die ,Lag Phase“ (bei Inkubation
einer mikrobiellen Population in einem frischen Medium), in der das Wachstum eine
gewisse Zeitspanne stagniert bevor die ,Exponentielle Phase® oder ,Log Phase® (2.
Phase) beginnt, in der die Zellen wachsen und die Proteinexpression stattfindet.
Anschlieend folgen die stationare und die Absterbephase. Bei der Gewinnung des
PBP 2x* war es deshalb besonders wichtig, die Expression dieses Proteins in der
exponentiellen Phase des Bakterienwachstums zu induzieren, um eine moglichst
grolle Menge an Protein zu gewinnen. Das Wachstum der Bakterienzellen wurde
anhand der optischen Dichte bei 600 nm (ODgg) in einem Photometer verfolgt.
Abbildung 15 zeigt, dass die Zugabe des die Proteinexpression induzierenden
Isopropyl-R-D-thiogalactosid (IPTG) zu Beginn der logarithmischen Wachstumsphase
(ODgoo = 0,65 bzw. 0,6) zugegeben wurde, was die gewlnschte verstarkte
Expression des PBP 2x* verursacht hat. Dabei wurde das Bakterienwachstum mittels
photometrischer Messungen verfolgt. Zwischen der Entscheidung IPTG zuzugeben
(grine Pfeile) und der eigentlichen Zugabe (rote Pfeile) vergingen jedoch immer eine

gewisse Zeitspanne, da erst die photometrische Messung und die Auswertung der
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Messergebnisse erfolgen mussten. Um zu wissen, wie weit das Bakterienwachstum
in dieser Zeit fortgeschritten war und zu welchem exakten Zeitpunkt das IPTG
zugegeben wurde, wurde eine Probe zum Zeitpunkt der Zugabe entnommen und
erneut photometrisch bestimmt. Durch die Verfolgung des Bakterienwachstums
anhand der optischen Dichte und der daraus resultierenden individuellen IPTG-
Zugabe anstatt Zugabe bei einer festgesetzten OD (Vgl. [141] OD = 0,8; Ausbeute:
400 pg/ml) konnten die Ausbeuten an PBP 2x* gesteigert werden (Tabelle 5). Eine

Online-Kontrolle wiirde die Verzégerung durch den Messschritt eliminieren.

Bakterienwachstum

‘ —&— Ansatz 1 - B - Ansatz2

Zugabe IPTG

OD 600

Entscheidung
IPTG-Zugabe

T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
Zeit in Minuten

Abbildung 15: E.coli-Wachstum. Die griinen Pfeile zeigen den Punkt an, an dem entschieden wurde
IPTG zuzugeben. Die roten Pfeile zeigen den Zeitpunkt der IPTG-Zugabe an. Die Verzdgerung
zwischen der Entscheidung und der eigentlichen Zugabe resultierte aus der durchzufihrenden
photometrischen Messung.

Der PBP 2x*-Gehalt konnte noch einmal gesteigert werden, indem nur die ersten
500 ul statt des ersten Milliliters (dieser wurde pauschal bei einer vorausgegangenen
Studie im Arbeitskreis verworfen) des Eluats aus der 1. Glutathion-
Affinitatschromatographie verworfen wurden. Tabelle 5 zeigt die Abhangigkeit des
Proteingehalts von den durchgefilhrten Anderungen bei der Proteinexpression und

-aufreinigung.
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veranderte Bedingung

Proteingehalt

(ng/ml)
Originalvorschrift aus [141]
Proteingewinnung 1 | -Induktion bei OD 0,8 und Verwurf des 1. 533
ml aus der Affinitdtschromatographie-
Proteingewinnung 2 Induktion der Proteinexpression nach 790
Beobachtung des Bakterienwachstums
Proteingewinnung 3 Verwerfen der fer.sj[.en 750 pl des Elugts aus 1072
der 1. Affinitatschromatographie
Proteingewinnung 4 Verwerfen der ersten 500 pl des Eluats aus 1226

der 1. Affinitatschromatographie

Tabelle 5: Proteingehalte der 4 durchgefiihrten Proteingewinnungen

Das Verwerfen von Mengen < 500 ul wurde nicht vorgenommen, da mittels der

Proteinbestimmung in den ersten 500 pl nur sehr geringe Proteinmengen (3,8 ug/ml)

nachgewiesen werden konnten. Insgesamt wurde ein dreifach hoherer Proteingehalt

durch die modifizierte Proteingewinnung und —aufreinigung im Vergleich zu der

Vorgehensweise wie sie bei Cacciatore [141] beschrieben wurde erhalten.
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6.1.2. Identifizierung des PBP 2x*

6.1.2.1 Gelelektrophorese

Die Aufreinigung des PBP 2x* wurde anhand der SDS-PAGE verfolgt. Die erste
Affinitatschromatographie diente dazu, das Fusionsprotein GST-PBP 2x* von den
anderen Proteinen abzutrennen. Schon vor Zugabe der PreScission Protease liel3en
sich mittels der SDS-PAGE Zerfallsprodukte des Fusionsproteins (GST und PBP 2x*)
nachweisen (Abbildung 16, Bande 2). Es zeigte sich hier schon, dass das
Fusionsprotein nicht stabil ist. Nach der Zugabe der PreScission Protease und einer
Inkubationszeit von 24 Stunden zeigte sich die vollstandige Entfernung der Bande
des Fusionsproteins (ca. 102 kDa) im SDS-Gel, wobei die Bande des GST-Proteins
(26 kDa) sichtbar blieb (Bande 3). Nach der zweiten Affinitatschromatographie, die
dazu diente das GST-Protein vom PBP 2x* abzutrennen, konnte die Eliminierung der
Bande des GST-Proteins per SDS-PAGE verfolgt werden (Bande 5). Bande 6 und 7
weisen nur noch die Bande des Zielproteins PBP 2x* auf und stellen das Ergebnis

der Aufreinigung dar.

GST-PBP 2x* (102 kDa) 205
PBP 2x* (78 kDa)
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GST (26 kDa) 36
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Abbildung 16: SDS-PAGE Aufreinigung des PBP 2x*. 1: Proteinfraktion nach dem Zellaufschluss;
2: Eluat aus der Glutathion-Affinitdtschromatographie; 3: Eluat nach Zugabe und Inkubation der
PreScission Protease; 4: Eluat nach 24 h Dialyse; 5: PBP 2x*-L6sung nach der 2. Glutathion-
Affinitatschromatographie; 6+7: PBP2x* in 10 %iger Glycerinldésung (unterschiedliche
Auftragsmengen); 8: Molekulargewichtsstandard (Sigma high range)
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Abbildung 17, Bande 6 veranschaulicht den Abbau des GST/PBP-Fusionsproteins
bei Lagerung im Kuhlschrank und, dass erst nach der Entfernung der Glutathion-S-
Transferase (Bande 5) das PBP 2x* im Kuhlschrank stabil bleibt. Somit waren eine
Arbeit mit dem Fusionsprotein und eine daraus folgende Verkirzung der

Aufreinigungsprozedur, wie es schon bei [141] gezeigt wurde, nicht moglich.

205 Abbauprodukte
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Abbildung 17: SDS-PAGE. Abbau des Fusionsproteins und des PBP 2x* (bei Anwesenheit des
Fusionsproteins) im Kiihlschrank. Das GST-PBP 2x*-Fusionsprotein sowie die anderen Lésungen
aus der Proteinaufreinigung wurden vor der SDS-PAGE flr einen Monat bei 4 °C im Kihlschrank
aufbewahrt. 1: Molekulargewichtsstandard (Sigma high range); 2: PBP 2x* in 10 %iger Glycerinlésung;
3: PBP 2x* nach der 2. Glutathion-Affinitatschromatographie; 4: Eluat nach 24 h Dialyse; 5: Eluat
(enthalt das GST neben dem Zielprotein PBP 2x*) nach Zugabe und Inkubation der PreScission
Protease; 6: Eluat (enthalt das Fusionsprotein GST-PBP 2x*) aus der 1. Glutathion-
Affinitdtschromatographie; 7: Proteinfraktion nach dem Zellaufschluss

6.1.2.2 Gelfiltrationschromatographie

Eine weitere Moglichkeit zur Identifizierung und gleichzeitiger Aktivitatsiberprifung
des PBP war die Analyse mittels Gelfiltrationschromatographie und
Fluoreszenzdetektion, wobei die Aktivitatsiberprifung dabei nur qualitativ erfolgte.
Dazu wurde wie zuvor bei [141] das Bocillin FL als fluoreszierendes Penicillin V-
Derivat verwendet [185]. Die Bindung des Penicillins an das PBP 2x* konnte somit
verfolgt und es konnte gezeigt werden, dass das expremierte und aufgereinigte
Protein Penicillin-bindende Aktivitat besitzt (Abbildung 18 A). Die Zugabe von
Ampicillin in hohen Konzentrationen verursachte eine Inhibierung des PBPs, so dass
kein Bocillin FL mehr an das PBP binden konnte und somit kein PBP 2x*-Peak

resultierte (Abbildung 18 B), was die Bindungsspezifitat des PBP 2x* zeigte.
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A Bocillin FL B Bocillin FL

l
I

Abbildung 18: Gelfitrationschromatographie und Fluoreszenzdetektion zur Identifikation und

Aktivitatsbestimmung des PBP 2x*. A: Inkubation des PBP 2x* mit Bocillin FL; B: Inkubation des
PBP 2x* mit Ampicillin vor Zugabe des Bocillin FL.

6.1.3. Lagerstabilitat PBP 2x*

Das PBP 2x* war sowohl bei der Lagerung bei -20 °C als auch bei -80 °C Uber 2 %
Jahre stabil und zeigte sowohl in der Gelelektrophorese (Abbildung 19, 4 und 5)

keinen erkennbaren Abbau als auch bei der Durchfihrung des Mikrotiterplattentests
keinen Aktivitatsverlust durch die Gefrierlagerung (Abbildung 20).
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Abbildung 19: SDS-PAGE verschiedener PBP 2x*-Chargen, untersucht am 6.9.06. 1: Molekular-
gewichtsstandard (Sigma high range); 2: PBP 2x* vom 15.7.05, gelagert bei -20 °C; 3: PBP 2x* vom
18.10.04, gelagert bei -20 °C; 4: PBP 2x* vom 4.2.04, gelagert bei -80 °C; 5: PBP 2x* vom 4.02.04,

gelagert bei -20 °C. Die Bandenstarke kann nicht unmittelbar miteinander verglichen werden, da die
SDS-PAGE nur zur qualitativen Kontrolle eingesetzt wurde.
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Bei Lagerung des PBP 2x* im Kuhlschrank nahm die Aktivitat jedoch nach 6 Monaten
um etwa 50 % ab, was mittels der erhaltenen Extinktionswerte im

Mikrotiterplattentest gezeigt werden konnte.

—&—PBP, frisch aufgetaut - ®- PBP, 6 Monate bei 4°C —#— PBP, direkt nach Gewinnung
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Abbildung 20: Aktivitatsverlust durch Lagerung des PBP 2x* vom 15.7.05 im Kiihlschrank bei
4 °C im Vergleich zu frisch hergestelltem PBP 2x* (vom 15.7.05) und mit bei -20 °C gelagerten
PBP 2x* (vom 15.7.05).

Ein wiederholtes Einfrieren und Wiederauftauen wirkte sich ebenfalls negativ auf die
Aktivitat des PBP 2x* aus. Dies konnte im Verlauf der Testentwicklung beobachtet
werden. Aus diesem Grund wurde das gewonnene PBP 2x* in 50- bzw. 100 ul-
Aliquots in PCR-Tubes eingefroren (-20 °C) und nach dem Auftauen im Kihlschrank

maximal 2 Wochen lang aufbewahrt und verwendet.
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6.1.4. Synthese des Digoxigenin-markierten Ampicillin

Ampicillin wurde mit Digoxigenin markiert (DIG-AMPI), um einen Reaktionspartner fur
den rezeptorgestutzten Mikrotiterplattentest zu erhalten. Gegen Digoxigenin sind
hochaffine, markierte Antikdrper bzw. antigenbindende-Antikérperfragmente
erhaltlich. Als Naturstoff kommt es ausschlielich in Digitalis-Pflanzen vor, so dass
keine unspezifischen Reaktionen mit Inhaltstoffen aus Lebensmitteln zu erwarten
sind. Ein weiterer Vorteil in der Verwendung von DIG-AMPI lag in den schon
gesammelten Erfahrungen, die bei der Entwicklung eines optischen Biosensor-Tests
durch G. Cacciatore [141] mit dem DIG-AMPI gemacht wurden.
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Abbildung 21: Digoxigenin-markiertes Ampicillin

Die Synthese wurde wie in 9.4 beschrieben durchgefuhrt. Die ldentifizierung von
DIG-AMPI im Eluat der HPLC erfolgte auf zwei verschiedenen Wegen. Zum einen
durch die Zugabe von B-Lactamase und zum anderen durch PBP 2x*-Zugabe. Bei
der Zugabe des PBP entstanden PBP-/DIG-AMPI-Komplexe, was dazu fuhrte, dass
die zugehorige Flache des DIG-AMPI-Peaks abnahm (Abbildung 22 B). Die
B-Lactamase-Zugabe verursachte dagegen die Ringoffnung des Ampicillins, so dass
die entstandenen polareren Ampicillosauren friher eluierten als die intakten
Digoxigenin-markierten Ampicilline (Abbildung 22 C) und somit ein zusatzlicher Peak

im Chromatogramm sichtbar wurde.
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Ambicillin Reaktionsprodukt
picil von DIG-AMPI
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Abbildung 22: Identifizierung des DIG-AMPI-Peaks zur anschlieBenden Fraktionierung mittels
HPLC sowie Reinheitsiiberpriifung. A: Chromatogramm des Syntheseprodukts; Ampicillin kommt
mit der Totzeit von der S&ule; B: Chromatogramm nach Zugabe von PBP 2x* zum Syntheseprodukt -
abnehmender DIG-AMPI-Peak; C: Chromatogramm nach Zugabe von g-Lactamase zum
Syntheseprodukt > zusatzlicher Peak durch die entstandenen Reaktionsprodukte des DIG-AMPI und
gleichzeitige Abnahme des DIG-AMPI-Peaks; D: Chromatogramm der Reinheitsiiberpriifung von DIG-
AMPI (Retentionszeit um 0.2 versetzt, da Integrator zu spat gestartet hat)

Nach der Identifizierung des DIG-AMPI-Peaks konnte DIG-AMPI von dem nicht
umgesetzten Ampicillin und nicht umgesetzten Digoxigenin durch Fraktionierung
abgetrennt werden. Nach der Fraktionierung erfolgte noch einmal eine Reinheits-
Uberprufung (Abbildung 22 D), um sicherzustellen, dass keine Edukte (vor allem
Ampicillin) noch im Produkt vorhanden sind und die anschlieBende Quantifizierung,
wie unter 9.4 beschrieben, erfolgen konnte. Nicht umgesetztes Ampicillin wirde das
PBP inhibieren und somit die Sensitivitat des entwickelten Testsystems herabsetzen.
Die Konzentration wurde gemall 9.4 zu 2378 ug/ml ermittelt. Im Vergleich zu
Cacciatore [141] (257 ug/ml) konnte durch die Verdopplung der Menge, der zur
Synthese eingesetzten Reagenzien und der Verlangerung der Inkubationszeit
(Schitteln des Reaktionsansatzes bei RT Uber Nacht (~13 Stunden) statt fur
4 Stunden) die Ausbeute an DIG-AMPI verzehnfacht werden.
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6.2 Testentwicklung

Nach erfolgreicher Expression und Aufreinigung sowie Synthese der bendtigten
Reagenzien wurde der Mikrotiterplattentest entwickelt. Als Testprinzip wurde der
Ablauf eines ELISA zugrunde gelegt. Jedoch findet hierbei eine Rezeptor-Ligand-
Wechselwirkung und nicht eine Antikorper-Antigen-Reaktion wie bei einem ELISA
statt. Anstelle eines Antikérpers wurde das Rezeptorprotein PBP 2x* auf der
Mikrotiterplattenoberflache immobilisiert, um dessen Bindestellen die B-Lactam-
Ruckstande aus Standards oder Lebensmittelproben und das Digoxigenin-markierte
Ampicillin konkurrieren. Die gebildeten PBP/DIG-AMPI-Komplexe wurden dann in
einem nachsten Inkubationsschritt durch mit Meerrettichperoxidase markierte anti-
Digoxigenin F,, Fragmente besetzt. Die Detektion erfolgte photometrisch nach
Zugabe der Substrat-/Chromogenldosung. Die resultierende Farbentwicklung ist
umgekehrt proportional zu der B-Lactam-Konzentration in der Probe.

Zu Beginn der Arbeit war nicht bekannt, ob das PBP 2x* bei der Immobilisierung und
den anschlieRenden Waschschritten seine Aktivitat behalten wurde. AuRerdem war
die Spezifitat der Bindung des DIG-AMPI (neben der Bindung an die PBP 2x*-
Bindestellen eventuell auch noch Bindung an die mit [R-Casein geblockter
Mikrotiterplattenoberflache) nicht ausreichend bekannt. Der erste Versuch zeigte
jedoch schon, dass nach Immobilisierung des PBP 2x* [-Lactame und DIG-AMPI
weiterhin gebunden wurden und die Durchfihrung des Tests wie bei einem ELISA
moglich war. AuBerdem zeigte ein Kontrollexperiment mit Ampicillin im Uberschuss
(1 mg/ml), die Spezifitat der DIG-AMPI-Bindung an, da keine Extinktion gemessen
werden konnte. Die Bindung des DIG-AMPI fand somit ausschlie3lich an die PBP-
Bindestelle statt. Es ging nun in den ersten Schritten darum, die optimalen

Bedingungen flr den B-Lactamnachweis zu finden.

6.2.1 Mikrotiterplattenauswahl

Es standen zwei verschiedende Plattentypen der Firma Nunc zur Verfugung,
MaxiSorp™- und PolySorp™-Platten. Beide Plattentypen weisen eine Polystyrol-
Oberflache auf. Die Unterschiede liegen in den Oberflachenmodifikationen.

PolySorp™-Platten prasentieren hauptsachlich hydrophobe Gruppen an ihrer
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Oberfliche, dagegen besitzen die MaxiSorp™-Platten  aufgrund  der
Oberflachenmodifikation neben den hydrophoben Gruppen zusatzlich viele
hydrophile Gruppen, so dass ein feines Netzwerk aus hydrophoben und hydrophilen
Bindestellen resultiert [186].

Abbildung 23 zeigt die Standard-Kalibrierkurven, die mittels der beiden
Mikrotiterplatten und Ampicillin als B-Lactam-Antibiotikum erhalten wurden. Die OD-
Werte von Standardkurven in PBS-Puffer lagen auf den MaxiSorp™-Platten im
Bereich um 1,0 und zeigten gut abgestufte OD-Werte, so dass ein grofRer linearer
Bereich der sigmoid verlaufenden Kalibrierkurve resultierte. Dagegen wiesen die
PonSorpTM-PIatten einen kleineren linearen Bereich auf. Die roten Pfeile in
Abbildung 23 markieren das Ende des linearen Bereichs. Insgesamt war der Test bei

Verwendung von PolySorp™-Platten weniger sensitiv.
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e

100 4

90 +

80 1

70 A

60 1

50 4

40

% relative Extinktion

30

20 -

0,1 1 10 100

Konzentration in pg/kg

Abbildung 23: Vergleich der MaxiSorp- und PolySorp-Platten. Die roten Pfeile markieren das
Ende des linearen Bereichs. (n = 3)

PonsorpTM-PIatten zeigen im wassrigen Medium einen abweisenden Effekt
gegenuber Makromolekilen, die reich an hydrophilen Gruppen sind, da diese dazu
neigen, eher mit dem Wassermolekllen starke Wasserstoffbrickenbindungen
auszubilden statt an die Oberflache durch Ausbildung schwacher hydrophober
Bindungen zu binden. Aber auch Makromolekule mit vielen hydrophoben Gruppen,
die nicht so fest an die MaxiSorp ™-Oberflaiche gebunden werden kénnen, miissen
bei PolySorp™-Platten sehr nah an die Oberfliche kommen, um die hydrophoben

Bindungen ausbilden zu kdnnen [186]. Die Unterschiede im Bindungsmechanismus
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erklaren auch die erhaltenen Resultate. Das PBP 2x* weist sowohl hydrophile als
auch hydrophobe Gruppen auf, so dass eine Bindung mittels beider Bindungstypen
an die MaxiSorp™-Platten mdglich ist. Es kénnen also mehr Molekiile in der gleichen
Zeit an die Oberfliche binden, als bei der PolySorp™-Platte. Mdglichkeiten die
Bindungskapazitat des PBP an die PonSorpTM-PIatten zu erhOhen, waren eine
Erhohung der Beschichtungsmenge, eine langere Inkubationszeit, aber auch eine
Erhéhung der Inkubationstemperatur gewesen. Diese Moglichkeiten wurden jedoch
nicht untersucht, da beide Plattentypen vorhanden waren und die MaxiSorp™-Platten
aufgrund ihrer Oberflachenbeschaffenheit fur die PBP 2x* direkt besser geeignet
waren und ohne weitere Variationen der Beschichtungsbedingungen eingesetzt
werden konnten. Fiir alle folgenden Untersuchungen wurden demnach MaxiSorp™-

Platten verwendet.

6.2.2 Auswahl der Blockpuffer

Aktive Stellen der Mikrotiterplattenoberflache missen mit Proteinen belegt werden,
um die unspezifischen Bindungen von Matrixkomponenten und Reaktionspartnern
(DIG-AMPI und anti-DIG-F,, Fragmente) an die Oberflache der Mikrotiterplatte zu
inhibieren. Solche Proteine werden Uber einen Blockpuffer aufgebracht. Drei
Blockpuffer (2 %ige Casein- bzw. BSA-LOsung sowie eine synthetische
Blockpufferlésung: RotiBlock) wurden auf ihre Anwendbarkeit bei dem
Mikrotiterplattentest untersucht. Wie anhand der Kalibrierkurve in Abbildung 24 zu
erkennen ist, wurde die Testsensitivitdat und die Genauigkeit ohne die Verwendung
von Blockpuffer stark herabgesetzt. Der Einsatz aller verwendeten Blockpuffer
reduzierte die unspezifischen Bindungen. Durch Verwendung einer 2 %igen
Caseinlosung als Blockpuffer wird zudem noch eine Standardkurve mit
ausreichender Steigung erhalten, SO dass Abweichungen bei
Mehrfachbestimmungen in Bezug auf eine Quantifizierung geringer ins Gewicht

fallen.
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Abbildung 24: Blockpufferauswahl. Die 2%ige Casein- sowie BSA-Lésungen wurden selbst
hergestellt, RotiBlock ist ein Produkt der Firma Roth (n = 3)

In Abbildung 25 ist Abbildung 24 noch einmal ohne die PBS-Kurve dargestellt, um
die verschiedenen Blockpuffer besser vergleichen zu konnen. Aus der Verwendung
von Casein als Blockpuffer resultieren geringere Standardabweichungen der

einzelnen Messwerte, was auch in einem Wiederholversuch bestatigt werden konnte.
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Abbildung 25: Vergleich der Blockpuffer; Darstellung ohne PBS. Die Werte bei 1 ug/kg zeigen die
maximale Extinktion, die mittels des jeweiligen Blockpuffers erhalten wurde, an.

Aufgrund der starken Streuung der Messwerte bei der Verwendung von RotiBlock

und 2 %iger BSA als Blockpuffer und aufgrund der erhaltenen hoheren
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Extinktionsdifferenz (Abweichungen fallen bei Mehrfachbestimmungen in Bezug auf
eine Quantifizierung geringer ins Gewicht) zwischen der geringsten und der hochsten
Konzentration bei Verwendung der Casein-L6sung wurde die 2 %ige Casein-Lésung

als Blockpuffer gewahit.

6.2.3 Schachbretttitration

PBP wurde gegen DIG-AMPI sowie gegen die anti-DIG-F,, Fragmente titriert, um die
optimalen Kombinationen hinsichtlich der Testsensitivitat zu ermitteln. Die
Kombinationen aus PBP-Beschichtungsmenge und DIG-AMPI sowie der anti-DIG-
Fa» Fragmente, die einen Extinktionswert des antibiotikafreien Ansatzes um 1,0
erzielten und fur den antibiotikahaltigen (B) und antibiotikafreien Ansatz (By) einen
hohen Extinktionsunterschied (B/By) aufwiesen, wurden fir die Erstellung der
Standardkurven verwendet. Den maximalen Extinktionsunterschied und damit die
hochste Testsensitivitat wurde unter Einsatz von 2 pg/kg Ampicillin bei einer
PBP 2x*-Beschichtungsmenge von 300 ng/Kavitat, einer DIG-AMPI-Verdlinnung von
1:40.000 und einer Verdlinnung von 1:1.000 der anti-DIG-F,,-Fragmente erreicht.

6.2.4 Simultane und konsekutive Kompetitorenzugabe

Die Auswahl des Assay-Formates erfolgte, nachdem gepruft wurde, ob es gunstiger
ist, B-Lactam und DIG-AMPI gemeinsam (simultan) oder nacheinander (konsekutiv)
in die mit PBP 2x* beschichteten Kavitadten zu pipettieren. Bei der simultanen
Vorgehensweise konnte anders als bei der konsekutiven Arbeitsweise nicht zwischen
den B-Lactam-Standards, die in einem Konzentrationsbereich zwischen 1 pg/kg und
20 ug/kg lagen, und einem Blank (reiner PBS Puffer) unterschieden werden. Der
Grund liegt in der Zugabe des DIG-AMPI im Uberschuss, der gewahrleisten soll,
dass alle noch vorhandenen und nicht von [-Lactamen besetzten Bindestellen der
PBP besetzt werden. Bei der simultanen Vorgehensweise besetzt DIG-AMPI somit
sofort alle PBP-Bindestellen und das in geringerer Konzentration vorliegende
B-Lactam stellt keinen Kompetitor um die Bindestellen mehr dar. Bei einer

konsekutiven Vorgehensweise wird dieses Problem umgangen, da den B-Lactamen
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ausreichend Zeit gegeben wird die Bindestellen zu besetzen. Erst nach einer
gewissen Inkubationszeit (~30 Minuten) wurde das DIG-AMPI hinzugegeben. Durch
diese Vorgehensweise konnte eine ausreichende Sensitivitat erzielt werden. Kirzere
Inkubationszeiten wirkten sich aus diesem Grund auch auf die Testsensitivitat aus,
was mittels der chemometrischen Optimierung (Kap. 6.3) gezeigt werden konnte.
Eine Trennung der Inkubationsschritte durch Einfligen eines Waschschrittes zeigte

bei Standardlésungen in PBS Puffer keine Verbesserung bezlglich der Sensitivitat.

6.2.5 Plattenlagerung

Zur Uberpriifung, ob es mdglich ist die Platten nach erfolgter Beschichtung zu lagern,
wurden Untersuchungen zur verbleibenden Aktivitat des PBP 2x* durchgefuhrt.
Hierzu wurden vier Platten beschichtet und dem beschriebenen Arbeitsschema
folgend (Kap. 9.5.2) Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am Folgetag wurden diese gemaf
dem Ublichen Testablauf gewaschen und mit 2 %iger Caseinlésung geblockt. Die
erste Platte wurde noch am selben Tag zur Analytik von Cefoperazon verwendet, die
zweite Platte am darauf folgenden Tag und die dritte Platte 2 Tage spater. Die vierte
Platte wurde dagegen nach dem Blocken gewaschen und entleert und bei -20°C fir

eine Woche eingefroren.

—— neue Plattenbeschichtung —0O— Platte unter Blockpuffer 1 Tag bei 4°C gelagert
- #- Platte unter Blockpuffer 2 Tage bei 4°C gelagert Platte bei -20°C 1 Woche gelagert
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Abbildung 26: Aktivitat des schon auf der Platte immobilisierten PBP 2x* nach unterschied-
licher Lagerung
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Die eingefrorene Platte und die nur einen Tag im Kuhlschrank gelagerte Platte
lieferten dieselben Resultate wie die Platte, die sofort nach dem Blocken analysiert
wurde. Lediglich die Platte, die 2 Tage unter Blockpuffer im Kuhlschrank gelagert
war, lieferte niedrigere Extinktionswerte. Eine langere Gefrierlagerung oder das
Einfrieren unter Blockpuffer wurden nicht untersucht, da eine langere Lagerung der

beschichteten Platten nicht notig war.
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6.2.6 Erarbeitetes Testprinzip

In Abbildung 27 ist das Testprinzip des entwickelten rezeptorproteingestiutzten
Mikrotiterplattentests dargestellt. In der ruckstandsfreien Probe binden die PBP
ausschlieBlich DIG-AMPI, so dass exklusive PBP/DIG-AMPI-Komplexe gebildet
werden, die dann durch die markierten anti-DIG-F,, Fragmente sichtbar gemacht
werden. In Gegenwart von [-Lactam-Antibiotika binden jedoch in dem ersten
Inkubationsschritt diese an die PBP-Bindestellen und besetzen diese. DIG-AMPI
kann nun im folgenden Schritt nur noch an die freien Bindestellen binden, so dass
weniger PBP/DIG-AMPI-Komplexe resultieren, die durch die anti-DIG-F,, Fragmente
sichtbar gemacht werden kdnnen.

immobilisiertes PBP 2x* immobilisiertes PBP 2x*

3
3

+ rlickstandsfreie Probe/ + rlickstandshaltige Probe/
\ PBS Puffer # B-Lactam Standard

-
=

b

Ampicillin

.f' + Digoxigenin-markiertes
Ampicillin

# + Digoxigenin-markiertes

w LLJ
)\‘ + anti-Digoxigenin F,, Fragmente, f + anti-Digoxigenin F,, Fragmente,
# Meerrettichperoxidase markiert # Meerrettichperoxidase markiert

§id i

+ Enzymsubstrat-/Chromogenlésung

+ Enzymsubstrat-/Chromogenldsung
(Tetramethylbenzidin)

(H,0,/Tetramethylbenzidin)

Abbildung 27: Testprinzip des Mikrotiterplattentests fiir den B-Lactam-Nachweis mit Hilfe von
PBP 2x*, DIG-AMPI und mit Meerrettichperoxidase markierten anti-Digoxigenin F,, Fragmenten.
Links dargestellt ist die ablaufende Reaktion mit riickstandsfreier Probe, rechts mit rickstandshaltiger
Probe. Naheres siehe Text.

Die Intensitat der resultierenden gelben Farbe ist umgekehrt proportional zu der

R-Lactam-Konzentration in der Probe.
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6.3 Chemometrische Optimierung des entwickelten Mikrotiter-
plattenassays mittels Experimental Design

Die Optimierung des entwickelten Mikrotiterplattenassays sollte mit Hilfe des
Experimental Design erfolgen, um eine Alternative gegenuber der sonst

ublicherweise durchgefuhrten Schachbretttitration (Vgl. 6.2.3) aufzuzeigen.

6.3.1 Screening Design

Das Screening Design diente dazu, als erstes die Parameter ausfindig zu machen,
die den starksten Einfluss auf die resultierende Extinktion haben. Auf3erdem sollten
eventuell auftretende Wechselwirkungen der Parameter erkannt und interpretiert

werden.

6.3.1.1 Experimentelles

Dass die Umgebungstemperatur einen entscheidenden Einfluss auf die resultierende
Extinktion hat, war bekannt. Da jedoch mit zwei Enzymen gearbeitet wurde, dem
PBP 2x* und der Meerrettichperoxidase, sollte bei der Optimierung die Temperatur
bei 20°C konstant gehalten werden, um alle anderen Einfliisse besser beobachten zu
konnen. Desto weniger Parameter ausgewahlt werden, desto scharfer ist am Ende
das resultierende Design.

Insgesamt wurden von den mdglichen Einflussparametern sechs Parameter in das
Screening integriert. In der folgenden Abbildung ist die Arbeitsvorschrift des
Testsystems fiir die Screening- Prozedur dargestellt. Rot hervorgehoben sind dabei
die ausgewahlten Einflussparameter. Das Fragezeichen markiert dabei die zu

optimierende Konzentration bzw. die noch zu optimierende Inkubationszeit.
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PBP 2x* ? ng/Kavitat in Beschichtungspuffer pH 9,5
Inkubieren Uber Nacht bei 4°C

¥

1 x mit PBS-Puffer waschen, ausschlagen

-

Nachbeschichten mit Blockpuffer > V = 250yl
30 Minuten bei RT inkubieren

-

3 x mit PBS- Puffer waschen, ausschlagen

-

Zugabe B-Lactam-Standardlsg. - V = 100l
? Minuten bei 20 °C inkubieren

-

Zugabe DIG-AMPI (1 : ?in PBS) - V =100yl
? Minuten bei 20 °C inkubieren

-

2 x mit Waschlésung und 2 x mit PBS waschen,
ausschlagen

¥
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bei 20 °C inkubieren; Extinktion messen (450nm)

Abbildung 28: Arbeitsvorschrift fiir das Screening. Rot hervorgehoben sind die ausgewahlten
Einflussparameter. Das Fragezeichen markiert die zu optimierende Konzentration / Inkubationszeit
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Die konsekutive Inkubation der Standards und des DIG-AMPI wurde ebenfalls
aufgrund der unterschiedlichen Affinitaten des PBP 2x* zu den verschiedenen
Penicillinen und Cephalosporinen gewahlt [74,75].

Die Reagenzien, die angesetzt wurden waren fur die Durchflihrung aller Versuche in
ausreichender Menge vorhanden, damit keine Verfalschung des Ergebnisses aus
unterschiedlichen Reagenzienchargen auftritt. Aul3erdem wurden alle Reagenzien im
Klhlschrank gelagert, um Einflisse durch Lagerung zu vermeiden. Die Durchflihrung

aller Versuche erfolgte innerhalb von 2 Tagen.

6.3.1.2 Design-Planung

Im Screening-Design sollten sechs Parameter Uberprift werden. Die Einflisse der
Konzentrationen von PBP 2x*, Digoxigenin-markiertem Ampicillin und anti-Dig-F -
Fragmente sowie der Einfluss der Inkubationszeiten von Probe/Standardlésung mit
B-Lactamen, DIG-AMPI und anti-Dig-F,, Fragmenten. Fir diese Parameter wurde
ausgehend von den Vorversuchen bei der Testentwicklung folgender experimentelle

Rahmen festgelegt.

Parameter Screening-Design
A | Konzentration PBP 2x* 100 — 500 ng/Kavitat
B | Konzentration (Verdinnungsfaktor) DIG-AMPI 1: 10.000 - 1: 100.000
C | Konzentration (Verdunnungsfaktor) Fa, Fragmente | 1: 1.000 — 1: 3.000
D | Inkubationszeit R-Lactame 15 min. — 60 min.
E | Inkubationszeit DIG-AMPI 15 min. — 60 min.
F | Inkubationszeit F,, Fragmente 30 min. — 60 min.

Tabelle 6: Experimenteller Rahmen des Screening-Designs

Die resultierende Extinktion wurde als Responsegrof3e herangezogen. Als Design
wurde ein Fractional-Factorial-Design ausgewahlt, da dieses weniger Experimente
erfordert (16 statt 64). Die Auflosung war IV, so dass alle Haupteffekte mit den
Wechselwirkungen von drei Parametern und alle Zweifach-Wechselwirkungen in
Dreiergruppen vermengt sind (siehe auch Abbildung 12). Jedes Experiment wurde
als Dreifachbestimmung durchgefuhrt. Zusatzlich erfolgte eine Dreifachbestimmung

am Zentralen Punkt.
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Letztendlich ergab sich daraus ein Versuchsplan mit 51 Experimenten (siehe Anhang

1). Die Experimente wurden in randomisierter Reihenfolge bearbeitet.

6.3.1.3 Auswertung

Haupteffekte und Wechselwirkungen

In der Theorie wurde bereits beschrieben, wie die Ergebnisse eines Screening-
Designs ausgewertet werden.
Als Balkengraphik sind hier nun die resultierenden Haupteffekte der eingesetzten

Parameter dargestellt.
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Abbildung 29: Balkengraphik des Screening-Designs (Haupteffekte). Positive y-Achse:
zunehmende Extinktionswerte; negative y- Achse: abnehmede Extinktionswerte. Die Balkenhéhe
reprasentiert die Starke des Effekts. Nahere Erlauterung siehe Text.

Tabelle 7 zeigt zusatzlich die mittels Unscrambler® berechneten Effekte und p-Werte.

Parameter Effekt | p-Wert
Konzentration PBP 2x* 1,796 | 0,0000
Konzentration (Verdunnungsfaktor) DIG-AMPI - 0,798 | 0,0000
Konzentration (Verdunnungsfaktor) F,, Fragmente | - 0,940 | 0,0000
Inkubationszeit 3-Lactame -0,419 | 0,0033
Inkubationszeit DIG-AMPI 0,277 | 0,0453
Inkubationszeit F,, Fragmente 0,442 | 0,0020

Tabelle 7: Ermittelte Effekte und p-Werte
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Aus der Tabelle und der Balkengraphik wird deutlich, dass die Beschichtungsmenge
an PBP 2x* (A) den starksten positiven Einfluss hat. Durch die Veranderung dieses
Parameters wird somit die grofdte Veranderung der Extinktion bewirkt. Je groRer
namlich die Menge an PBP 2x* auf der Mikrotiterplattenoberflache ist, desto mehr
PBP 2x*/DIG-AMPI-Komplexe kdonnen gebildet werden. Daraus resultiert, dass auch
mehr Fap-Fragmente an den Komplex binden, was eine verstarkte Farbentwicklung
zur Folge hat. Dieselbe Erklarung hat auch Gultigkeit fur die Inkubationszeiten von
DIG-AMPI (E) und den anti-Digoxigenin-Fab Fragmenten (F). Je langer der Zeitraum
ist, indem die Reaktionspartner miteinander wechselwirken konnen, desto grofler ist
auch die Moglichkeit eines sich bildenden Komplexes. Hohere Verdunnungsstufen
von DIG-AMPI (B), aber auch der F,,-Fragmente (C) zeigten einen negativen Effekt
(Abnahme der Extinktion), da weniger Reaktionspartner im Testsystem anwesend
sind. Eine Verlangerung der Inkubationszeit der B-Lactam-Standards (D) fuhrt
ebenfalls zu einer Extinktionsabnahme, da die Mdoglichkeiten der Bindung an das

PBP 2x* erhoht sind und nun mehr R-Lactam-Bindestellen besetzt sind.

Bei der Interpretation der erhaltenen Haupteffekte muss beachtet werden, dass alle
Haupteffekte mit den Dreifach-Wechselwirkungen vermengt sind. Da derartige
Dreifach-Wechselwirkungen jedoch sehr selten auftreten und verglichen mit den
Haupteffekten nur einen geringen Einfluss haben, wurden keine weiteren
Experimente, um eine genauere Analyse der vermengten Effekte vorzunehmen,
durchgefuhrt.
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Abbildung 30: Balkengraphik des Screening-Designs (Wechselwirkungen). Nahere
Erlauterungen siehe Text.
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In Abbildung 30 sind nun die vermengten Wechselwirkungen des Screening-Designs
als Balkengraphik dargestellt. Wie anhand der Graphik erkannt werden kann, sind
zwei Zweifachwechselwirkungen sowie einmal drei Zweifachwechselwirkungen
miteinander vermengt, so dass die beobachteten Effekte sehr gut erklarbar sind. So
uberwiegen bei der vermengten Wechselwirkung AB=CE die negativen Effekte der
erhdhten Verdinnung von DIG-AMPI (B) und der Fab-Fragmente (C) gegentber dem
nur gering positiven Effekt der verlangerten Inkubationszeit von DIG-AMPI (E) und
dem positiven Effekt der erhdhten PBP 2x*-Konzentration (A). Es resultiert ein
negativer Gesamteffekt. So lassen sich auch mit Hilfe der Betrachtung der

Haupteffekte auch die anderen Wechselwirkungseffekte erklaren.

Der Normal-B-Plot kann wie bereits erlautert ebenfalls zur Ermittlung der
signifikanten Parameter herangezogen werden. Hierbei wird die Grol3e der Effekte in
Relation zu ihrer Wahrscheinlichkeit gesetzt. Fur das durchgefuhrte Screening ergibt

sich folgender Normal-B-Plot:
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Abbildung 31: Normal-B-Plot der Effekte des Screening-Designs

Hierbei zeigt sich sehr deutlich, dass sich bis auf die PBP 2x*-Beschichtungsmenge

keine deutlichen Abweichungen von der Normalverteilung zeigen.
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Insgesamt kann gesagt werden, dass der Haupteffekt die PBP 2x*-Konzentration ist,
da sowohl die Ermittlung Uber ANOVA als auch mittels des Normal-B-Plot dies

ergeben hat. Die Optimierung dieses Parameters ist somit von gréf3ter Bedeutung.

Modelliiberpriifung

Um die Verlasslichkeit der erstellten Modelle zu Uberprifen, wurden diese auf ihre

Signifikanz und Gute Uberpruft.

Vergleich der Standardabweichungen: Die Standardabweichungen Uber alle

Experimente wurde mit der Standardabweichung der Mehrfachbestimmungen am
Zentralen Punkt verglichen. Je geringer dabei die Standardabweichung am Zentralen
Punkt ist, desto scharfer ist das Modell und desto geringer ist der experimentelle
Fehler.
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Abbildung 32: Standardabweichungen des Screening-Designs

Abbildung 32 zeigt deutlich, dass die Standardabweichung am Zentralen Punkt
aulerst gering ist. Dies deutet auf ein sehr scharfes Design und einen kaum

vorhandenen experimentellen Fehler hin.

Priifung der Korrelation: Eine Uberpriifung mittels der Korrelation der vorhergesagten

und der gemessenen Werte wurde ebenfalls durchgefuhrt. Die graphische
Darstellung (Abbildung 33) zeigt eine sehr gute lineare Korrelation. Der lineare

Korrelationskoeffizient von 0,997 belegt dies ebenfalls.
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Abbildung 33: Korrelation der vorhergesagten gegen die gemessenen Werte (Predicted vs.
Measured) des Screening-Designs

Kontrolle der Residuen: Die Kontrolle der Residuen erfolgte Uber die Erstellung eines

2D-Streudiagramms, indem die Responsewerte gegen die Residuen aufgetragen

warden. Die kleine Skalierung der y-Achse von Abbildung 34 zeigt schon, dal} die

verbleibenden Residuen sehr gering sind.
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Abbildung 34: Kontrolle der Residuen des Screening-Designs

Eine abschlieRende Kontrolle erfolgt durch die Erstellung einer Liniengrafik der

gemessenen und vorhergesagten Werte, die noch einmal die Wertestreuung anzeigt.

Auch diese Graphik zeigt eine sehr gute Ubereinstimmung der gemessenen mit den

vorhergesagten Werten.
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4 Predicted and Measured
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Abbildung 35: Liniengraphik der gemessenen und vorhergesagten Werte des Screening
Designs

Insgesamt lasst sich anhand der Modelluberprifungen aussagen, dass ein sehr
scharfes Modell vorliegt. Die Modelle liefern vorhergesagte Werte die sehr gut mit
den gemessenen korrelieren, so dass der gesamte experimentelle Raum gut

modelliert ist und keine Ausreiler auftreten.

Der Einschluss eines Optimums wird mittels des Responsewertes am Zentralen
Punkt Uberpruft. Abbildung 32 verdeutlicht, dass der mittlere Responsewert am
Zentralen Punkt nur unwesentlich groRer ist als der mittlere Responsewert Gber alle
anderen Experimente. Dies lasst darauf schlielen, dass kein Extremum im
herkdmmlichen Sinn eingeschlossen ist. Fur eine genaue Betrachtung kann ein

Oberflachenmodell herangezogen werden.
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Abbildung 36: Oberflichenmodelle des Screening-Design. Die Inkubationszeiten wurden aufgrund
ihres geringeren Einflusses auf die Werte am Zentralen Punkt festgelegt.
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Die Uberpriifung der Krimmung zeigt, dass ein linearer Zusammenhang besteht.
Eine anschlieRende Optimierung kann eine optimale Verwendung der Reagenzien
bewirken, so dass eine Extinktion resultiert, die noch in der Gultigkeit des Lambert-

Beer’schen Gesetzes liegt.

6.3.2 Optimierungs-Design

6.3.2.1 Experimentelles

Fur das Optimierungs-Design wurden die gleichen Vorbereitungen wie flir das
Screening-Design getroffen. Die Temperatur wurde wieder bei 20 °C konstant

gehalten.

6.3.2.2 Design-Planung

Die Ergebnisse des Screening-Designs wurden nun dafur verwendet, die
Bedingungen fur die Optimierung festzulegen. Da, wie in der Theorie bereits erwahnt,
ein Design umso scharfer wird, desto weniger Parameter mit einbezogen werden,
wurden nur die Parameter flr die Optimierung ausgewahlt, die den gréfiten Effekt im
Screening verursacht haben. Dies waren die Konzentrationen von PBP 2x*, DIG-
AMPI und der anti-DIG-F;, Fragmente. Die Inkubationszeiten wurden auf ihren
mittleren Wert, der im Screening-Design durch das Statistikprogramm Unscrambler®
fur die Zentralen Punkte berechnet wurden, festgesetzt. Es konnte zu diesem
Zeitpunkt noch nicht gesagt werden, in wie weit sich die Inkubationszeiten auf die
Sensitivitat des Testsystems auswirken. Je kurzer diese jedoch gewahlt wurden,
umso geringer war der erhaltene Response, so dass vermutet werden konnte, dass
kirzere Inkubationszeiten die Testsensitivitat herabsetzen. |Ihr Einfluss war aber im
Gegensatz zu dem Einfluss der Reagenzienkonzentrationen relativ gering.

Der Rahmen wurde deshalb nur fur die anderen Parameter eingeengt. Fur die
PBP 2x*-Konzentration wurde ein niedriger Bereich ausgewahlt, um dieses
aufwendig herzustellende Reagenz zu schonen. Aulierdem konnte anhand der
Oberflachenmodelle (Abbildung 36) erkannt werden, dass auch mit geringen

Konzentrationen eine Extinktion um 1,0 erzielt werden kann.
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Die Wahl der Optimierungsrahmen fur die Parameter sind in Tabelle 8 dargestellt.
Die Optimierung wurde mittels eines Box-Behnken-Designs durchgeflhrt, da dieses

Design weniger Experimente erfordert.

Parameter

Screening Design —
Fractional Factorial

Optimierungs —Design
Box-Behnken

A | Beschichtungsmenge PBP 2x* 100 — 500 ng/Kavitat 100 — 200 ng/Kavitat

B | Verdiinnungsfaktor DIG-AMPI 1:10.000 — 1:100.000 1:40.000 — 1:60.000

C | Verdunnungsfaktor anti-DIG F, 1:1.000 — 1:3.000 1:1.000-1:2.000
Fragmente

D | Inkubationszeit: R-Lactam Standards 15 — 60 Minuten 37,5 Minuten

E | Inkubationszeit : DIG-AMPI 15 - 60 Minuten 37,5 Minuten

F | Inkubationszeit : F,, Fragmente 30— 60 Minuten 45 Minuten

Tabelle 8: Parameter der chemometrischen Optimierung

Insgesamt wurde wieder eine Dreifachbestimmung durchgefihrt sowie sechs
Bestimmungen am Zentralen Punkt. Daraus resultierten 42 Experimente. Der
Versuchsplan findet sich in Anhang 2. Die Experimente wurden wieder randomisiert
durchgefuhrt.

6.3.2.3 Auswertung

Es wurden aus den erhaltenen Ergebnissen zwei Oberflachenmodelle mittels

quadratischer Regression und Varianzanalyse berechnet.

Ermittlung der optimalen Bedingungen

Die optimalen Bedingungen wurden graphisch ermittelt, da es mit der verwendeten
Software nicht moglich war, diese mathematisch zu ermitteln.

Alle p-Werte wiesen den Wert 0,0000 auf, das die Ergebnisse des Screening-
Designs noch einmal bestatigte. Es wurden mehrere Oberflachenmodelle berechnet
und graphisch ausgewertet. 2 Oberflachenmodelle, die zur Bestimmung der PBP 2x*-
Menge verwendet wurden, sind in der Abbildung 37 und Abbildung 38 dargestellt.
Fur die Beschichtungsmenge von PBP 2x* wurde der kleinstmdgliche Wert

(150 ng/Kavitat) ausgewahlt und beim Oberflachenmodell, das in Abbildung 39
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dargestellt ist und zur Bestimmung der optimalen Verdiunnungen von DIG-AMPI und

der anti-DIG-F,, Fragmente verwendet wurde, konstant gehalten.
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Abbildung 37:0berflaichenmodell des Optimierungs-Designs zur Bestimmung der PBP 2x*-
Beschichtungsmenge (DIG-AMPI = 1:40.000). Es wurde die PBP 2x*-Menge gegen die
Verdinnungen der anti-DIG-F,, Fragmente aufgetragen. Die Ellipse markiert den Bereich der
PBP 2x*-Beschichtungsmenge von 150 ng/Kavitat.

........
eNd .,

0.744 0.548 1,352 TH56 1.560 1.764
——

. o
Response Surface  *%eepiaeess*®

e m
e o
“-“-‘
““‘
T h_

Abbildung 38:0berflaichenmodell des Optimierungs-Designs zur Bestimmung der PBP 2x*-
Beschichtungsmenge (anti-DIG-F,, Fragmente = 1:1.000). Es wurde die PBP 2x*-Menge gegen die
Verdunnungen von DIG-AMPI aufgetragen. Die Ellipse markiert den Bereich der PBP 2x*-
Beschichtungsmenge von 150 ng/Kavitat.

Wie anhand der beiden Oberflachenmodelle zu erkennen ist, ist es bei einer
Beschichtungsmenge von 150 ng/Kavitdt immer noch mdoglich in einem

Extinktionsbereich von 1,0 — 1,3, wo die Gultigkeit des Lambert-Beerschen Gesetzes
noch gewabhrleistet ist, zu messen.
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Bei einer PBP 2x*-Beschichtungsmenge von 150 ng/Kavitat ergab sich folgendes
Oberflachenmodell:
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Abbildung 39: Oberflaichenmodell des Optimierungs-Designs (PBP 2x* = 150 ng/Kavitat)

Als optimierter Bereich wird ein Bereich zwischen 0,9 und 1,4 Extinktionseinheiten
ermittelt, so dass die Extinktionen im Gultigkeitsbereich des Lambert-Beerschen-
Gesetzes liegen. Daraus konnen graphisch (Abbildung 40) noch folgende Optima
ermittelt werden:

DIG-AMPI: 1:60.000

anti-DIG-F,, Fragmente: 1:1.500
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Abbildung 40: Graphische Auswertung des Oberflaichenmodells

Es wurde ein Punkt ausgewahlt, wo eine groRe Testrobustheit zu erwarten ist, da
Abweichungen, wie zum Beispiel durch Pipettierfehler sich zwar auf die Extinktion
auswirken, jedoch die Messwerte immer noch im Gultigkeitsbereich des Lambert-
Beer'schen Gesetz’ liegen.
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Modelliiberpriifung

Die Modelltberprifung erfolgt auf dem gleichen Wege wie beim Screening-Design.

Als erstes wurden auch hier die Standardabweichungen miteinander verglichen.
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Abbildung 41: Standardabweichungen des Optimierungs-Designs

Die geringe Abweichung am Zentralen Punkt in Abbildung 41 zeigt, dass das Modell
ausreichend scharf ist.

Der Korrelationskoeffizient von 0,959 aus der Auftragung des vorhergesagten gegen
den gemessenen Wertes zeigt eine sehr gute Korrelation und damit ein signifikantes
Modell.
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Abbildung 42: Korrelation der vorhergesagten gegen die gemessenen Werte (Predicted vs.
Measured) des Optimierungs-Designs
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Zur Kontrolle der Residuen wurde erneut ein 2D-Streudiagramm der Residuen
erstellt.

Y-residuals
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Abbildung 43: Kontrolle der Residuen des Optimierungs-Designs

Wie auch in Abbildung 43 zu erkennen ist, ist hier keine Clusterbildung erkennbar, so

dass auch hier die Scharfe und Signifikanz des erstellten Modells deutlich wird.

6.3.3 Ergebnisvergleich Schachbretttitration vs. Experimental Design

Die Optimierung des Testsystems (bezuglich der Arbeitsbedingungen, die einen
niedrigen Verbrauch des aufwendig hergestellten Reagenz PBP 2x* bei gleichzeitig
hoher Extinktion (0,9-1,4)) mittels Experimental Design ergab eine PBP 2x*-
Beschichtungsmenge von 150 ng/Kavitat, eine DIG-AMPI-Verdunnung von 1:60.000
und fur die Verdinnung der anti-DIG-F,, Fragmente einen Wert von 1:1.500.

Mittels Schachbretttitration wurde dagegen eine PBP-Beschichtungsmenge von
300 ng/Kavitat, eine DIG-AMPI-Verdinnung von 1:40.000 und eine Verdlinnung von
1:1.000 der anti-DIG-F,,-Fragmente ermittelt. Der direkte Vergleich zeigt, dass eine
Optimierung mittels Experimental Design bessere Ergebnisse bezuglich der
Einsparnis aufwendig herzustellender Reagenzien liefert. Auch konnten signifikante
Parameter innerhalb von 2 Tagen erkannt werden und mussten nicht Step-by-Step
uber mehrere Wochen ermittelt werden. Die Anwendung des Designs machte eine
Visualisierung der Ergebnisse moglich, die es wiederum ermdglichte die
Testrobustheit zu erkennen und zudem eine Variation einzelner Parameter mit
gleichzeitiger Kenntnis der Auswirkung der Anderung auf den Response (Extinktion)

erlaubt.
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6.4 Untersuchungen mit 8-Lactam-Standardsubstanzen

Zur Untersuchung der 3-Lactam-Standardsubstanzen und zur Ermittlung des 50 %-
Wertes und der Nachweisgrenze wurde mit diesen jeweils eine Kalibrierkurve in PBS
Puffer und in entfetteter Rohmilch erstellt. Zudem wurden mindestens 6 Puffer- bzw.
Milchblanks zur Ermittlung des By-Wertes aufgenommen und die Standard-
abweichung bestimmt. Die relativen Extinktionen ergaben sich aus B/By x 100. Die
Konzentration, die bei einer relativen Extinktion von 50 % ermittelt werden konnte,
diente dann zur Bestimmung der relativen Bindungsaffinitdt von PBP 2x* zu dem
jeweiligen B-Lactam. Die Standardabweichung und der sich aus den By-Werten
ergebende Mittelwert wurden zu Ermitllung der Nachweisgrenze herangezogen. Die
Nachweisgrenze, die die kleinste Konzentration, die sich mit ausreichender
statistischer Sicherheit qualitativ noch erfassen lasst, darstellt, wurde aus der
dreifachen  Standardabweichung einer analytfreien Probe ermittelt. Die
Nachweisgrenze wurde dabei fur jedes B-Lactam individuell bestimmt, da vor allem
die unterschiedliche Affinitat des PBP 2x* gegenuber den jeweiligen Penicillinen und
Cephalosporinen einen Einfluss auf die Nachweisgrenze ausubt. Eine

Beispielberechnung zur Ermittlung der Nachweisgrenze findet sich in Kapitel 6.6.5.

6.4.1 Penicilline

Es wurden die Antibiotika Ampicillin, Benzylpenicillin, Amoxicillin, Cloxacillin,
Dicloxacillin, Oxacillin, Nafcillin und Penicillin V untersucht. Im nachfolgenden sind
die untersuchten Penicilline und die dazugehoérigen Standardkalibrierkurven in PBS
Puffer und entfetteter Rohmilch dargestellt. Die erwahnten MRL-Werte beziehen sich
aus diesem Grund auf die fur die Matrix Milch festgelegten Werte. Die roten
Hilfslinien zeigen den MRL-Wert, die griunen Hilfslinien die ermittelte Nachweisgrenze
fir die Matrix Rohmilch und die blauen Hilfslinien wurden zur Ermittlung des 50 %-

Wertes bendtigt.

Die Kalibrierung mit Ampicillin erstreckte sich Uber einen Bereich von 0,1 pg/kg bis
20 ug/kg. Der 50 %-Wert konnte fur Rohmilch zu 2,4 ug/kg bestimmt werden, die
Nachweisgrenze zu 1,0 pg/kg.
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Abbildung 44: Kalibrierkurve Ampicillin. Rote Linien: MRL = Maximum Residue Limit (Riickstands-
héchstmenge), blaue Linien: 50 %-Wert = dient zur Ermittlung der Bindungsaffinitat des PBP 2x* zum
jeweiligen B-Lactam, griine Linien: NG = Nachweisgrenze. Die Linien wurden fir die Matrix Rohmilch
eingezeichnet.

Benzylpenicillin wurde wie Ampicillin im Konzentrationsbereich 0,1 ug/kg bis 20 ug/kg
untersucht. Die Kalibrierkurve ist in Abbildung 45 dargestellt. Es wurde ein 50 %-Wert
von 1,9 ug/kg ermittelt und eine Nachweisgrenze von 0,85 ug/kg.
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Abbildung 45: Kalibrierkurve Benzylpenicillin. Rote Linien: MRL = Maximum Residue Limit (Rick-
standshochstmenge), blaue Linien: 50 %-Wert = dient zur Ermittlung der Bindungsaffinitat des
PBP 2x* zum jeweiligen B-Lactam, grune Linien: NG = Nachweisgrenze. Die Linien wurden fur die
Matrix Rohmilch eingezeichnet.



Ergebnisse und Diskussion 85

Amoxicillin  zeigte, wie schon aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit mit
Benzylpenicillin und Ampicillin vermutet, einen ahnlichen Verlauf der Kalibrierung wie
die beiden genannten Penicilline. Der 50 %-Wert wurde zu 4,0 yg/kg, die
Nachweisgrenze zu 0,85 ug/kg bestimmt.
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Abbildung 46: Kalibrierkurve Amoxicillin. Rote Linien. MRL = Maximum Residue Limit (Rick-
standshéchstmenge), blaue Linien: 50 %-Wert = dient zur Ermittlung der Bindungsaffinitat des
PBP 2x* zum jeweiligen B-Lactam, grune Linien: NG = Nachweisgrenze. Die Linien wurden fur die
Matrix Rohmilch eingezeichnet.

Cloxacillin, eines der in der EU zugelassenen drei Isoxazolylpenicilline konnte bis zu
einer Konzentration von 19 ug/kg nachgewiesen werden. Der 50 %-Wert wurde zu
70 ug/kg bestimmt. Die Kalibrierung erstreckte sich dabei Uber einen
Konzentrationsbereich von 10 — 400 ug/kg. Cloxacillin ist eines der Pencilline, das
sehr haufig in Feldproben positiv nachgewiesen wird [162]. Testsysteme, wie der
Charm ROSA [187] oder der von Gustavsson entwickelte Biosensor-Assay [140] sind
jedoch nicht in der Lage Cloxacillin an seinem MRL fur Milch nachzuweisen wie es

mit dem entwickelten Rezeptortest moglich ist.
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Abbildung 47: Kalibrierkurve Cloxacillin. Rote Linien: MRL = Maximum Residue Limit (Ruck-
standshdchstmenge), blaue Linien: 50 %-Wert = dient zur Ermittlung der Bindungsaffinitdt des
PBP 2x* zum jeweiligen B-Lactam, griine Linien: NG = Nachweisgrenze. Die Linien wurden flr die
Matrix Rohmilch eingezeichnet.

Fur Dicloxacillin wurde eine Kalibrierung im Bereich von 0,5 — 100 pg/kg angesetzt.
Mit den durchgefiihrten Analysen wurde der 50 %-Wert fur Dicloxacillin zu 27 pg/kg
und die Nachweisgrenze zu 8,2 yg/kg ermittelt. Wie schon Ampicillin,
Benzylpenicillin, Amoxicillin und Cloxacillin konnte auch Dicloxacillin an seinem MRL-

Wert bestimmt werden.
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Abbildung 48: Kalibrierkurve Dicloxacillin. Rote Linien: MRL = Maximum Residue Limit (Ruck-
standshéchstmenge), blaue Linien: 50 %-Wert = dient zur Ermittlung der Bindungsaffinitadt des
PBP 2x* zum jeweiligen B-Lactam, griine Linien: NG = Nachweisgrenze. Die Linien wurden flr die
Matrix Rohmilch eingezeichnet.
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Oxacillin zeigte von den drei Isoxazolylpenicillinen die hochste Affinitat zum PBP 2x*.

So lagen die Nachweisgrenze bei 4,0 ug/kg und der 50 %-Wert bei 13 ug/kg.
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Abbildung 49: Kalibrierkurve Oxacillin. Rote Linien: MRL = Maximum Residue Limit (Rulck-
standshochstmenge), blaue Linien: 50 %-Wert = dient zur Ermittlung der Bindungsaffinitat des
PBP 2x* zum jeweiligen B-Lactam, grine Linien: NG = Nachweisgrenze. Die Linien wurden fur die
Matrix Rohmilch eingezeichnet.

FUr Nafcillin konnte nach Kalibrierungen im Bereich zwischen 0,1 — 30 ug/kg eine
Nachweisgrenze von 0,85 pg/kg und ein 50 %-Wert von 4,3 ug/kg ermittelt werden.
Aufgrund der hohen Testsensitivitat konnte Nafcillin noch in Konzentrationen, die

mehr als das zehnfache unterhalb des MRL (30 pg/kg) lagen nachgewiesen werden.
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Abbildung 50: Kalibrierkurve Nafcillin. Rote Linien: MRL = Maximum Residue Limit (Rick-
standshdchstmenge), blaue Linien: 50 %-Wert = dient zur Ermittlung der Bindungsaffinitdt des
PBP 2x* zum jeweiligen B-Lactam, grune Linien: NG = Nachweisgrenze. Die Linien wurden fur die
Matrix Rohmilch eingezeichnet.

Das saureresistente und damit oral applizierbares Phenoxymethylpenicillin, konnte

bis 1,3 pug/kg nachgewiesen werden. Der 50 %-Wert wurde zu 3,3 pg/kg bestimmt.
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Abbildung 51: Kalibrierkurve Phenoxymethylpenicillin. Blaue Linien: 50 %-Wert = dient zur
Ermittlung der Bindungsaffinitdt des PBP 2x* zum jeweiligen B-Lactam, grine Linien: NG = Nachweis-
grenze. Die Linien wurden fur die Matrix Rohmilch eingezeichnet.

Alle Penicilline konnten an ihrem MRL nachgewiesen werden. Die erhaltenen

Ergebnisse sind in der Tabelle noch einmal zusammengefasst.
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- MRL-Wert fur Nachweisgrenze o
Penicillin Milch (g/kg) (Lg/kg) 50 %-Wert
Ampicillin 4 1 24
Benzylpenicillin 4 0,85 1,7
Amoxicillin 4 0,85 4,0
Cloxacillin 30 19 70
Dicloxacillin 30 8,2 27
Oxacillin 30 4 13
Nafcillin 30 0,85 4,3
Phenoxymethylpenicillin - 1,3 3,3

Tabelle 9: Vergleich der fiir Milch festgesetzten Héchstmengen (MRL) fiir die Penicilline mit den
erzielten Nachweisgrenzen und 50 %-Werten

6.4.2 Cephalosporine

Es wurden Cefazolin, Cefoperazon, Cefquinom, Ceftiofur, Cefalexin Hydrat,
Cefapirin, Desacetyl-Cefapirin, Cefazetrii und Cefalonium untersucht. Im
nachfolgenden sind die untersuchten Cephalosporine und die dazugehdrigen
Standardkalibrierkurven in PBS Puffer und entfetteter Rohmilch dargestellt. Es

wurden wie bei den Penicillinen die Nachweisgrenzen und 50 %-Werte bestimmt.

Fur Cefoperazon wurde eine Kalibrierkurve in einem Konzentrationsbereich von 5 —
400 pg/kg aufgenommen. Der 50 %-Wert wurde zu 82 ug/kg, die Nachweisgrenze
zu 25 pug/kg fur die Matrix Rohmilch bestimmt.
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Abbildung 52: Kalibrierkurve Cefoperazon. Rote Linien: MRL = Maximum Residue Limit (Rick-
standshéchstmenge), blaue Linien: 50 %-Wert = dient zur Ermittlung der Bindungsaffinitadt des
PBP 2x* zum jeweiligen B-Lactam, griine Linien: NG = Nachweisgrenze. Die Linien wurden fir die
Matrix Rohmilch eingezeichnet.

Die Cefquinom-Kalibrierung erstreckte sich tber einen Bereich von 0,5 — 60 ug/kg.
Cefquinom konnte dabei bis zu einer Konzentration von 1,2 ug/kg nachgewiesen
werden. Der 50 %-Wert wurde zu 3,0 ug/kg bestimmt. Fur eine Quantifizierung am
MRL musste die zu untersuchende Probe verdinnt werden, da die hohe Sensitivitat
des Testsystems, wie anhand der Cefquinom-Kalibrierkurve zu erkennen ist, dieses

bedingt.
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Abbildung 53: Kalibrierkurve Cefquinom. Rote Linien: MRL = Maximum Residue Limit (Rick-
standshéchstmenge), blaue Linien: 50 %-Wert = dient zur Ermittlung der Bindungsaffinitadt des
PBP 2x* zum jeweiligen B-Lactam, griine Linien: NG = Nachweisgrenze. Die Linien wurden flr die
Matrix Rohmilch eingezeichnet.
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Fur Cefapirin wurde eine Kalibrierung im Bereich von 0,5 — 400 ug/kg angesetzt. Mit
den durchgefuhrten Analysen wurde der 50 %-Wert flr Cefapirin zu 4,9 pg/kg und

die Nachweisgrenze zu 1,6 ug/kg ermittelt.
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Abbildung 54: Kalibrierkurve Cefapirin. Rote Linien: MRL = Maximum Residue Limit (Rlck-
standshéchstmenge), blaue Linien: 50 %-Wert = dient zur Ermittlung der Bindungsaffinitat des
PBP 2x* zum jeweiligen B-Lactam, grune Linien: NG = Nachweisgrenze. Die Linien wurden fur die
Matrix Rohmilch eingezeichnet.

Der MRL-Wert fur Cefapirin setzt sich aus der Summe des Cefapirin-Gehaltes und
seines noch biologisch aktiven Metabolites Desacetyl-Cefapirin zusammen. Aus
diesem Grund wurde auch fur Desacetyl-Cefapirin eine Kalibrierung im
Konzentrationsbereich von  0,5-400 pg/kg angesetzt. Es wurde eine
Nachweisgrenze von 5,8 ug/kg und ein 50 %-Wert von 26 ug/kg ermittelt und zeigte

eine geringere Affinitat zum PBP 2x* im Vergleich zu der Muttersubstanz Cefapirin.
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Abbildung 55: Kalibrierkurve Desacetyl-Cefapirin. Rote Linien: MRL = Maximum Residue Limit
(Ruckstandshdchstmenge), blaue Linien: 50 %-Wert = dient zur Ermittlung der Bindungsaffinitat des
PBP 2x* zum jeweiligen B-Lactam, griine Linien: NG = Nachweisgrenze. Die Linien wurden flr die
Matrix Rohmilch eingezeichnet.

Cefacetril wies eine Nachweisgrenze von 19 ug/kg und einen 50 %-Wert von

72 ug/kg auf, so dass eine Bestimmung am MRL direkt moglich war.
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Abbildung 56: Kalibrierkurve Cefacetril. Rote Linien: MRL = Maximum Residue Limit (Ruck-
standshdchstmenge), blaue Linien: 50 %-Wert = dient zur Ermittlung der Bindungsaffinitdt des
PBP 2x* zum jeweiligen B-Lactam, grune Linien: NG = Nachweisgrenze. Die Linien wurden fur die
Matrix Rohmilch eingezeichnet.



Ergebnisse und Diskussion 93

Fir Cefazolin wurden eine Nachweisgrenze von 10,5 pg/kg und ein 50 %-Wert von

30 pg/kg bestimmt. Cefazolin konnte somit direkt am MRL bestimmt werden.
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Abbildung 57: Kalibrierkurve Cefazolin. Rote Linien: MRL = Maximum Residue Limit (Ruck-
standshéchstmenge), blaue Linien: 50 %-Wert = dient zur Ermittlung der Bindungsaffinitdt des
PBP 2x* zum jeweiligen B-Lactam, griine Linien: NG = Nachweisgrenze. Die Linien wurden flr die
Matrix Rohmilch eingezeichnet.

Nach den bereits publizierten ko/K-Werten besitzt Cefalexin die geringste Affinitat
gegenuber dem PBP 2x* [74,75]. Die geringe Affinitdt konnte auch im
Mikrotiterplattentest gezeigt werden. Erst bei hohen Konzentrationen war eine
Extinktionsabnahme zu beobachten, was sich in dem 50 %-Wert von 340 ug/kg und

der Nachweisgrenze von 100 ug/kg widerspiegelt.
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Abbildung 58: Kalibrierkurve Cefalexin. Rote Linien: MRL = Maximum Residue Limit (Rick-
standshéchstmenge), blaue Linien: 50 %-Wert = dient zur Ermittlung der Bindungsaffinitadt des
PBP 2x* zum jeweiligen B-Lactam, griine Linien: NG = Nachweisgrenze. Die Linien wurden fir die
Matrix Rohmilch eingezeichnet.

Ein Nachweis am MRL fuar Milch findet direkt an der Nachweisgrenze statt. Eine
Identifizierung positiver Proben war jedoch moglich. Der Test wurde als Screening-
Test entwickelt mit der Option der Quantifizierung bei bekanntem 3-Lactam. Durch
Erniedrigung des PBP 2x*-Gehalts auf der Mikrotiterplatte konnte die Testsensitivitat
erhoht und somit eine Quantifizierung des Cefalexins ermdglicht werden. Eine
Anpassung des Mikrotiterplattentests an das zu quantifizierende R-Lactam ist

demnach maoglich.

Fiur Ceftiofur wurden eine Nachweisgrenze von 2,0 ug/kg und ein 50 %-Wert von
6,0 ug/kg ermittelt. Ein Nachweis am MRL ist aufgrund der hohen Sensitivitat somit
nach Verdunnung der Probe moglich. Der MRL-Wert ist jedoch fur die Summe aus
der Muttersubstanz Ceftiofur und dem Metabolit Desfuroylceftiofur festgelegt. Da
jedoch keine Madglichkeit bestand mittels LC-MS/MS die Synthese des
Desfuroylceftiofurs zu verfolgen, wurde Desfuroylceftiofur nicht eigenstandig wie bei
[188] synthetisiert werden. Auch war diese Substanz nicht kauflich zu erwerben.
Somit kann keine Aussage uber die Bindungsaffinitat des PBP 2x* zum

Desfuroylceftiofur getroffen werden.
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Abbildung 59: Kalibrierkurve Ceftiofur. Rote Linien: MRL = Maximum Residue Limit (Rick-
standshochstmenge), blaue Linien: 50 %-Wert = dient zur Ermittlung der Bindungsaffinitat des
PBP 2x* zum jeweiligen B-Lactam, grune Linien: NG = Nachweisgrenze. Die Linien wurden fur die
Matrix Rohmilch eingezeichnet.

% relative Extinktion

Cefalonium zeigte nach den Analysen eine noch geringere Affinitat gegeniber dem
PBP 2x* als Cefalexin. So wurde fir die Nachweisgrenze ein Wert von 250 ug/kg und
fur den 50 %-Wert von 540 pg/kg ermittelt. Ein Nachweis am MRL von 20 pg/kg ist
nicht moglich, so dass das Testsystem so nicht fur den Nachweis von Cefalonium
geeignet ist und das System bezuglich der Empfindlichkeit flr dieses -Lactam noch

modifiziert werden musste.
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Abbildung 60: Kalibrierkurve Cefalonium. Rote Linien: MRL = Maximum Residue Limit (Ruck-
standshéchstmenge), blaue Linien: 50 %-Wert = dient zur Ermittlung der Bindungsaffinitadt des
PBP 2x* zum jeweiligen B-Lactam, grune Linien: NG = Nachweisgrenze. Die Linien wurden fur die

Matrix Rohmilch eingezeichnet.

Alle Cephalosporine bis auf Cefalonium konnten an

ihrem MRL fur Milch

nachgewiesen werden. Die erhaltenen Ergebnisse sind in der Tabelle noch einmal

zusammengefasst.

. MRL-Wert fiir | Nachweisgrenze o
Cephalosporin Milch (ug/kg) (bg/kg) 50 %-Wert

Cefacetril 125 19 72
Cefalexin 100 100 340
Cefalonium 20 250 540
Cefapirin Summe: 1,6 4.9
Desacetylcefapirin 60 5,5 26
Cefazolin 50 10,5 30
Cefoperazon 50 25 82
Cefquinom 20 1,2 3

Ceftiofur 100 2,0 6

Tabelle 10: Vergleich der fur Milch festgesetzten Hochstmengen (MRL) fiir die Cephalosporine
mit den erzielten Nachweisgrenzen und 50 %-Werten
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6.4.3 Bestimmung der relativen Bindungsaffinitat

Zur Bestimmung der relativen Bindungsaffinitat wurden Kompetitionsversuche mit
allen in der EU-relevanten Penicillinen und Cephalosporinen durchgefuhrt. Als
Bezugswert (100%) wurde Ampicillin ausgewahlt, da die Bindungsaffinitat des
PBP 2x* zu Ampicillin im Gegenteil zu den anderen [-Lactamen in einer
vergleichbareren GroRenordnung liegt wie die Bindungsaffinitat des PBP 2x* zu
DIG-AMPI, das als Kompetitionspartner in dem entwickelten Mikrotiterplattentest
diente. Ebenfalls wurden die durch alkalische Hydrolyse gewonnenen
Penicilloinsauren von Benzylpenicilin und Ampicillin in die Untersuchung mit
einbezogen. Fur jede Substanz wurden Standardkurven bei 20 °C aufgenommen und
die 50%-Werte bestimmt (siehe 6.4.2). Die konstante Temperatur diente dazu, die
Reaktionskinetik des PBP in Bezug auf die Temperatur konstant zu halten, so dass
die Bindungsaffinitat nur noch von dem entsprechenden -Lactam abhangt und nicht
zusatzlich von der Umgebungstemperatur beeinflusst wird, die an dem jeweiligen
Tag der Analyse vorherrschte. Die Untersuchungen zu den Bindungsaffinitaten
zeigte, dass das PBP 2x* keine Bindungsaffinitat zu den gedffneten [-Lactam-
Formen zeigt, jedoch bei allen MRL-relevanten B-Lactam-Antibiotika bis auf
Cefalonium eine ausreichend hohe Bindungsaffinitat aufweist, so dass eine Messung
am kleinsten festgelegten MRL, dem der Milch, mdglich war. Bei Cefalexin war eine
Messung am MRL noch mdglich, jedoch war eine Quantifizierung und eine
Bestimmung am ‘2 MRL nicht mehr mdglich. Die ermittelten relativen

Bindungsaffinitaten fur die untersuchten $-Lactame sind in Tabelle 11 aufgefuhrt.
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B-Lactam e Ik MRL MRL
Antibiotikum B'S;”;g;fg‘,’;:at bei 50 % B/Bo | Milch uskel-

Ampicillin 100 2,4 4 50
Amoxicillin 60 4,0 4 50
Benzylpenicillin 141 1,7 4 50
Cloxacillin 3 70 30 300
Dicloxacillin 9 27 30 300
Nafcillin 56 4,3 30 300
Oxacillin 19 13 30 300
Phenoxymethylpenicillin 73 3,3 - 25
Cefacetril 3 72 125 -*
Cefalexin 0,7 340 100 200
Cefalonium 0,4 540 20 -*
Cefapirin 49 4,9 Summe: Summe:
Desacetylcefapirin 9 26 60 50
Cefazolin 8 30 50 -
Cefoperazon 3 82 50 =¥
Cefquinom 80 3,0 20 50
Ceftiofur 40 6,0 100 1000
Penicilloinsauren 0 0

Tabelle 11: Vergleich der ermittelten relativen Bindungsaffinitit und des 50 %-Wertes mit der
fir Milch und Muskelfleisch festgesetzten Hochstmenge (MRL). Die ermittelten Werte fir die
Kreuzreaktivitdt wurden gerundet. *nur fiir Schweine und Geflugel (nicht fur Tiere, deren Eier fur den
menschlichen Verzehr bestimmt sind) zugelassen und in Anhang 1 der VO (EWG) Nr. 2377/90 aufge-
fuhrt * Diese Stoffe finden sich fir Rinder im Anhang Il der VO (EWG) Nr. 2377/90 ** wie * nur
zusatzlich fur Schafe und Ziegen
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6.5 Matrixeinflisse

Uber die Bindungsaffinitdt hinaus ist das Verhalten des Mikrotiterplattentests
gegenuber  Matrixbestandteilen  sehr  bedeutsam fur die  Selektivitat.
Matrixbestandteile liegen, bezogen auf die meist in sehr geringen Konzentrationen
vorliegenden Analyten, immer im Uberschuss vor, so dass es je nach
Zusammensetzung und Konzentration der Matrixbestandteile zu einer
Beeintrachtigung des Testsystems kommen kann. Aus diesem Grund wurden
unterschiedliche Matrices und ihr Einfluss auf den entwickelten Mikrotiterplattentest

untersucht.

Da B-Lactame hauptsachlich zur Behandlung von Mastitis eingesetzt werden und
schon in geringen Konzentrationen das Wachstum von Starterkulturen, die in der
Milchindustrie Verwendung finden, inhibieren, wurde als erste untersuchte Matrix

Milch ausgewahlt.

6.5.1 Milch

Zur Untersuchung des Matrixeinflusses von Milch wurden Studien far
unterschiedliche Milcharten (Rohmilch, Vollmilch, fettarme Milch), unterschiedliche
Behandlungen der Milchproben (Entfettung, Lyophilisierung) sowie mit
verschiedenen Anteilen an Milch zu PBS-Puffer durchgefuhrt. Desweiteren wurde
neben Kuhmilch auch kauflich erwerbbare Ziegenmilch untersucht. Es wurden
Standardkurven in PBS und in PBS mit unterschiedlich hohen Milchanteilen erstellt.
Dabei wurde fur die B-Lactame beispielhaft Ampicillin zur Kalibrierung eingesetzt.
Milch von Kuhen unterschiedlicher Herkunft zeigte keinen veranderten Matrixeinfluss

auf das Testsystem (Naheres siehe 6.6.1).

6.5.1.1 Rohmilch

Als erste Matrix wurde Rohmilch ausgewahlt und der Einfluss der Milch auf den
Mikrotiterplattentest untersucht. Dabei konnte der Rezeptortest direkt auf diese

Zielmatrix Ubertragen werden. Um die Matrixeinflisse zu quantifizieren, wurde eine
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Standardkalibrierkurve in PBS-Puffer aufgenommen und mit einer Kalibrierkurve in
Rohmilch verglichen. Die Extinktion war dabei umso geringer je starker der
Matrixeinfluss war. Mit zunehmender Verdinnung der Rohmilch naherte sich die
Matrixkalibrierkurve der Standardkalibrierkurve in PBS-Puffer an. Bei einer 10 %igen
Rohmilchlosung sind die Extinktionswerte, mit denen der PBS-Standardkurve
vergleichbar. Der Effekt, dass die Extinktionswerte bei geringen Milchzusatzen Uber
den Werten des verwendeten Puffers liegen wurde schon von Martlbauer [182]
beobachtet. Es wurde jedoch keine Erklarung fur diesen Effekt gefunden. Bei dem
entwickelten Mikrotiterplattenassay machte sich dieser Effekt jedoch nur minimal

bemerkbar.
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Abbildung 61: Matrixeffekt unterschiedlich mit PBS Puffer verdiinnter Rohmilch

Wurde die Rohmilch durch Zentrifugation entfettet, wie in 9.5.5 beschrieben, war kein
Matrixeffekt mehr feststellbar und die Extinktionswerte waren mit den Werten der
PBS-Kalibrierung vergleichbar. Rohmilchproben wurden lyophilisiert und im Anschluf
fur eine Woche im Kihlschrank gelagert. Nach der Rekonstitution der Proben wurden
diese entfettet und im Anschlufd analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass auch die
Lyophilisierung und Rekonstitution keinen negativen Effekt auf das Testsystem
hatten (Abbildung 62).
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Abbildung 62: Einfliisse der unterschiedlichen Probenbehandlung (Lyophilisierung,
Entfettung)

6.5.1.2 Konsummilch

Fir die Untersuchung von Konsummilch wurde Vollmilch 3,5 %, fettarme Milch 1,5 %
und beide Milchtypen nach Enfettung mittels Zentrifugation verwendet. Es zeigte sich

derselbe Matrixeffekt, der schon bei der Rohmilch beobachtet worden ist.

Fettarme Milch 1,5 % Vollmilch 3,5 % —&— PBS Puffer ‘
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Abbildung 63: Matrixeinfliisse verursacht durch Vollmilch 3,5 % Fettgehalt und Fettarmer Milch
1,5 % Fettgehalt. Die beiden Kalibrierkurven der entfetteten Milchtypen wurden nicht in das Dia-
gramm eingefiigt, da sie die Daten der PBS-Kalibrierung teilweise Uberlagerten wie dies auch in
Abbildung 62 der Fall ist.
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Mit Abnahme des Fettgehalts nahm auch der beobachtete Matrixeffekt ab. Nach
vollstandiger Entfettung stimmten die erhaltenen Kalibrierkurven mit der PBS-Kurve
Uberein. Die Entfettung der Konsummilchproben musste jedoch aufgrund der
vorangegangen Homogenisierung bei starkerer Zentrifugation erfolgen, um den

gleichen Grad der Entfettung zu erhalten wie bei Rohmilch.

6.5.1.3 Ziegenmilch

Die direkte Untersuchung von Ziegenmilch aus dem Lebensmittelhandel
(Fettgehalt: 3,3 %) zeigte keinen Unterschied zu einer Konsummilch mit einem
Fettgehalt von 3,5 %. Auch hier konnte der Matrixeffekt durch Entfettung eliminiert

werden.

6.5.1.4 Zusammenfassung der Milchuntersuchungen

Die Untersuchung der Milchproben zeigte, dass bei der Verdunnung der
Rohmilchproben in geringen Milchkonzentrationen die Extinktionen gegenuber der
PBS Puffer-Kurve leicht erhoht waren. Dieser Effekt wurde auch schon von
Martlbauer bei der Entwicklung von Enzymimmuntests beobachtet [182]. Ein geringer
Milchanteil in der Messlosung hatte anscheinend auf das PBP 2x* gegenuber einer
reinen PBS-Pufferlésung (wie bei Martlbauer (S. 176) auf das Markerenzym) einen
stabilisierenden Effekt. Der Fettgehalt scheint bei Milch der Parameter zu sein, der

den Matrixeffekt verursacht, da eine Entfettung der Milch den Matrixeffekt eliminierte.

6.5.2 Muskelfleisch

Bei der Analyse von Muskelfleisch ging immer ein Zentrifugationsschritt
(4260 x g, 5 min, RT) voraus, da die Washernadeln durch Zellfragmente leicht

verstopften.
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6.5.2.1 Schwein

Zur Bestimmung des Matrixeinflusses von magerem Muskelfleisch vom Schwein
wurde der Tausaft, wie unter 9.5.6 beschrieben, gewonnen und anschlieend zur

Erfassung des Matrixeffekts verfahren, wie bei Rohmilch beschrieben.

—&— PBS-Puffer 10% Fleischsaft Schwein ——40% Fleischsaft Schwein
——80% Fleischsaft Schwein ——100% Fleischsaft Schwein

=
()
I

-
EN
L

o}

Extinktion
o il o = =
. o -] o N
. . .

e
Y

o
=)

1 10 100
Ampicillin Konzentration in pg/kg

o
=Y

Abbildung 64: Matrixeinfluss Schweinefleisch

Bei der Matrixuntersuchung des Tausaftes, gewonnen aus dem Muskelfleisch von 6
Schweinen unterschiedlicher Herkunft, konnte gezeigt werden, dass kein Einfluss
aus der unterschiedlichen Herkunft der Schweine resultierte, da sowohl die
Extinktionen der Proben der einzelnen Schweine als auch die Extinktion einer
gepoolten Probe aus den 6 individuellen Proben Ubereinstimmende Werte lieferten.
Der auftretende Matrixeffekt konnte eliminiert werden, wenn der Tausaft mit PBS
Puffer verdinnt worden ist (10 % Fleischsaftanteil). Wegen der hohen Sensitivitat
des Mikrotiterplattentests konnten die B-Lactame trotz der Verdinnung an ihrem

jeweiligen MRL detektiert werden.
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6.5.2.2 Rind

Mageres Muskelfleisch vom Rind zeigte im Gegensatz zu Schweinefleisch einen
starkeren Matrixeffekt, der auch durch eine 10-fache Verdlinnung des zentrifugierten
Tausaftes nicht eliminiert werden konnte. Zwar fuhrten noch héhere Verdiinnungen
zu einer starkeren Reduktion des Matrixeffekts, jedoch war dieses fur die Praxis nicht
anwendbar, da die Testsensitivitat fur eine Untersuchung am MRL nicht mehr

ausreichte.
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Abbildung 65: Matrixeinfluss Rindfleisch

Durch einen zusatzlichen Waschschritt zwischen Probeninkubation und DIG-AMPI-
Zugabe liel3 sich der Matrixeffekt ebenfalls nicht eliminieren. Zur ldentifizierung von
positiven Proben musste deshalb bei der Untersuchung von Rindfleisch eine
Matrixkontrollprobe mitgefuhrt werden. Fleisch unterschiedlicher Rinder (n = 3) fihrte

zu keinem erkennbaren Unterschied im Testergebnis.
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6.5.2.3 Hirsch

Hirschfleisch zeigte im Vergleich zu Rind- und Schweinefleisch den starksten
Matrixeffekt. Hier fuhrten diese jedoch nicht zu einer Verminderung der
Extinktionswerte, sondern zu einer Erhéhung. So lagen auch bei einer 10 %igen
Fleischsaftlosung die Extinktionen immer noch oberhalb der Standardkalibrierkurve.
Es lag die Vermutung nahe, dass im Hirschfleisch Proteine oder Gewebereste daflr
verantwortlich waren und DIG-AMPI unspezifisch daran gebunden und durch den
nachfolgenden  Waschschritt nicht entfernt wurde. Eine mikroskopische
Untersuchung des gewonnenen Fleischsaftes ergab eine grol’e Menge an Zell- und

Geweberesten, die auch durch die Zentrifugation nicht entfernt werden konnten.

—&— PBS-Puffer 10% Fleischsaftanteil (Hirsch)
——40% Fleischsaftanteil (Hirsch) ——80% Fleischsaftanteil (Hirsch)
——100% Fleischsaft (Hirsch) —8— Max-Werte Fleischsaft (Hirsch)
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Abbildung 66: Matrixeinfluss Hirschfleisch

Zur Veranschaulichung ist in Abbildung 67 noch einmal die Kalibrierkurve des
10 %igen Hirschtausaftes und des PBS Puffers dargestellt. Die Farbereaktion musste
bei dieser Bestimmung schon nach 3 Minuten gestoppt werden, da die Kavitaten mit
den Proben des Fleischsaftes schon nach kurzer Zeit sehr hohe Extinktionen
aufwiesen und bei langerer Inkubation keine Auswertung mehr moglich gewesen

ware.



Ergebnisse und Diskussion 106
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Abbildung 67: Matrixeinfluss Hirschfleisch — Vergleich 10-fache Verdiinnung und Puffer

Es zeigt sich, dass bei der 10-fachen Verdlinnung schon eine Kalibrierkurve zu
erahnen ist, jedoch eine Auswertung aufgrund der unspezifischen Bindungen nicht
moglich ware. Aus diesem Grunde wurden unterschiedliche Aufarbeitungen flr die
Probe gewahlt und miteinander verglichen. Zum einen wurde ein Waschschritt
zwischen der Inkubation mit Penicillin und der DIG-AMPI- Zugabe eingefugt, zum

anderen der Fleischsaft membranfiltriert.
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Abbildung 68: Matrixeinfluss Hirschfleisch nach zusatzlichem Waschschritt mit PBS Puffer vor
DIG-AMPI-Zugabe
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Der zusatzliche Waschschritt fihrte zu einer starken Reduktion des Matrixeinflusses,

jedoch lagen die Extinktionswerte immer noch oberhalb der PBS-Werte.
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Abbildung 69: Matrixeinfluss Hirschfleisch nach 0,45 pm Membranfiltration

Die Membranfiltration fUhrte zu einer Eliminierung der wahrscheinlich stattfindenden
unspezifischen Bindungen der Reaktionspartner an Zell- und Gewebereste, was

daran zu erkennen war, dass die Matrixkurve nun unterhalb der PBS Puffer-Kurve
lag.

Beide Mdglichkeiten lieferten eine Reduktion der Matrixeffekte, wobei sich jedoch die
Membranfiltration als die effektivere Variante erwies, wie Abbildung 69

veranschaulicht.

Da die Membranfiltration mittels eines 0,45 ym Filters nicht ausreichte, um die
Matrixeffekte komplett zu eliminieren, wurde der Fleischsaft zusatzlich mittels eines
0,22 ym Filters membranfiltriert. Es zeigte sich, dass auch bei einer
Membranfiltration mit geringerem Porendurchmesser keine Eliminierung der
Matrixeffekte erreicht werden konnte. Auch die Kombination von Membranfiltration
und einem zusatzlichen Waschschritt fihrte zu keiner signifikanten Verbesserung.
Die Vermutung lag nahe, dass ein Bestandteil des Fleischsafts zu einer Inhibierung,
einer Zugangsbehinderung oder einer Denaturierung des PBP fuhrt und somit die
geringere Extinktion bei der Kalibrierung mit Tausaft, verglichen mit der PBS Puffer-

Kalibrierung, verursacht. Ein Zusammenhang zwischen dem pH-Wert der
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Probenmatrix (der Tausaft des Hirschfleischs wies den geringsten pH-Wert auf; siehe
Anhang 4) und des Matrixeffektes, wie erst vermutet wurde, bestand jedoch nicht.
Eine Uberpriifung mittels einer Standard-Kalibrierkurve in PBS-Puffer, dessen pH-
Wert zuvor auf 5,2 gesenkt wurde (pH vom Tausaft des Hirschfleischs), verglichen
mit einer Standard-Kalibrierkurve in PBS-Puffer pH 7,3 zeigte keinen Einfluss auf den
Mikrotiterplattentest. Das gleiche gilt fur den Einfluss von Fe(ll)- und Fe(lll)- lonen.
Auch hier zeigte ein Zusatz dieser beiden lonen zum PBS-Puffer keinen Einfluss auf
den Test, so dass ein Einfluss durch einen erhdhten Eisengehalt im Fleischsaft, wie

zuerst vermutet wurde, ausgeschlossen werden konnte.

6.5.2.4 Pute

Die Untersuchung vom Muskelfleisch der Pute zeigte ein ahnliches Bild wie die
Untersuchung des Schweinefleischs. Auch hier konnte eine vdllige Eliminierung des
Matrixeinflusses durch eine zehnfache Verdinnung des Tausafts erreicht werden.
Zur Gewinnung des Tausaftes mussten im Verlgeich zu den anderen Fleischsorten
die doppelte Menge Putenfleisch eingesetzt werden, um ausreichend Tausaft fur die
Kalibrierung zu erhalten. Zwei Tausafte, gewonnen aus Muskelfleisch von Puten
unterschiedlicher Herkunft, sind im Rahmen dieser Arbeit untersucht worden. Bei
diesen beiden Proben war keine Unterscheidung bezuglich ihrer Matrixinterferenzen

maglich.
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Abbildung 70: Matrixeinfluss Gefliuigelfleisch (Pute)
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6.5.2.5 Zusammenfassung der Untersuchungen des Muskelfleisches

Der Tausaft aller Fleischsorten wurde zu Beginn zentrifugiert, um Zellbestandteile,
die die Washernadeln verstopfen konnten, zu entfernen. Auffallig war bei den
Untersuchungen, dass die hellen Fleischsorten zwar einen Matrixeinfluss auf das
Testsystem zeigten, jedoch dieser durch eine zehnfache Verdunnung mit PBS Puffer
eliminiert werden konnte. Bei den dunklen Fleischsorten (Rind- und Hirschfleisch)
konnten dagegen die Matrixeinflisse nicht durch Verdlnnung eliminiert werden.
Auch das Einfligen eines zusatzlichen Waschschritts fihrte zu keiner signifikanten
Verbesserung. Bei der Untersuchung des Hirschfleischs wurde zudem der Einfluss
des pH-Werts und der Einfluss von Eisen(ll)- und Eisen(lll)-lonen untersucht. Dabei
wurde vermutet, dass die Eisen-lonen aus dem sich bildenden Metmyoglobin das
PBP inhibieren. Intensiv hellrotes Fleisch enthalt nur ungefahr 30 % Metmyoglobin,
wobei rotlich-braunes Fleisch schon 60-70 % Metmyoglobin enthalt [189]. Dieses
wurde die erhaltenen Ergebnisse aus den Untersuchungen von hellem und dunklem
Fleisch erklaren. Die Analysen mit Pufferkalibrierungen, die Eisen(ll)- und Eisen(lll)-
lonen enthielten, zeigten jedoch keinerlei Beeinflussung des Testergebnisses. Die
erhaltenen Kalibrierkurven stimmten mit den Kalibrierkurven, die in PBS Puffer
angesetzt waren, Uberein. Bei Puten- und Schweinefleisch war eine direkte Analyse
nach zehnfacher Verdinnung mdglich und es war keine Matrixkalibrierung zur
Ermittlung eines positiven bzw. negativen Befundes nétig, da die PBS-Kalibrierung
kann in diesem Fall als Referenz herangezogen werden konnte. Bei Rind- und
Hirschfleisch war jedoch eine Matrixkalibrierung aufgrund der starken Matrixeffekte
fur eine Entscheidung notig. Bei Hirschfleisch musste neben der Verdlinnung

aullerdem noch eine Membranfiltration in einem ersten Schritt durchgeflhrt werden.
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6.5.3 Honig

Fir die Matrix Honig ist kein MRL-Wert festgelegt, so dass B-Lactame nicht zur
Behandlung von Bienen eingesetzt werden und somit in Honig nicht nachweisbar
sein durfen. Die B-Lactam Antibiotika sind zwar fur die Behandlung von Bienen nicht
zugelassen, jedoch war die Untersuchung der komplexen Matrix Honig und der
Einfluss auf den Mikrotiterplattentest sehr interessant. Es konnten keine
Unterschiede bei der Verwendung von dunklem Wald- und hellem
Gebirgsblitenhonig festgestellt werden. Bei einer 1:1-Verdlinnung wurde ein
geringer Matrixeffekt detektiert. Dieser auftretende Matrixeffekt konnte durch die

zehnfache Verdunnung des Honigs komplett eliminiert werden.
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Abbildung 71: Einfluss der Matrix Honig. Dargestellt sind die Ergebnisse eines aus dem
Lebensmittelhandel erworbenen Gebirgsbliitenhonigs.
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6.5.4 Ei

Auch fur Ei ist kein MRL-Wert festgelegt, aber auch dieses tierische Lebensmittel ist
aufgrund seiner komplexen Matrix fur die Untersuchung sehr interessant. Es konnte
bei der Analyse der unterschiedliche Einfluss der einzelnen Ei-Bestandteile gezeigt
werden. So stellte der Matrixeffekt von Vollei die Summe aus den Matrixeffekten von
Eiklar und Eigelb dar. Den geringsten Matrixeffekt wies dabei das Eigelb auf. Dieses
ist fir die Untersuchung auf B-Lactame sehr positiv, da diese sich bei Fltterung
primar in der lipophilen Matrix anreichern wirden [190]. Das lysozymhaltige Eiklar
zeigte den starksten Matrixeffekt, der auch nicht durch Verdiinnung eliminiert werden

konnte.
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Abbildung 72: Matrixeinfliisse von Vollei, Eiklar und Eigelb

Insgesamt war es mdglich die Matrixeffekte bei Vollei und Eigelb durch eine
zehnfache Verdunnung mit PBS Puffer zu eliminieren und Ampicillin bis zu einer

Konzentration von 1 pg/kg nachzuweisen.



Ergebnisse und Diskussion 112

6.5.5 Zusammenfassung der Matrixuntersuchungen

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der entwickelte Mikrotiterplattentest weder
eine Probenanreicherung noch aufwendige Aufreinigungsschritte erfordert. Der
Nachteil ist jedoch das Auftreten der oben beschriebenen Matrixeffekte. Die
Matrixeffekte konnten durch Aufnahme einer Standardkalibrierkurve in PBS-Puffer
und einer Kalibrierkurve in Probenextrakt quantifiziert werden. Bei Milch konnte eine
Entfettung durch Zentrifugation die Matrixeffekte eliminieren. Fur Vollei, Eigelb und
Honig war eine zehnfache Probenverdinnung zur Eliminierung der Matrixeffekte
ausreichend. Beim Tausaft des Schweine- und Putenfleischs konnte dies ebenfalls
durch eine zehnfache Verdunnung mit PBS-Puffer erreicht werden, so dass wie bei
vielen ELISA-Tests, die in der Praxis angewendet werden, die Probengehalte mittels
einer Kalibrierkurve in Puffer ermittelt werden konnten. Schon geringe Matrixeffekte
wurden bei einer solchen Vorgehensweise eine zu hohe Ruckstandsmenge in der
Probe vortauschen, gerade bei geringen Analytkonzentrationen, und somit zu
falsch-positiven Ergebnissen fuhren. Es konnte versucht werden, den storenden
Einfluss der Matrix durch Aufreinigungsschritte (wie Festphasenextraktion) zu
entfernen, was jedoch den Arbeitsaufwand sehr stark erhéhen wirde. Eine andere
Moglichkeit ist die Aufnahme einer Standard-Kalibrierkurve in ruckstandsfreier
Probenmatrix, die der Probenmatrix der aktuellen Riuckstandsprobe entspricht. Mit
Hilfe dieser Methode konnten bei Rind- und Hirschfleisch selbst-dotierte Proben als

positiv identifiziert werden.
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6.6 Validierung des Testsystems fur Rohmilch

Eine entwickelte und optimierte Screening-Methode kann nur dann in der
Routineanalytik der amtlichen Lebensmitteliberwachung nach der Richtlinie
96/23/EG eingesetzt werden, wenn diese gemal der Entscheidung der EU-
Kommission 2002/657/EG validiert worden ist [143]. Das grote Einsatzgebiet flr
B-Lactam-Antibiotika ist das Milchvieh. Aus diesem Grund wurde das Testsystem
gemal der Validierungsprozedur fur Screening-Methoden der Entscheidung der EU-
Kommission 2002/657/EG fur Rohmilch fur 4 Verbindungen (Ampicillin,
Benzylpenicillin, Cefoperazon und Cefquinom), fir welche Proben aus
Medikationsstudien zur Verfugung standen, validiert. Der Validierungsprozess
beeinhaltete die Bestimmung der Spezifitat, der Richtigkeit, der Wiederfindung, der
Wiederholprazision (inter- und intraassay), der Entscheidungsgrenze CCa und des

Nachweisvermogens CCp.

6.6.1 Spezifitat

Gemal} der Entscheidung der Kommission 2002/657/EG mussen Analysenverfahren
zwischen dem Analyten und eng verwandten Stoffen (Isomeren, Metabolite,
Abbauprodukte, usw.) unterscheiden kénnen. Daflir ist es noétig, eine geeignete
Anzahl von reprasentativen Leerwertproben (n=20) zu analysieren und auf den
Matrixeffekt zu untersuchen. AuRerdem muss festgestellt werden, ob das
Vorhandensein zu einer fehlerhaften ldentifizierung fuhrt oder die Quantifizierung
beeinflusst. Die Untersuchung von dotierten Milchproben mit dem Antibiotikum
Colistin (wurde bei den in 6.7 beschriebenen Medikationsstudien neben Ampicillin
eingesetzt) sowie mit den Penicilloinsauren von Ampicillin und Benzylpenicillin ergab
— wie bei der Verwendung des Rezeptorproteins PBP 2x* erwartet — keine
Beeintrachtigung des Mikrotiterplattentests. Die ermittelten Extinktionen entsprachen
den Extinktionen der Leerproben. Lediglich Proben, die mit intakten (biologisch
aktiven) B-Laktam-Antibiotika dotiert waren, verursachten wie erwartet eine
Abschwachung der Extinktion. In Tabelle 12 sind die relativen Extinktionswerte von
24 untersuchten Leerproben aufgefuhrt. Die Leerproben setzten sich dabei aus 18

verschiedenen Sammelmilchproben unterschiedlicher Landwirte, die die eigentliche
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Zielmatrix darstellen, sowie aus 6 Einzelmilchproben von 6 Milchkihen eines

Landwirtes zusammen und wurden mit den Extinktionen des PBS Puffers (n = 7), der

den Bo-Wert lieferte, verglichen.

Leerwertproben B/Bg in % (inke spaite) + absolute Extinkion (echie spatte) :uBffSe-r
99,0 | 1,207 97,3 1,164 | 103,8 | 1,242 | 105,7 1,265 1,243
100,3 | 1,300 | 105,9 | 1,267 ] 104,0 | 1,245 | 100,8 1,207 1,191
101,5 | 1,265*| 103,6 | 1,240 | 1059 | 1,267 | 108,6 1,300 1,205
108,6 | 1,119 | 101,7 | 1,217* ] 104,6 | 1,252 | 105,7 1,265 1,234
102,4 | 1,236 | 103,3 | 1,236 | 105,1 | 1,258 | 93,5 1,119* 1,138
92,7 | 1,109 | 1064 | 1,273 | 106,8 | 1,278 | 103,3 1,236 1,268

1,102

Extinktionsbereich Leeerwertproben: 92,7-108,6 % bzw. 1,119 — 1,300
Mittelwert Leerwertproben: 102,9 % +4,0 % bzw. 1,232 + 0,048
Extinktionsbereich PBS Puffer: 1,102 — 1,268
Mittelwert PBS Puffer: 1,197 £ 0,055

Tabelle 12: Wertetabelle Spezifitdt. Die Extinktionen der Rohmilch-Leerwertproben werden mit den
Extinktionen des PBS-Puffers verglichen und als relative Extinktion angegeben. Die Schwankungen
um 100 % sowie der direkte Vergleich der Extinktionen machen deutlich, dass kein Matrixeffekt be-
obachtet werden kann. * Diese Extinktionen wurden von den Einzelmilchproben verursacht.

Die 24 Rohmilchproben erwiesen sich als frei von -Laktam-Ruickstanden.

6.6.2 Richtigkeit / Wiederfindung

Die Richtigkeit kann nur mittels eines zertifizierten Referenzmaterials (als CRM
bezeichnet) bestimmt werden. Wenn ein solches nicht zur Verfligung steht erlaubt
die EU-Entscheidung die Untersuchungen mit dotierter, zuvor ruckstandsfreier,
Matrix. 18 Aliquote eines Leerwertmaterials wurden enthommen und je 6 davon auf
das 0,5-, 1- und 1,5-fache der zulassigen Hochstmenge dotiert. Die Dotierung sollte
dabei die Eigenschaften der Probe mdglichst nicht verandern, so dass wie in 9.5.4
beschrieben nur sehr kleine Mengen der Standardlésung zur Probe gegeben
wurden. Die Proben wurden mittels des entwickelten und optimierten
Mikrotiterplattentest analysiert, die Konzentrationen Uber die erhaltenen Extinktionen
bestimmt und die Wiederfindung exemplarisch anhand von Ampicillin, die in Tabelle
13 dargestellt ist, berechnet. Die Ergebnisse fur Benzylpenicillin, Cefquinom und

Cefoperazon sind in Tabelle 14 eingetragen.
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2uglkg | 4ugkg | 6pglkg
Wiederfindung (%)
98 108 102
98 105 105
100 103 100
98 113 107
98 105 107
108 113 113
98 108 102
Mittelwert (%): 100 108 106
Standardabweichung: 3,7 3,8 4,3
Variationskoeffizient (%): 3,7 3,6 41

Tabelle 13: Tabelle zur Wiederfindung von Ampicillin. Die Rohmilchproben wurden mit Ampicillin
an dem flr dieses (-Lactam festgelegten 2 MRL, MRL und 1 72 MRL dotiert, analysiert und die
Wiederfindung berechnet. Die Werte der Standardabweichung und des Variationskoeffizienten be-
ziehen sich auf die prozentualen Werte fiir die Wiederfindung.

6.6.3 Wiederholprazision

Die Wiederholprazision konnte mit dem gleichen Probensatz bestimmt werden, wie
die Wiederfindung. Zur Bestimmung der Intra- und Inter-Testgenauigkeit wurden die
Proben zum einen auf zwei unterschiedlichen Platten an einem Tag und zum
anderen an verschiedenen Tagen sowie durch eine weitere Person analysiert.

Fur die Intra-Testgenauigkeit ergaben sich folgende Werte, wobei die Ergebnisse zur
Wiederfindung ebenfalls in Tabelle 14 eingefugt sind. Die Intraassayvarianz gibt
dabei Aufschluss Uber die Messwertstreuung einer Probe innerhalb eines
Versuchsansatzes. Die Berechnung der Intraassayvarianz erfolgt nach folgender

Formel und beschreibt das Verhaltnis der Standardabweichung zum Mittelwert:

V(%) =2 %100
X

V(%) : Variationskoeffizient
S:  Standardabweichung der Messwerte

X: arithmetischer Mittelwert
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zugegebene . . % ) Variations-

3-Lactam Wert Konzentration il?]erel/ih I\C\I/t;?tl Wieder- aﬁ\t/?eni(cj;?\[]dn koeffizient
in yg/kg HOIKg findung 9 %
¥ MRL 2,0 2,0-2,2 2,0 100 0,08 4,0
Ampicillin MRL 4,0 4,1-4,5 4,3 108 0,14 3,3
1% MRL 6,0 6,0-6,8 6,3 106 0,25 4,0
¥ MRL 2,0 1,8-2,1 2,0 100,0 0,11 5,6
Benzyl- MRL 4,0 3,6-4,3 4,0 100,0 0,23 57

penicillin ’ h ’ ’ ’ ’
1% MRL 6,0 5,4-6,1 58 97 0,26 4,6
1/10 MRL 2,0 2,0-2,4 2,2 109 0,15 6,9
Cefquinom Y« MRL 5,0 4,5-52 49 97 0,20 4,1
¥ MRL 10,0 9,2-10 9,6 96 0,29 3,0
Cef ¥ MRL 25,0 24-30 27,2 109 2,12 7.8
efo-

perazon MRL 50,0 46-53 49,2 98 2,41 4.9
1% MRL 75,0 72-78 74,9 100 2,13 2,8

Tabelle 14: Intra-Testgenauigkeit (ug/kg): Dargestellt sind die Konzentrationen der dotierten Roh-
milchproben, wobei fiir jedes -Lactam je 6 riickstandsfreie Rohmilchproben auf das 0,5-, 1- und 1,5-
fache der zuldssigen Hochstmenge dotiert wurden. Der Bereich, in dem die erhaltenen Konzentra-
tionen lagen ist in Spalte 4, der daraus resultierende Mittelwert in Spalte 5 angegeben. Zuséatzlich sind
der Mittelwert der Wiederfindung, der, wie bei 6.6.2 beschrieben, ermittelt wurde, die Standardab-
weichung sowie der Variationskoeffizient der Messwerte angegeben (beziehen sich auf die ermittelten
Konzentrationen in pg/kg).

Die Interassayvarianz zeigt dagegen den Grad der Reproduzierbarkeit von
Messergebnissen einer Probe bei verschiedenen Versuchsbedingungen (anderer
Messtag, anderer Anwender) an. Fur die Inter-Testgenauigkeit ergaben sich folgende

Werte, die in Tabelle 15 zusammengestellt sind:
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Mittelwert o

Tag 1, Tag 2, Tag 3, Mittelwert e | Vvariations-

R-Lactam Wert Platte 1, Platte 2, Platte 3, aller \f’i\ggﬁﬁr aﬁ\t;gigﬁfjdn koeffizient
Anwender 1 Anwender 1 Anwender 2 Tests 9 9 %
% MRL 2,0 2,1 2,3 2,1 102 0,12 57
Ampicillin MRL 43 4,0 4,5 4.3 105 0,21 4,9
1% MRL 6,3 6,5 6,8 6,5 104 0,21 3,2
% MRL 2,0 1,9 2,2 2,0 102 0,13 6,1
Benzyl- MRL 4.0 39 43 4.1 102 017 42

penicillin ’ ’ ’ ’ ’ ’
1% MRL 5,8 6,0 6,2 6,0 100 0,16 2,7
1/10 MRL 2,2 2,3 1,9 2,1 106 0,17 7.9
Cefquinom % MRL 49 52 5,0 5,0 101 0,14 2,7
% MRL 9,6 9,8 10,3 9,9 99 0,28 2,9
Cof % MRL 27,2 25,3 26,8 26,4 106 0,81 3,1
ero-

perazon MRL 50,1 51,2 52 50,8 102 1,19 2,4
1% MRL 74,9 75,9 73,3 74,7 100 0,66 1,4

Tabelle 15: Inter-Testgenauigkeit (pg/kg): Dargestellt sind die Mittelwerte der Konzentrationen der
dotierten Rohmilchproben, die an verschiedenen Tagen auf verschiedenen Platten und durch
verschiedene Anwender ermittelt wurden. Der aus allen Tests resultierende Mittelwert ist in Spalte 6
angegeben. Zusatzlich sind der Mittelwert aller Wiederfindungen, die Standardabweichung sowie der
Variationskoeffizient der Messwerte angegeben (beziehen sich auf die Mittelwerte der ermittelten
Konzentrationen in pg/kg).

6.6.4 Entscheidungsgrenze CCa und Nachweisvermogen CCR

Die Entscheidungsgrenze CCa wurde abgeschatzt, indem 20 Leerwertproben von
unterschiedlicher Herkunft (aus Rohmilch von sechs verschiedenen Bauernhdfen, die
auch schon fur die Bestimmungen bei 6.6.1 eingesetzt wurde), die mit dem Analyt an
seinem Grenzwert (z.B. Ampicillin bei 4 ug/kg) dotiert waren, analysiert wurden. Die
Konzentration am zulassigen Grenzwert plus dem 1,64-fachen der entsprechenden
Standardabweichung ist dann gleich der Entscheidungsgrenze. Der ermittelte CCa-

Wert belauft sich fur Ampicillin auf 4,3 ug/kg.

Das Nachweisvermogen wurde ebenfalls bestimmt, indem die oben beschriebenen
20 Leerwertproben mit dem Analyt in der Konzentration der Entscheidungsgrenze
dotiert und im Anschluss analysiert wurden. Der Wert der Entscheidungsgrenze plus
dem 1,64-fachen der entsprechenden Standardabweichung ist dann gleich dem
Nachweisvermogen. Die ermittelten CCR-Werte (z.B. Ampicillin: 4,7 pg/kg) sind in
Tabelle 16 angegeben und liegen knapp oberhalb der MRL-Werte.
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Ampicillin Benzylpenicillin | Cefquinom* | Cefoperazon

CCa 4,3 4,4 - 52,1

CcCB 47 4,8 - 55,9

Tabelle 16: Ermittelte CCa- und CCR-Werte fiir die 4 untersuchten R-Lactam-Antibiotika. *Fur
Cefquinom konnte kein CCa- und CCB-Wert bstimmt werden, da die hohe Testsensitivitdt eine
Bestimmung am MRL unmdglich machte.

6.6.5 Nachweisgrenze (LOD)

Die Nachweisgrenze (limit of detection = LOD) des Verfahrens ist die kleinste
Konzentration, die sich mit ausreichender statistischer Sicherheit qualitativ noch
erfassen lasst. Zur Bestimmung der Nachweisgrenze wurde mit den [-Lactamen
jeweils eine Kalibrierkurve in entfetteter Rohmilch erstellt. Zudem wurden mindestens
6 Milchblanks zur Ermittlung des Bo-Wertes aufgenommen und die Standard-
abweichung bestimmt. Die Standardabweichung und der sich aus den By-Werten
ergebende Mittelwert wurden zu Ermittlung der Nachweisgrenze herangezogen. Die
Nachweisgrenze wurde dann aus dem Mittelwert der Leerproben abzuglich der
dreifachen Standardabweichung berechnet und ergibt sich aus dem Vergleich mit
den Kalibierstandards. Die Nachweisgrenze ist dabei fur jedes B-Lactam individuell
zu bestimmen, da nicht nur die Matrix-Interferenzen, sondern vor allem die
unterschiedliche Affinitat des PBP 2x* gegenuber den Penicillinen und
Cephalosporinen einen Einfluss auf diese ausubt. Eine Beispielberechnung zur
Ermittlung der Nachweisgrenze fur Ampicillin ist in Tabelle 17 gezeigt (Vergleich
auch Abbildung 44). Die so ermittelten Nachweisgrenzen sind anschlie3end in

Tabelle 18 zusammengefasst.




Ergebnisse und Diskussion

119

Beispielberechnung zur Ermittlung der Nachweisgrenze fur Ampicillin:

Ergebnisse der Kalibrierung

Ampicillin- % relative
Konzentration (ug/kg) | Extinktion
0,892 20,60 4,79
0,941 10,30 7,24
Extinktion der riickstandsfreien 1,074 8,24 7.97
Rohmilchproben 0,915 6,18 15,38
0,882 4,12 27,69
0,957 2,06 55,60
0,866 1,03
Mittelwert By: 0,932 0,52 83,13
Mittelwert B, — Reagenzienleerwert (0,035): 0,897 0,10 88,62
Standardabweichung: 0,065
3-fache Standardabweichung: 0,195
NWG (B, — 3-fache Standardabweichung): 0,702
B/B0*100 = % relative Extinktion:

Tabelle 17: Beispielberechung zur Ermittlung der Nachweisgrenze. Die grin-hervorgehobenen
Werte zeigen die Ubereinstimmung der relativen Extinktionen und der rot-hervorgehobene Wert, die
daraus ermittelte Konzentration fir die Nachweisgrenze an.

Es ergaben sich flr die untersuchten Penicilline und Cephalosporine folgende

Nachweisgrenzen:

Penicillin MI_?L-Wert far Nachweisgrenze
Milch (pg/kg) (ng/kg)

Ampicillin 4 1
Benzylpenicillin 4 0,85
Amoxicillin 4 0,85
Cloxacillin 30 19
Dicloxacillin 30 8,2
Oxacillin 30 4
Nafcillin 30 0,85
Phenoxymethylpenicillin - 1,3
Cefacetril 125 19
Cefalexin 100 100
Cefalonium 20 250
Cefapirin Summe: 1,6
Desacetylcefapirin 60 5,5
Cefazolin 50 10,5
Cefoperazon 50 25
Cefquinom 20 1,2
Ceftiofur 100 2,0

Tabelle 18: Ermittelte Nachweisgrenze aller in Rohmilch untersuchten B8-Lactam-Antibiotika im
Vergleich zu dem festgelegten MRL fiir Milch
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6.6.6 Verdeckte Kontrollanalysen

Es wurden verdeckte Kontrollanalysen zur Absicherung der Ergebnisse
vorgenommen, um eine Voreingenommenheit bzw. die subjektive Betrachtungsweise
des Analytikers auszuschlielen. Die Dotierung der rickstandfreien Rohmilchproben
erfolgte aus diesem Grund von einer zweiten Person (wie in 9.5.4 beschrieben) und
die in den Proben erhaltenen Konzentrationen wurden erst nach Abschluss der
Auswertung bekanntgegeben. 20 Rohmilchproben wurden mit unterschiedlichen
Gehalten an Ampicillin, Benzylpenicillin und Cefquinom in einem Bereich von
0-8 yg/kg sowie Cefoperazon in einem Bereich von 0-200 pg/kg dotiert und im
Anschluf® daran ,blind* (allerdings mit Kenntnis des zugesetzten (-Lactams)
analysiert. Zur Analyse wurde die Rohmilch entfettet und gegen eine PBS-
Kalibrierung die Konzentration in den Proben bestimmt. In Tabelle 19 sind die

Ergebnisse dieser Untersuchungen dargestellit.

dotierte gefundene o
B-Lactam Probe Konzentration | Konzentration Wi o
iederfindung
(ng/kg) (ng/kg)
1 5,2 5,0 96
2 2,3 2,3 100
Ampicillin 3 0 <LOD -
4 8,2 7,5 92
5 5,2 5,1 97
6 2,8 2,5 89,3
7 0 <LOD -
Benzylpenicillin 8 4,6 4,9 107
9 8,2 8,2 100
10 0 <LOD -
11 9,5 9,8 103
12 6,2 6,3 102
Cefquinom 13 0 <LOD -
14 3,1 3,5 113
15 2,0 1,8 90
16 3,2 <LOD -
17 0 <LOD -
Cefoperazon 18 78 80 103
19 158 160 101
20 53 50 94

Tabelle 19: Ergebnisse aus den verdeckten Kontrollanalysen
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Es konnte gezeigt werden, dass weder falsch-negative noch falsch-positive Resultate
ermittelt worden sind. Auch zeigte sich eine sehr gute Ubereinstimmung der dotierten
und der gefundenen Konzentration. Dies zeigte, dass eine Quantifizierung moglich

ist, wenn das in der Probe enthaltene 3-Lactam bekannt ist.
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6.7 Analyse von gewachsenen Ruckstanden in lyophilisierten
Rohmilchproben

In  der Routineanalytik sind Proben entweder ruckstandspositiv.  oder
ruckstandsnegativ und das einzelne B-Lactam in der Probe ist nicht bekannt, so dass
eine Quantifizierung nicht madglich ist. Zwar zeigten die Validierung und die Analyse
von verdeckten Kontrollproben, dass der Test sich flr die Routineanalytik eignen
wurde, jedoch sollte dies an Feld-Proben Uberpruft werden. Am Standort Kiel der
Bundesforschungsanstalt fur Erndahrung und Lebensmittel (BfEL) im Institut far
Hygiene und Produktsicherheit wurde eine Medikationsstudie durchgeflhrt.
Gesunden und kranken Milchkiihen wurden Cefoperazon-, Cefquinom-, Ampicillin-
oder Benzylpenicillin-haltige Praparate intramammar verabreicht, um u.a. Einflisse
von Melkfrequenz und Eutergesundheitsstatus auf die Dauer der Wartezeiten zu
untersuchen. Aus diesen Versuchsreihen standen die gefriergetrockneten
Milchproben zur Verfigung, deren [(-Lactam-Gehalt per HPLC und anderen
Screening-Verfahren in Kiel ermittelt worden ist. Weitere Informationen zu den
analysierten Proben (Melkintervall, Behandlungszeitraum, etc.) sind der schon
veroffentlichten Literatur zu entnehmen [191-193].

Es wurde das Testsystem auf zwei unterschiedliche Anwendungsmaoglichkeiten
Uberpruft. Zum einen zur Verwendung als qualitatives Screening-Verfahren und zum
anderen fur eine quantitative Bestimmung, wenn das eingesetzte 8-Lactam bekannt
ist. Die Proben wurden wie in 9.5.9 beschrieben aufgearbeitet und mit dem
optimierten und dem fur Ampicillin, Benzylpenicillin, Cefoperazon und Cefquinom
validierten Test untersucht. Die Ergebnisse der HPLC-Untersuchungen wurden erst
nach Ubermittlung der Ergebnisse, die mittels des Mikrotiterplattentests erhalten
wurden, bekannt gegeben. Bei der Analyse der Milchproben mittels des entwickelten
Mikrotiterplattentests konnte kein Extinktionsunterschied zwischen der Milch, die von
kranken Kuhen stammte und der Milch, die von gesunden Kuhen stammte

festgestellt werden.
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6.7.1 Qualitatives Screening

Die Auswertung erfolgte nach folgendem Vorgehen: Ein Ergebnis sollte dann als
falsch-positiv beurteilt werden, wenn bei einer Konzentration, die der Halfte der
Nachweisgrenze entspricht eine signifikante Abschwachung der Extinktion erhalten
wurde. Dagegen sollte ein Ergebnis als falsch-negativ bewertet werden, wenn eine
Konzentration, die dem Zweifachen der Nachweisgrenze entspricht, keine
Abschwachung der Extinktion hervorgerufen hat [194]. Die Originalwerte sind in
Anhang 3 zu finden.

Es wurden fur Cefoperazon, Benzylpenicillin, Ampicillin und Cefquinom weder falsch-
positive noch falsch-negative Ergebnisse erhalten.

Auch bei einer anderen Betrachtungsweise der Ergebnisse wurden weder falsch-
positive noch falsch-negative Proben ermittelt. Hierbei sollte ein Ergebnis als falsch-
positiv beurteilt werden, wenn bei der HPLC-Analyse die Konzentration kleiner der
Nachweisgrenze lag, jedoch beim Mikrotiterplattentest die ermittelte Konzentration
oberhalb des festgelegten MRL lag. Dagegen sollte ein Ergebnis als falsch-negativ
bewertet werden, wenn mittels der HPLC B-Lactam-Konzentrationen oberhalb des
MRL ermittelt wurden, mit dem Mikrotiterplattentest jedoch kein [-Lactam

nachgewiesen werden konnte (die Konzentration unterhalb der Nachweisgrenze lag).

In Tabelle 20 sind die Ergebnisse zusammengefasst, die mit HPLC, Charm II- und
dem Mikrotiterplattentest ermittelt worden sind. Dabei wurden Proben als positiv
beurteilt, bei denen die ermittelten B-Lactam-Gehalte oberhalb des jeweiligen MRL
lagen. Als negativ wurden die Proben deklariert, bei denen die ermittelten -Lactam-
Gehalte unterhalb des MRL lagen. Es zeigte sich eine sehr gute Ubereinstimmung
der beiden Rezeptortestverfahren (Mikrotiterplatten- und Charm [I-Test). Die HPLC-
Ergebnisse stimmten ebenfalls bis auf drei Proben mit den Ergebnissen dieser
beiden Verfahren Uberein. Die Proben wurden aufgrund der Abweichung noch einmal
mittels des Beta-Star-Tests untersucht. Auch der Beta-Star-Test lieferte die gleichen

Resultate wie die beiden anderen Rezeptortests.

Eine Erklarung fur diese Abweichungen liegt im Alter und der Konzentration der

Proben. Die ermittelten Gehalte liegen sehr nah beieinander (Werte in Tabelle 21
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MTP: 3,8 ug/kg, HPLC: 4,3 ug/kg bzw. MTP: 2,7 ug/kg, HPLC: 4,5 ug/kg). Da die
Rohmilch 2003 gewonnen und per HPLC untersucht, jedoch erst 2006 mittels
Charm Il und Mikrotiterplattentest untersucht worden ist, kdnnte trotz Lyophilisierung
ein geringer Abbau des Ampicillins stattgefunden haben. Insgesamt zeigte sich
jedoch anhand der quantitativen Daten (siehe Kap. 6.7.2), dass eine Lyophilisierung
der Proben sehr gut fur die Lagerung von Rohmilchproben geeignet ist und eine
spatere Analyse der Proben ermdglicht.

Der B-Lactam-Gehalt der Probe, die mittels HPLC als negativ bestimmt wurde, lag
knapp unterhalb des MRL-Wertes. Das HPLC-Verfahren weist im Gegensatz zu den
verwendeten Rezeptortests eine aufwendigere Probenaufarbeitung auf. Der
Mikrotiterplattentest bendtigte nur eine minimale Probenaufarbeitung (Entfettung der
Milchproben), der Charm |lI- sowie der Beta-Star-Test bendtigten keine
Probenaufarbeitung, so dass es mit diesen beiden Verfahren zu keinen
Wirkstoffverlusten kommt, wie es eventuell bei der HPLC der Fall sein kdnnte. Da
jedoch die direkte Untersuchung der Proben per HPLC am BfEL in Kiel stattgefunden
hat und nicht selber durchgefiihrt wurde, kénnen diesbezlglich keine Aussagen zu

den moglichen Fehlerquellen getroffen werden.
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Laufende Nr. Mikrotiter-
Analyt aus plattentest HPLC Charm I
Anhang lll
! neg. neg. neg.
1 Pos. neg. pos.
15 neg. neg. neg.
icilli 23 neg. neg. pos.
Benzylpenicillin 57 Dos. Tos -~
29 neg. neg. neg.
31 pos. pos. pos.
33 neg. neg. neg.
3 neg. neg. neg.
15 neg. pos. neg.
21 neg. pos. neg.
Ampicillin 26 neg. neg. neg.
36 neg. neg. neg.
38 Pos. pPos. pos.
46 neg. neg. neg.
48 neg. neg. neg.
o Pos. Pos. pos.
16 neg. neg. neg.
o1 neg. neg. neg.
Cefquinom 55 pos. pos. pos.
61 neg. neg. neg.
76 pos. pos. pos.
84 neg. neg. neg.
101 neg. neg. neg.
10 pos. pos. pos.
16 Pos. pos. pos.
23 neg. neg. neg.
Cefoperazon 30 neg. neg. neg.
90 poS. pos. pos.
53 neg. neg. neg.
62 neg. neg. neg.
70 neg. neg. neg.

Tabelle 20: Zusammenstellung der Probenergebnisse. Dargestellt sind ausschlieRlich die Proben,
bei denen der MRL per HPLC Uber- bzw. unterschritten wurde und ein Messwert aus allen drei
Analysenverfahren existiert.

In Tabelle 21 sind noch einmal die tatsachlich ermittelten quantitativen Daten aus
dem Mikrotiterplattentest und der HPLC-Analyse zusammengestellt. Die Charm |II-

Bestimmung erfolgte nur qualitativ.
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Laufende Nr. Mikrotiter-
Analyt aus plattentest HPLC
Anhang lll

7 2,3 1,8

11 4,9 2’6
15 1,2 <LOD

Benzylpenicillin 23 19 1
27 > obere NWG 7

29 < NWG (1,0) <LOD

31 > obere NWG 6,2
33 1,9 <LOD

3 0’93 2’4

15 3,8 4,3

21 2,7 4!5
- 26 2,0 <LOD
Ampicillin 36 < NWG <LOD

38 4,5 9.1

46 2,1 1’5
48 2,8 <LOD

5 > NWG 59,4
51 < NWG <LOD
Cefquinom 61 < NWG <LOD
10 > obere NWG 163,6

16 87 92,2

23 29 231
Cefoperazon 50 155 131,5
62 < NWG <LOD

Tabelle 21: Zusammenstellung der Probenergebnisse wie in Tabelle 19 mit den tatséachlich
ermittelten Daten. Dargestellt sind ausschliel3lich die Ergebnisse der am BfEL in Kiel ermittelten
HPLC-Daten und der Daten, die mittels des Mikrotiterplatten-Tests ermittelt wurden. Die Charm II-
Auswertung erfolgte nur qualitativ.
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6.7.2 Quantitative Bestimmung

Die Ergebnisse der Proben, die einen auswertbaren Messwert lieferten, wurden mit
den mittels HPLC erhaltenen Ergebnissen verglichen. Die folgenden Abbildungen

stellen die Ergebnisse graphisch dar.
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Abbildung 73: Ergebnisse aus den Ampicillin-haltigen Rohmilchproben. Die Nummerierung der
Proben entspricht der laufenden Nummerierung der quantitativen Daten in Anhang lll.
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Abbildung 74: Ergebnisse aus den Benzylpenicillin-haltigen Rohmilchproben. Die Nummer-
rierung der Proben entspricht der laufenden Nummerierung der quantitativen Daten in Anhang lIl.
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Cefquinom
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Abbildung 75: Ergebnisse aus den Cefquinom-haltigen Rohmilchproben. Die Nummerierung der
Proben entspricht der laufenden Nummerierung der quantitativen Daten in Anhang ll1.
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Abbildung 76: Ergebnisse aus den Cefoperazon-haltigen Rohmilchproben. Die Nummerierung
der Proben entspricht der laufenden Nummerierung der quantitativen Daten in Anhang Il
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Insgesamt ist eine gute Korrelation zwischen den mit HPLC untersuchten Proben und
den mittels Mikrotiterplattentest untersuchten Proben zu erkennen, was den Schluf}
zulasst, dass der entwickelte Test auch zur Quantifizierung geeignet ist, sofern das
vorliegende B-Lactam bekannt ist.

Auch zeigt der Vergleich der erhaltenen Resultate, dass sich eine Lyophilisierung
sehr gut fur die Lagerung von Rohmilchproben eignet. Die untersuchten Proben
wurden 2003 gewonnen und nach drei Wochen Lagerung (bei -20 °C) lyophilisiert
und bei 6 °C gelagert (ndheres siehe Kap. 9.5.9) bis sie 2006 rekonstituiert und
analysiert wurden. Die Ergebnisse zeigen, dass in den meisten Fallen kein
nennenswerter Abbau stattgefunden hat, so dass eine gute Korrelation zwischen den

Ergebnissen vorzufinden ist.
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7. Schlussbetrachtung und Ausblick

Den Grundstein fur diese Arbeit bildete das Penicillinbindende Protein PBP 2x* aus
Streptococcus pneumoniae, das schon in einer vorausgegangenen Arbeit im
Arbeitskreis zur Entwicklung eines Oberflachenplasmonresonanz (SPR)-Biosensor-
Tests eingesetzt wurde. Im Gegensatz zu dem bereits entwickelten instrumentellen
Analysenverfahren, wurde ein kostengunstiger und apparativ nicht aufwendiger
rezeptorproteingestutzter (PBP 2x*) Mikrotiterplattentest flr das Screening auf

R-Lactame entwickelt.

Mit dem entwickelten Mikrotiterplattentest war es mdglich 96 Proben parallel auf
biologisch aktive B-Lactam-Antibiotika zu analysieren. Mittlerweile ist ein kommerziell
erhaltlicher ELISA fur Penicilline auf dem Markt. Mit diesem Test ist es jedoch nicht
moglich  Cephalosporine nachzuweisen. Mit dem rezeptorproteingestitzten
Mikrotiterplattentest kdnnen dagegen alle in der EU zugelassenen, biologisch aktiven

B-Lactam-Antibiotika (Penicilline und Cephalosporine) erfasst werden.

Mit diesem Verfahren ist es moglich Milch-, Honig-, Ei- und Muskelfleischproben
schnell und einfach zu analysieren. AuRerdem stellt der Mikrotiterplattentest die
ideale Erganzung zur LC-MS/MS dar, wenn dieser als Screening-Test vor der
Ergebnisabsicherung durch das chemisch-physikalische Analysenverfahren, wie der
LC-MS/MS, verwendet wird.

Neben der Spezifitat und der Empfindlichkeit wurde fir die praktische Anwendung
auch der Einfluss der Probenmatrix auf das Testsystem untersucht. Die
Matrixeinflisse von Milch, Honig, Eigelb, Vollei, Schweine- und Putenmuskelfleisch
konnen durch Verdunnung in PBS-Puffer (bei Milch auch Entfettung) eliminiert
werden. Eine Identifizierung dieser Proben als positiv oder negativ ist durch
Mitfhrung einer Kalibrierung in PBS-Puffer mdglich. Eine derartige Ja/Nein-
Entscheidung kann auch geféllt werden, indem nur zwei Referenzkonzentrationen
mitgefuhrt werden (Blank und Konzentration am MRL). Fur Rind- und Hirschfleisch
muss jedoch eine Matrixkalibrierung zur ldentifizierung mitgefuhrt werden, da eine

Eliminierung der Matrixeffekte durch Verdiinnung nicht erreicht werden kann.
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Bis auf Cefalonium kdnnen aufgrund der hohen Testempfindlichkeit alle -Lactame,
die in der EU zur Behandlung von lebensmittelliefernden Tieren zugelassenen sind,
an ihrem jeweiligen MRL nachgewiesen werden. Die Empfindlichkeit des Testes
konnte noch durch die Verwendung von Bocillin FL als Kompetitionspartner und
Einsatz eines Fluoreszenzreaders zur Detektion sowie durch Ausnutzung anderer

Lumineszenz-Reaktionen zur Detektion gesteigert werden.

Insgesamt hat das entwickelte Testsystem das Potential zu einem Screening-Test fur
den Einsatz in der Routineanalytik zu avancieren. Es bietet sich an
Laborvergleichsstudien durchzufiihren, um zu kldren, ob sich eine Ubertragung in ein
anderes Labor auf die Testparameter auswirkt. Es bedarf zudem noch der Klarung,
ob eine Lagerung von mit PBP 2x*-beschichteten Platten sinnvoll ist oder der Einsatz
im Routinebetrieb eine Beschichtung mit PBP 2x* empfiehlt. Es bietet sich auRerdem
an den Test auch fur den Einsatz bei andere Fleischarten und Matrices (wie

Futtermittel) zu Uberprifen.
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8. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde ein rezeptorproteingestutzter Mikrotiterplattentest zur
Ruckstandsanalytik von B-Lactam-Antibiotika in verschiedenen Matrices entwickelt
und mittels chemometrischen Experimental Design fur die Matrix Milch optimiert. Als
Rezeptor fungierte das Penicillin-bindende Protein PBP 2x*, das schon in einem
SPR-Biosensor-Assay erfolgreich als biomolekularer Erkennungspartner eingesetzt
worden ist. Die Vorteile in der Verwendung von PBP 2x* lagen in dem
ausschlieRBlichen Nachweis biologisch aktiver B-Lactame, fur welche die
Rickstandshéchstmengen festgelegt wurden, und in der Mdéglichkeit das Protein in
grollen Mengen zu expremieren. Als Kompetitor fungierte in dem Test ein speziell fur
dieses Testsystem synthetisiertes Digoxigenin-markiertes Ampicillin (DIG-AMPI). Der
Test basiert auf der Kompetition von B-Lactamen aus einer Probe und DIG-AMPI| um
die Bindestellen des PBP 2x*. Die gebildeten PBP 2x*/DIG-AMPI-Komplexe konnten
mittels enzymmarkierter anti-Digoxigenin Fa, Fragmente nachgewiesen werden,
wobei die resultierende Farbintensitat indirekt proportional zum B-Lactam-Gehalt in

der Probe wair.

Zu Beginn wurde die Proteinexpression und -aufreinigung bezlglich der Ausbeute
des Bindeproteins optimiert. Dazu wurden der Induktionszeitpunkt der
Proteinexpression sowie die Durchfuhrung der Glutathion-Affinitatschromatographie
variiert. Es konnte die Ausbeute an Bindeprotein gegenlber der im Arbeitskreis
vorausgegangenen Arbeit zur Nutzung von PBP 2x* in der Oberflachenplasmon-

resonanzanalyse verdreifacht werden.

Des Weiteren wurde die Lagerstabilitdt des Bindeproteins tiberpriift. Die Uberprifung
mittels SDS-PAGE belegte die Stabilitat des PBP 2x* fur die beiden
Lagerungstemperaturen -20°C und -80°C Uber einen Zeitraum von zweieinhalb
Jahren. Mittels des entwickelten Mikrotiterplattentests lie sich ebenfalls keine
Veranderung bei der Bindungskapazitat feststellen. Im Kuihlschrank nahm die
Bindekapazitat von PBP 2x* dagegen innerhalb von sechs Monaten um 50 % ab.
Wiederholtes Einfrieren und Wiederauftauen wirkte sich ebenfalls negativ auf die
Aktivitat aus. Aus diesem Grund wurde das gewonnene PBP 2x* in 50 pl- bzw.

100 pl-Aliquots in PCR-Tubes eingefroren und nach dem Auftauen maximal 2
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Wochen lang im Kuhlschrank aufbewahrt. Eine einwochige Aufbewahrung schon
beschichteter Platten bei -20 °C, sowie fur einen Tag im Kuhlschrank war ebenfalls

maglich.

Mittels chemometrischem Experimental Design unter Verwendung des Software-
Paketes ,Unscrambler” wurde der Testablauf optimiert. FUr das Screening Design
wurde ein Fractional Factorial Design erstellt, um Effekte und Wechselwirkungen der
einzelnen Testparameter zu erkennen. FiUr die abschlielende Optimierung der
mittels des Screening Designs identifizierten signifikanten Parameter wurde ein Box-
Behnken Design ausgewahlt. Uber die so durchgefliihrte Optimierung lieRen sich
Arbeitsbedingungen ermitteln, die bei einem gewlnscht niedrigen Verbrauch des
aufwendig hergestellten Reagens gleichzeitig hohe Extinktionswerte fir die

abschlieRende Farbreaktion lieferten.

Das Testsystem wurde fur verschiedene tierische Lebensmittel als Screening Test
entwickelt. Bis auf Cefalonium, das eine zu geringe Bindungsaffinitat aufwies,
konnten alle in der EU relevanten B-Lactam-Antibiotika mittels des entwickelten

Testsystems unterhalb der gesetzlichen Hochstmenge nachgewiesen werden.

Die bei direkt verwendeten Lebensmitteln zu beobachtenden Matrixinterferenzen
lieRen sich durch eine zehnfache Verdinnung von Roh- oder Konsummilch, Honig,
Vollei, Eigelb und Tausaft des Muskelfleischs von Schwein und Pute mit Puffer
eliminieren. Wurde Milch durch Zentrifugation entfettet, fihrte dies auch ohne
Verdinnung zu einer Elimination des Matrixeffektes. Wenn es wie bei den genannten
Matrices gelang, den Matrixeffekt auszuschalten, war eine direkte Auswertung von
Probenresultaten Uber eine Pufferkalibrierung moglich. Die Matrixeffekte, die durch
den Tausaft vom Muskelfleisch vom Rind oder durch Eiklar verursacht wurden,
konnten durch eine zehnfache Verdinnung lediglich reduziert werden. Fir die
Analyse des Tausaftes aus dem Muskelfleisch vom Hirsch musste zur Reduktion der
Matrixeffekte zusatzlich eine Membranfiltration vor der Verdinnung erfolgen. Proben,
die B-Lactame enthielten, konnten in solchen Fallen nur dann als positiv identifiziert

werden, wenn eine Matrixkalibrierung durchgeflhrt wurde.
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Angelehnt an die Validierungsvorgaben der EU-Entscheidung 2002/657 wurde der
entwickelte Mikrotiterplattentest fur die Matrix Rohmilch und die B-Lactam-Antibiotika
Benzylpenicillin, Ampicillin, Cefquinom und Cefoperazon erfolgreich hinsichtlich der
Parameter Spezifitat, Reproduzierbarkeit, Prazision und Genauigkeit Uberprift und

die Entscheidungsgrenze CCa und das Nachweisvermogen CC bestimmit.

Der Mikrotiterplattentest erwies sich auch fur quantitative Analysen als geeignet,
wenn — wie in Medikationsstudien zum Ruckstandsverhalten von Tierarzneimitteln —
der eingesetzte Wirkstoff bekannt war. Die Leistungsfahigkeit des Tests bezlglich
dieser quantitativen Option wurde an 289 Milchproben uberpruft, die jeweils eines
der vier -Lactame als authentischen Ruckstand enthielt. Die Proben stammten aus
Medikationsstudien die am BfEL in Kiel durchgeflihrt wurden und dort auch mittels
HPLC und verschiedenen qualitativen Tests untersucht worden waren. Der nach den
Untersuchungen vorgenommene Ergebnisvergleich zeigte eine sehr gute
Ubereinstimmung der quantitativen Daten. Bei der qualitativen Auswertung fiihrte der
entwickelte Mikrotiterplattentest weder zu falsch-negativen noch falsch-positiven

Resultaten.
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9. Arbeitsvorschriften

9.1 Expression und Aufreinigung des PBP 2x*

Zur Expression des Rezeptorproteins PBP 2x* stand ein E. coli BL21-Stamm zur
Verfligung, der das Plasmid pGEX-tet-PBP 2x*, das das PBP 2x*-GST-
Fusionsprotein codiert, wobei sich die Glutathion-S-Transferase an dem Amino-Ende
des PBP 2x* befindet, enthielt. Dieser Bakterienstamm wurde von Frau Prof. Dr.

Regine Hakenbeck der Universitat Kaiserslautern zur Verfigung gestellt.

Materialien und Geréate

Schuttelinkubator (Typ: Innova 4000, New Brunswick Scientific, New Jersey, USA)
Schikanenkolben, 2-Liter (Roth, Karlsruhe)

Peristaltische Pumpe (Typ: 2232, LKB/Bromma, Schweden)

Glassaule (1 x 10 cm) mit Luer-Lock-Anschluss und Flussadapter (Sigma,
Taufkirchen)

Dialysierschlauch ZelluTrans, MWCO: 12-14 kDa (Roth, Karlsruhe)

0,22 um Spritzenfilter, PVDF, steril (Roth, Karlsruhe)

10 ml Einmalspritzen, steril (Roth, Karlsruhe)

Zentrifuge (Heraeus Megafuge 1.0 R, VWR International, Darmstadt)

Zentrifuge Centrikon H-401 B (Rotor A 6.9; Kontron Instruments; Berthold Hermle
KG, Gosheim)

Ultrazentrifuge L7-55 (Rotor 70 Ti; Beckman Instruments, Krefeld)

Autoklav: Varioklav Typ 500 V (H+P Labortechnik, Oberschleil3heim)

French Press (American Instrument Co. Inc., Silver Spring, Md.)

Reagenzien und Losungen

Glutathion-Agarose (Sigma, Taufkirchen)

Reduziertes Glutathion (Fluka, Taufkirchen)

Prescission Protease (Amersham Biosciences, Freiburg)
Isopropyl-R-D-thiogalactosid (IPTG) (Roche Applied Science, Mannheim)
Dithiothreitol (DTT) (Sigma, Taufkirchen)

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) (Fluka, Taufkirchen)
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Desoxyribonuclease (DNase) (Sigma, Taufkirchen)

Ribonuclease (RNase) (Fluka, Taufkirchen)

Tetracyclin (Sigma, Taufkirchen)

Reinstwasser (Reinstwasseranlage MilliQ Plus, Millipore, Eschborn)

E. coli BL21-Stammkultur zur Expression von PBP 2x* (durch den Arbeitskreis von
Prof. Dr. R. Hakenbeck (Universitat Kaiserslautern) zur Verfugung gestellt, gelagert
bei -80°C)

PBS Puffer (10 mM Naz;HPO4, 1,8 mM KH;PO4, 140 mM NaCl, 2,7 mM KCI; pH 7,3)
Protease Puffer 1 (0,5 M Tris, 1,5 M NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM Dithiotheitol;

pH 7,0)

Protease Puffer 2 (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 1 mM Dithithreitol;

pH 7,0)

Nahrmedium

2xTY-Medium mit 15 mg/I Tetracyclin:

Trypton (Roth, Karlsruhe) 16 g
Hefeextrakt (Roth, Karlsruhe) 10 g
NaCl (Fluka, Taufkirchen) 59
Reinstwasser 11

Das Nahrmedium wurde fur 16 Minuten bei 121°C und 1,2 bar autoklaviert. Nach
Abkuhlung auf 50°C wurden 10 ml einer sterilfiltrierten Tetracyclin-Losung (1,5 mg/ml

in Methanol/Wasser (1/9; v/v)) dem Nahrmedium zugegeben.
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Expression

Aus einer Stammkultur von E. coli BL21 (pGEX-tet-PBP 2x*) wurde mittels einer
Impfése das 2xTY-Medium (versetzt mit 15 mg/l Tetracyclin) angeimpft und bei 37°C
und 250 rpm in einem 2| Schikanekolben dieser E. coli kultiviert, wobei 10 ml einer
Ubernachtkultur in 500 ml frischem 2xTY-Medium mit 15 mg/l Tetracyclin verdinnt
und bis zum Beginn der Exponentiellen Phase (ODgg von ca. 0,6-0,8) angezogen
wurde. Durch Zugabe einer 100 mM wassrigen IPTG-Lésung bis zu einer
Endkonzentration von 1 mM wurde die Proteinexpression induziert und die Zellen fur
weitere drei Stunden inkubiert. Die Sedimentation der Zellen erfolgte dann durch
Zentrifugation (Centrikon H-401 B) bei 4200xg und 4°C fur 20 Minuten. Die
sedimentierten Zellen wurden anschlieBend einmal mit eiskaltem PBS-Puffer
gewaschen und erneut durch Zentrifugation (4200 x g, 4°C, 20 Minuten) gesammelt.
Die Zellen wurden bis zur weiteren Aufarbeitung am nachsten Tag bei -20°C

gelagert.

Das tiefgekuhlte Pellet wurde in 20 ml eiskaltem PBS-Puffer suspendiert und mit
Stammldsungen bis zu einer Endmolaritat von 2 mM PMSF, 5 mM Dithiothreitol,
10 mM MgCl, sowie einigen Kristallen DNase und RNase versetzt. AnschlielRend
erfolgte der Zellaufschluss durch drei French Press-Zyklen bei 18.000 psi. Nach
Zentrifugation (Megafuge 1.0) bei 6238 x g fur 10 Minuten bei 4 °C erfolgte mit dem
Uberstand ein weiterer Zentrifugationsschritt (Ultrazentrifuge) fiir 15 Minuten bei 4°C
und 25.000 x g. Aus dem daraus resultierenden Uberstand (Rohextrakt) wurde das
GST-PBP 2x*-Fusionsprotein mittels  Glutathion-Affinitatchromatographie aufge-
reinigt.

Aufreinigung

Die Glutathion-Affinitatschromatographie wurde bei Raumtemperatur in einer
Glassaule mit 5ml Glutathion-Agarose und einer peristaltischen Pumpe
durchgefuhrt. Das Saulenmaterial wurde gewaschen, indem es mit zehn
Saulenvolumina Reinstwasser und anschlieBend mit zehn Saulenvolumina PBS-
Puffer (versetzt mit 10 mM MgCl, und 5 mM DTT) bei einem Fluss von 0,4 ml/min
konditioniert wurde. Anschlielend wurde der gewonnene Rohextrakt bei gleichem
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Fluss mehrmals Uber die Saule gegeben, indem dieser fur eine Stunde im Kreis
gefahren wurde. Zur Entfernung der anderen bakteriellen Proteine wurde die Saule
im Anschluss daran mit zehn S&ulenvolumina PBS-Puffer bei einem Fluss von
1 ml/min gewaschen. Die Elution des Fusionsproteins erfolgte mit 10 mM
reduziertem Glutathion in 50 mM TRIS-HCI pH 8,0. Dabei wurden die ersten 500 pl
verworfen. Das restliche Eluat wurde in 4 Fraktionen zu je 5 ml aufgefangen. Es
wurde eine Proteinbestimmung nach Bradford [195] mit BSA als Standardprotein
durchgefuihrt, um entscheiden zu kénnen, welche der Fraktionen mit der PreScission
Protease versetzt werden soll. Die proteinreichste Fraktion wurde anschlielend mit
der Protease versetzt. Dazu wurden 1 yl PreScission Protease zu je 100 pyg nach
Bradford bestimmtem Protein gegeben. Zusatzlich erfolgte noch eine Zugabe von
550 pl Protease Puffer 1. Diese Ldésung wurde flr 24 Stunden bei 4 °C im
Kahlschrank inkubiert.

Am nachsten Tag wurde der Verdau, nun bestehend aus PreScission Protease,
Glutathion-S-Transferase-tag und freiem PBP 2x*, gegen je 5 | Protease-Puffer 2 fur
24 Stunden bei 4 °C im Kduihlschrank dialysiert, wobei der Protease-Puffer

zwischendurch zweimal ausgetauscht wurde.

Die Entfernung des GST-tag und der Prescission Protease (ebenfalls ein GST-
Fusionsprotein) erfolgte mittels Glutathion-Agarose im Batch-Verfahren. Dazu wurde
1 ml Glutathion-Agarose mit der erhaltenen Losung aus der Dialyse versetzt und eine
Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schuttler umgeschwenkt. Das PBP 2x* befand
sich in der nicht adsorbierten Fraktion. Der Uberstand wurde abgenommen, auf einen
Gehalt von 10 % Glycerin gebracht und bei -20 °C gelagert. Die Expression und
Aufreinigung des PBP, sowie die Stabilitdt unter unterschiedlichen

Lagerungsbedingungen wurde mittels der SDS-PAGE verfolgt (siehe Abschnitt 9.3).
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9.2 Proteinbestimmung nach Bradford

In der vorliegenden Arbeit wurde der Proteingehalt mit der Methode nach Bradford
bestimmt [195]. Das Detektionsprinzip dieses Tests ist die unspezifische Anlagerung
des Farbstoffs Coomassie-Brillantblau G 250 an kationische und nichtpolare,
hydrophobe  Seitenketten von Proteinen, was eine Veranderung im

Absorptionsverhalten des Farbstoffes bewirkt.

Gerate
Mikrotiterplatten Reader (Model 680, Bio-Rad Laboratories GmbH, Muinchen)

Reinstwasseranlage (MilliQ Plus; Millipore, Eschborn)

Materialien

1,5 ml Reaktionsgefalie (Roth, Karlsruhe)

96-well Mikrotiterplatten, Standard (Nunc, Wiesbaden)
50 ml Reaktionsrohrchen (Roth, Karlsruhe)

Reagenzien und Losungen

Roti-Nanoquant = Bradford-Reagenz (Roth, Karlsruhe)
- gebrauchsfertige Losung: 5-fach verdinnt
Bovines Serumalbumin BSA (Sigma, Taufkirchen)

Reinstwasser (Millipore Aufbereitungsanlage: MilliQ Plus)

Die Proteinbestimmung wurde in Mikrotiterplatten durchgefuhrt. 50 yl der Standard-
Verdunnungsreihe (Kalibrierung mit BSA als Standardprotein) bzw. der
Probenverdinnung aus der PBP 2x*-Expression und Reinigung wurden als
Dreifachbestimmung in die Kavitaten der Mikrotiterplatte pipettiert. Anschlielend
wurden 200 pl des verdinnten Bradford-Reagenz zu den vorgelegten Standards und
Proben hinzu pipettiert. Nach 5-minatiger Inkubationszeit bei Raumtemperatur
erfolgte die Absorptionsmessung im Mikrotiterplattenreader bei 595 nm. Mit Hilfe des
Tabellenkalkulationsprogramms Excel wurden anhand der Uber die BSA
Verduinnungsreihe (BSA-Konzentrationen im Bereich von 0 — 100 pg/ml) erhaltenen

Extinktionen die Proteinkonzentrationen der Proben ermittelt.
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9.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Nach Lammli [196] konnen Proteine mittels einer vertikalen Elektrophorese in SDS-
Polyacrylamidgelen aufgetrennt werden. Das Gelmaterial besteht dabei aus
Polyacrylamid, das mittels Tetramethyldiamin (TEMED) und Ammoniumpersulfat
(APS) hergestellt wird. Bei einer radikalischen Reaktion, die durch APS gestartet
wird, wird dabei ein vernetztes Polymer gebildet. Die Prozentzahl, die ein Gel
beschreibt (z. B. 10 %iges Trenngel) gibt dabei den Vernetzungsgrad des Gels, der
durch die Acrylamidkonzentration festgelegt werden kann, an. Die Trennung bei der
SDS-PAGE Korreliert i.a. mit dem Molekulargewicht. Zu den Proteinlésungen wird
Natriumdodecylsulfat (SDS = sodium dodecyl sulfate) gegeben und reduzierende
Bedingungen (Erhitzung, Zugabe von Mercaptoethanol) eingestellt. Dabei werden die
Quartar-, Tertiar- und Sekundarstruktur der Proteine zerstort, so dass sich die
Proteine auffalten und lang gestreckte Protein-Ketten entstehen, denen SDS mit dem
negativ geladenen Sulfatrest nach aullen aufgelagert ist. Durch die reduzierenden
Arbeitsbedingungen werden zudem die Disulfidbricken der Proteine gespalten. Dies
bedingt bei allen Proteinen das gleiche Masse-/Ladungs-Verhaltnis, so dass die
Proteinwanderung im elektrischen Feld nicht mehr von der Eigenladung der Proteine
abhangt, sondern nur noch von den sterischen Verhaltnissen und somit in Korrelation

zur Molekularen Masse.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit einer diskontinuierlichen SDS-PAGE gearbeitet,
um scharfere Banden zu erhalten. Bei dieser Form der SDS-PAGE Uberschichtet ein
grol3poriges (5 %iges) Sammelgel ein kleinporiges (10 %iges) Trenngel. Das
Sammelgel weist eine groRere Porenweite, eine geringere Salzkonzentration sowie
einen niedrigeren pH-Wert auf, als das Trenngel (siehe 9.4.1). Der Elektrodenpuffer
besteht aus TRIS-Glycin und weist den gleichen pH-Wert wie das Trenngel auf. Im
Sammelgel liegt das Glycin neutral (Zwitterion = Folgeion) vor und wandert aufgrund
dessen viel langsamer als das negativ geladene Chlorid-lon (Leition) im Sammelgel.
Zwischen diesen beiden bildet sich eine Potentialdifferenz aus, wobei die Proteine
zwischen diesen beiden lonen wandern und somit in engen Banden im Sammelgel
fokussiert werden. Beim Einwandern in das Trenngel andern sich der pH-Wert und

die Porengrof3e. Das Glycin liegt nun negativ geladen vor und wandert an der Front,
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wodurch die Potentialdifferenz aufgehoben wird und die Proteine nach ihrer

Molekulgestalt bzw. Masse aufgetrennt werden.

Gerate

GelgieRapparatur und Elektrophoresekammer sowie zugehodrige Glasplatten und
Elektrophoresekamm 0,75 mm (Mini Protan |l, Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen)

Schuttler (Typ GFL 3011, VWR International, Darmstadt)

Dokumentationsgerat (Gel Doc 2000, Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen)
Zentrifuge fur 1,5 ml-Reaktionsgefalle (Heraeus Biofuge 15 R, VWR International,
Darmstadt)

Reinstwasseranlage (MilliQ Plus; Millipore, Eschborn)

Materialien

1,5 ml Reaktionsgefalte (Roth, Karlsruhe)

Kolbenhubpipetten, variabel (0,5 — 10 ul; 10 — 100 pl; 100 — 1000 ul) (Eppendorf AG,
Hamburg)

Einweg-Plastikpipetten (Roth, Karlsruhe)

15 ml Reaktionsréhrchen (Roth, Karlsruhe)

Reagenzien und Losungen

30:0,8 Acrylamid:Bis-Acrylamid (Sigma, Taufkirchen)

TRIS (Sigma, Taufkirchen)

SDS (Sigma, Taufkirchen)

TEMED (Sigma, Taufkirchen)

Ammoniumpersulfat (Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg)
Reinstwasser (Millipore Aufbereitungsanlage: MilliQ Plus)
Glycin (Roth, Karlsruhe)

Bromphenolblau (Sigma, Taufkirchen)

Mercaptoethanol (Sigma, Taufkirchen)

Glycerin (Roth, Karlsruhe)

Proteinstandard (High Molecular Range, Sigma, Taufkirchen)
RotiBlue® -Farbeldsung (Roth, Karlsruhe)

Methanol (Roth, Karlsruhe)
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Elektrodenpuffer (3,03 g Tris, 14,4 g Glycin; 1 g SDS auf 1 Liter Reinstwasser)
SDS Probenpuffer (Tris/HCI, pH 6,8; 1 % SDS; 10% Glycerin; 50 % Mercaptoethanol

und eine kleine Spatelspitze Bromphenolblau)

9.3.1 Herstellung des Polyacrylamidgels (Minigel)

Zwei Glasplatten wurden mit Ethanol gereinigt und in die GelgieRapparatur (Mini
Protan Il; Bio Rad) eingespannt. Mittels einer Einweg-Plastikpipette wurde dann das
noch flussige Trenngel zwischen die Platten gegossen. Zur Begradigung der
Oberflache wurde das Trenngel mit Reinstwasser uberschichtet. Nach Beendigung
des Polymerisations-Prozesses wurde das Wasser abgegossen und mittels eines
Filterpapiers der Raum Uber dem Trenngel getrocknet. Anschlielend wurde das noch
flussige Sammelgel gegossen und ein Elektrophoresekamm (0,75 mm) eingesetzt,
durch den die Taschen gebildet wurden. Nach Abschluss der Polymerisation wurde
der Kamm entfernt und das Gel bis zum nachsten Tag bei 4 °C gelagert. Um ein
Austrocknen des Gels zu verhindern, wurde dieses mit nassen Papiertlichern
abgedeckt und in einer Plastiktute verwahrt. Am anderen Morgen wurden die Gele
dann in eine vertikale Elektrophoresekammer (Mini Protan Il; Bio Rad) eingesetzt und

diese mit Elektrodenpuffer gefilit.

Trenngel (10 %ig) Sammelgel (5 %ig)

30 : 0,8 Acrylamid : Bis-Acrylamid 3,35 ml 0,85 ml

0,5 M Tris/HCI, pH 6,8 - 1,25 ml

1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 2,5ml -

bidest. Wasser 4,05 ml 2,85 mi

10 % SDS (in Wasser) 100 pl 50 ul
TEMED 5 ul 5 ul

20 % APS (in Wasser) 50 ul 50 pl

Tabelle 22: Zusammensetzung des Sammel- und Trenngels (Menge ausreichend flr 2 Minigele)
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9.3.2 Durchfuhrung der Gelelektrophorese

Die Proben wurden mit SDS-Probenpuffer so verdunnt, dass pro Tasche eine
Absolutmenge von 1 ug Protein mit 10 pl aufgetragen werden konnte. Die
verdinnten Proben wurden fir 5 Minuten in einem 100 °C heiRen Heizblock inkubiert
und fur 2 Minuten bei 12.000 x g zentrifugiert. 10 pyl der so vorbereiteten Proben
wurden dann mittels einer Eppendorfpipette in die Geltaschen pipettiert. Zusatzlich

zu den Proben wurden 3 ul des Proteinstandards aufgetragen.

Die Auftrennung erfolgte durch Anlegen folgender Stromstarken:

Beim Sammelgel wurde die Stromstarke auf 15 mA eingestellt (resultierende
Spannung: ~50 V). Bei Ubergang der Bromphenolblaulinie in das Trenngel wurde die
Stromstarke auf 25 mA erhdht (resultierende Spannung: 110 - 165 V). Die
elektrophoretische Trennung wurde gestoppt, sobald die Bromphenolblaulinie aus
dem Trenngel herausgelaufen war. Das Gel wurde aus der Kammer entfernt, mit

destilliertem Wasser gewaschen und anschliel3end in die Farbeldsung gelegt.

9.3.3 Gelfarbung

Die Farbung wurde mit der Roti-Blue® Farbeldsung durchgefiihrt. Dabei wurde die
Gebrauchslosung aus der 5-fach konzentrierten, kolloidalen Stammldsung wie folgt
hergestellt: 20 ml der Stammlésung wurden mit 60 ml Reinstwasser und 20 ml
Methanol vermischt. Die Gele wurden dann Uber Nacht auf einem Schattler in der
Farbelosung belassen. Zur Entfarbung der unspezifischen Anfarbungen wurden die
Gele am anderen Morgen mit einer wassrigen Methanollésung (25 %ig) entfarbt.
Diese Losung wurde innerhalb von 2 Stunden drei mal gewechselt. Beim Wechsel
wurden zudem die Gele mit Reinstwasser abgewaschen. AnschlieRend wurden die

Gele zur Dokumentation mittels des Gel Doc 2000 (Bio Rad) photographiert.
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9.4 DIG-AMPI-Synthese

Materialien und Geréate

Vortex-Mischer (VWR International, Darmstadt)
HPLC-Anlage: Merck Hitachi LaChrom-System (VWR International, Darmstadt)
- Pumpe Model L-7100
- Autosampler Model L-7250
- UV/VIS-Detektor Model L-7420
- Fluoreszenzdetektor Model L-7485
- Integrator Model D-7500

Reagenzien
Ammoniumacetat (Fluka, Taufkirchen)

Reinstwasser (MilliQ Plus, Millipore, Eschborn)

Acetonitril HPLC-grade (Roth, Karlsruhe)
Digoxigenin-3-O-methylcarbonyl-e-aminocapronsaure-N-hydroxysuccinimidester
(DIG-NHS) (Roche Applied Science, Mannheim)

Ampicillin (Fluka, Taufkirchen)

Dimethylformamid (Fluka, Taufkirchen)

Bocillin FL (Mobitec, Géttingen)

di-Natriumhydrogenphosphat (Sigma, Taufkirchen)

Kaliumdihydrogenphosphat (Fluka, Taufkirchen)

chromatographisches System zur DIG-AMPI-Synthese

Saule: Supelcosil LC308 RP8
250 x 4,6 mm, 5 ym, 300 A
Eluent: Eluent A: 25 mM Ammoniumacetat

Eluent B: 25 mM Ammoniumacetat/Acetonitril (70/30; v/v)
A/B (15/85; viv)

Injektionsvolumen: 50 pl

Fluss: 1 ml/min

Detektionswellenlange: 230 nm
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Die Synthese erfolgte in Anlehnung an Cacciatore et al. [4], die Reagenzienmengen
zur Synthese jedoch verdoppelt. 10 mg DIG-NHS wurden in 240 ul
Dimethylformamid geldst. Zu dieser Losung wurde eine Ampicillin-Lésung (20 mg in
240 ul Reinstwasser) gegeben und dieser Ansatz im Gegensatz zu der Vorschrift,
wie sie bei Cacciatore et al. beschrieben wurde, nicht nur 4 Stunden, sondern Uber
Nacht auf dem Vortex-Mischer geschuttelt. Am anderen Morgen wurde 1 ml
Reinstwasser hinzugegeben und das so synthetisierte DIG-AMPI mittels HPLC
aufgereinigt und fraktioniert. Die ldentifikation des DIG-AMPI-Peaks erfolgte zum
einen durch Zugabe von B-Lactamase und zum anderen durch PBP 2x*-Zugabe. In
beiden Fallen wurde die Flache des DIG-AMPI-Peaks kleiner. Die gesammelten
Fraktionen wurden abschlielend vereint und das Acetonitrii unter Stickstoff
abgedampft. Die restliche Losung wurde gefriergetrocknet und das nun aufgereinigte
DIG-AMPI in 1 ml PBS Puffer aufgenommen. Von dieser Stammlosung wurden 50 pl
zur Konzentrationsbestimmung abgenommen und die restliche Losung zu 50 pl

aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

chromatographisches System zur DIG-AMPI-Konzentrationsbestimmung

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
32 — 45 Minuten 100 % A
Injektionsvolumen: 50 i
Fluss: 1 ml/min

Detektionswellenlange:  Agx 480 nm, Agm, 520 nm
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Die Konzentrationsbestimmung erfolgte wie bei Cacciatore [141] beschrieben. In
einem nicht-kompetitiven Inhibierungsassay wurden je 90 pl verschiedener DIG-
AMPI- oder Ampicillin-Verdiinnungen mit 10 ul einer PBP 2x*-Lésung (Stammldsung
zuvor 1:5 verdinnt) fir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliel3end
erfolgte die Zugabe von 10 pl Bocillin FL und es wurde die restliche Penicillin-
bindende Aktivitat gelfiltrationschromatographisch bestimmt.

Durch Vergleich der DIG-AMPI-Werte mit den Ampicillin-Werten und Extrapolation
Uber die Kalibrierung mit Ampicillin wurde der DIG-AMPI-Gehalt ermittelt.
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9.5 Analysen mittels Mikrotiterplattentest

Gerate

Mikrotiterplatten-Washer (BioTek Instruments, Bad Friedrichshall)

Schuttler fr Mikrotiterplatten (Typ SM 25, Edmund Buahler GmbH, Hechingen)
Temperiereinheit fur Mikrotiterplatten (eigene Herstellung: Aluminiumboxen, die von
temperiertem Wasser durchstromt werden) - siehe Kapitel 6.3

Umlaufkuhler (Typ MGW Lauda RM 6, Lauda Dr. R. Wobser GmbH & Co.KG,
Kdnigshofen)

- kombiniert als Mikroplatten-Thermoschiittler PHMP (VWR International, Darmstadt) erhaltlich
Mikrotiterplatten Reader (Model 680, Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen)
Digitales pH-Meter (Typ 646, Knick Elektronische Messgerate GmbH & Co.KG,
Berlin)

pH-Elektrode (Typ Z-451, Schott Instruments GmbH, Mainz)

Grobwaage ( Sartorius BP 1200, VWR International, Darmstadt)

Schuttelbad (Julabo SW1, Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach)

Kahl-Zentrifuge (Heraeus Megafuge 1.0 R, VWR International, Darmstadt)
Tischzentrifuge (Hermle Z 200 A, Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen)

Materialien

96-well Mikrotiterplatten, MaxiSorp (Nunc, Wiesbaden)

96-well Mikrotiterplatten, PolySorp (Nunc, Wiesbaden)

Deckel fur Nunc-Mikrotiterplatten mit Kondensationsring (Nunc, Wiesbaden)
Mehrkanalpipette 30 — 300 ul (Eppendorf AG, Hamburg)

Multipette Plus (Eppendorf AG, Hamburg)

Kolbenhubpipetten, variabel (0,5 — 10 pl; 20 — 200 yl; 10 — 100 pl; 100 — 1000 pl)
(Eppendorf AG, Hamburg)

Messkolben (5 ml, 10 ml, 20 ml) (VWR International, Darmstadt)
Becherglaser (25 ml, 50 ml, 100 ml) (VWR International, Darmstadt)
Vollpipetten (1 ml, 2,5 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml) (VWR International, Darmstadt)
Enzymtestpipetten (0,1 ml, 0,5 ml, 1 ml) (Brand GmbH & Co.KG, Wertheim)
1,5 ml Reaktionsgefalie (Roth, Karlsruhe)

15 ml Reaktionsgefalie (Roth, Karlsruhe)

50 ml Reaktionsgefalie (Roth, Karlsruhe)
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Reagenzien und L6sungen

Stammldsung Penicillin Bindeprotein PBP 2x* (eigene Herstellung, siehe 9.1)
Stammldsung Digoxigenin-markiertes Ampicillin (eigene Herstellung, siehe 9.4)
Anti-Digoxigenin-POD, Fab Fragmente (Roche Applied Science, Mannheim)
Amoxicillin (Fluka, Taufkirchen)

Ampicillin (Fluka, Taufkirchen)

Benzylpenicillin (Fluka, Taufkirchen)

Cloxacillin (Fluka, Taufkirchen)

Dicloxacillin (Fluka, Taufkirchen)

Nafcillin (Sigma, Taufkirchen)

Oxacillin (Sigma, Taufkirchen)

Phenoxymethylpenicillin (Sigma, Taufkirchen)

Cefacetril (Novartis, Nurnberg)

Cefalexin (Sigma, Taufkirchen)

Cefalonium (LCG Promochem, Wesel)

Cefapirin (Intervet, Schwabenheim)

Desacetylcefapirin (Intervet, Schwabenheim)

Cefazolin (Sigma, Taufkirchen)

Cefoperazon (Sigma, Taufkirchen)

Cefquinom (Intervet, Schwabenheim)

Ceftiofur (Fluka, Taufkirchen)

Colistin (Sigma, Taufkirchen)

Hydrolysierte Penicilline (eigene Herstellung: 10 mg des jeweiligen Penicillins wurden
in 9,8 ml Methanol und 0,2 ml 1 M KOH gel6st. Die Reaktion erfolgte Giber Nacht bei

4 °C im Kuhlschrank)

NaCl (Roth, Karlsruhe)

NaHCO3(Roth, Karlsruhe)

Na;HPO, (Sigma, Taufkirchen)

KH,PO4 (Fluka, Taufkirchen)

Tween 20 (Sigma, Taufkirchen)

Casein (Sigma, Taufkirchen)

KOH (Roth, Karlsruhe)

Citronensaure-Monohydrat (Roth, Karlsruhe)
3,3°,5,5"-Tetramethylbenzidin (Sigma, Taufkirchen)
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Methanol (Roth, Karlsruhe)
Wasserstoffperoxid 30 %ig (Roth, Karlsruhe)
Salzsaure 37%ig (Roth, Karlsruhe)

Aceton (Roth. Karlsruhe)

wasserfreies Toluol (Roth, Karlsruhe)
wasserfreies Methanol (Roth, Karlsruhe)
wasserfreies Aceton (Roth, Karlsruhe)

Dimethyldichlorsilan (Sigma, Taufkirchen)

Behandlung von Glasgeréten

Penicilline werden leicht an der Oberflache von Glas adsorbiert. Aus diesem Grund
wurden fur die meisten Arbeiten (vor allem die qualitativen und semi-quantitativen
Arbeiten) Polypropylen-Produkte verwendet. Zur Durchfihrung der verdeckten
Kontrollanalysen (Kap. 6.6.6) und zum Ansetzen der Stammlésungen wurden jedoch
GlasgefaRe verwendet. Zur Vermeidung von Adsorptionsverlusten wurden alle
verwendeten Pipetten, Messkolben und Becherglaser mit einer
Dimethyldichlorsilanlésung in wasserfreiem Toluol (10 mI/100 ml) desaktiviert [145].
Diese Losung wurde fir 30 Minuten in den GlasgefaRen gelassen. Nach den 30
Minuten Einwirkzeit wurden die Gefalle mit wasserfreiem Toluol und anschlie3end
mit wasserfreiem Methanol gespult. Zur Trocknung wurden die Glasgefalde dann in
einen 70 °C heiRen Trockenschrank gestellt. Benutzte Glasgefalie wurden von Hand
mit einer Detergenslosung gereinigt und mit Leitungswasser, destilliertem Wasser
und wasserfreiem Aceton nachgespult und im Trockenschrank (70 °C) getrocknet.
Die Desaktivierungsprozedur wurde wiederholt, nachdem die Glasgefale zehnmal

verwendet worden sind.
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Fir den Testablauf des Mikrotiterplattentests werden verschiedene Puffer benotigt.
Zum Ansetzen aller Losungen wird Reinstwasser (deionisiertes Wasser, das
zusatzlich mittels einer MilliQ-Anlage inklusive Filtration durch einen 0,2 ym Filter

gereinigt wurde) verwendet.

Puffer / Losung Komponente Menge

N82CO3 1,59 g

Beschichtungspuffer

(Bicarbonatpuffer pH 9,5) NaHCOs 2939
Reinstwasser 1000 ml
NaCl 6,79 g
NazHPO4 1,47 g

0,01 mol/l PBS Puffer; pH 7,2
KH2PO4 0,43 g
Reinstwasser 1000 ml
NaCl 8,55¢

Waschlésung Tween 20 0,25 ml
Reinstwasser 1000 ml
Casein 49

Blockpuffer
0,01 mol/l PBS Puffer 200 ml
Casein 29

Verdiinnungspuffer
0,01 mol/l PBS Puffer 200 ml

Citronensaure * H,O 8,81¢

] 1 mol/l KOH 40 ml
0,21 mol/l Citratpuffer pH 3,9 - 4,0 :
Reinstwasser 160 ml
Wasserstoffperoxid 65 ul
Tetramethylbenzidin 50,4 g
3,37,5,5"-Tetramethylbenzidinlésung Aceton 1 ml
Methanol 9 ml
Substrat-/Chromogenléosung 0,21 mol/ Cltratp.ui.‘fer 20 mi
(unmittelbar vor Gebrauch herstellen) | Tetramethylbenzidin- 1ml
Losung
konz. HCI 8 mi

Stoppreagenz (1 mol/l HCI
ppreag ( ) Reinstwasser 92 mi

Tabelle 23: Bendtigte Reagenzien fiir die Durchfiihrung des Mikrotiterplatten-Rezeptortests
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9.5.1 Plattenbeschichtung

Zur Beschichtung der Mikrotiterplatten wurde die PBP 2x*-Stammldsung in
Beschichtungspuffer so verdinnt, dass mit je 100 ul eine Absolutmenge von 150 ng
PBP 2x* mittels einer Multipette in die Kavitaten pipettiert wurden. Die Platten wurden
mittels eines Deckels verschlossen und bei 4 °C im Kuhilschrank Uber Nacht
inkubiert.

9.5.2 Testablauf

Am Folgetag wurden die Platten mit PBS Puffer gewaschen und im Anschluss fur
30 Minuten mit 2 %iger-Casein-Losung geblockt, um unspezifische Bindungen zu
verhindern. Nach weiteren Waschschritten (3-mal mit PBS Puffer) wurden 100 pl-
Aliquote der Probe bzw. der Kalibrierstandards in Triplikaten in die Kavitaten
pipettiert und fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden in
jede Kavitat 100 pyl DIG-AMPI (Stammlésung 1:60.000 verdunnt) pipettiert. Nach
einer weiteren Inkubationszeit von 30 Minuten wurden die Platten jeweils zweimal mit
Waschlosung und PBS Puffer gewaschen. 100 ul anti-Digoxigenin-Fa, Fragmente
(Stammldésung 1:1.500 verdunnt) konjugiert mit Meerrettichperoxidase wurden
hinzugegeben, um die PBP/DIG-AMPI-Komplexe zu markieren. Nach 45 Minuten
wurden die Platten erneut mit je zweimal Waschlosung und PBS gewaschen. Die
enzymatische Reaktion wurde durch die Zugabe von 100 ul Substrat-/Chromogen-
Losung gestartet. Nach 10-minutiger Inkubation im Dunkeln wurde die enzymatische
Reaktion durch Zugabe von 100 pl 1 M HCI gestoppt. Die Extinktionen wurden

mittels eines Mikrotiterplatten-Readers bei 450 nm photometrisch bestimmt.

Beim praktischen Arbeiten im Labor wurde nach folgendem FlieRschema (Abbildung

77) vorgegangen:
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Beschichten > V = 100yl
PBP 2x* 150 ng/Kavitat in Beschichtungspuffer pH 9,5
Inkubieren Uber Nacht bei 4°C

: 1

1 x mit PBS-Puffer waschen, ausschlagen

: 1

Nachbeschichten mit Blockpuffer > V = 250yl
30 Minuten bei RT inkubieren

: 1

3 x mit PBS-Puffer waschen, ausschlagen

: 1

Zugabe B-Lactam-Standardlésung = V = 100pl
30 Minuten bei RT inkubieren

: 1

Zugabe DigAmpi (1:60.000 in PBS-Puffer) > V = 100pl
30 Minuten bei RT inkubieren

! 1

2 x mit Waschlésung und 2 x mit PBS waschen, ausschlagen

: 1

Zugabe Anti- Digoxigenin- F,, Fragmente
(1 :1.500 in Verdinnungspuffer) > V = 100l
45 Minuten bei 20 °C inkubieren

: 1

2 x mit Waschl6ésung und 2 x mit PBS waschen, ausschlagen

: 1

Zugabe Substratlésung > V = 100ul > 10 Minuten bei RT
im Dunkeln inkubieren; Zugabe Stoplésung > V = 100ul >
10 Minuten bei RT inkubieren; Extinktion messen (450nm)

Abbildung 77: Darstellung des optimierten und im Labor verwendeten FlieRschemas zur
Durchfuhrung des entwickelten Mikrotiterplattenassays
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9.5.3 Schachbretttitration

Zur Bestimmung der optimalen Beschichtungsmenge mit PBP 2x* und zur Ermittlung
der geeigneten Verdinnungen von DIG-AMPI und der anti-DIG-F4,-Fragmente
wurden diese drei Komponenten durch Schachbrett-Titration nach Crowther [133]
bestimmt. Mittels der Schachbrett-Titration konnen jedoch maximal zwei Reagenzien
gegeneinander titriert werden. In Abbildung 78 wird die Vorgehensweise der

Schachbrett-Titration dargestellt.

Spalte
l TNV NTRN TN TN TONTTANYTANY

<+— Reihe

I @ m m o O w >»
AN\ A\/A\V/a\

1 2 3 4 65 6 7 8 9 10 11 12

Abbildung 78: Schachbrett-Titration (schematische Darstellung des Ablaufs)

Die Rander der Platte wurden fur die Kontrollen verwendet, um Randeffekte bei der
Bestimmung der optimalen Bedingungen auszuschlie3en. Im ersten Schritt wird die
Beschichtungsmenge von B nach G in serieller 1:3 Verdlinnung variiert (A:
1.000 ng/Kavitat; B: 333 ng/Kavitat; C: 111 ng/Kavitat; etc.). Nach der Beschichtung
wird wie in 9.5.2 beschrieben der Test weiter durchgefuhrt. Im zweiten Schritt wird
die Verdinnungsstufe von DIG-AMPI variiert. Hierbei erfolgt die serielle 1:3
Verdinnung von Spalte 2 bis 6 (Spalte 2: Stammldsung 1:1.500 verdinnt; Spalte 3:
1:4.500; etc.). Die Platte wurde zudem zweigeteilt, um direkt die Sensitivitat des

Testsystems bei Anwesenheit von 2 ug/kg Ampicilin und bei bestimmten
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Parameterkombinationen zu Uberprufen. Eine Plattenbelegung ist in Abbildung 79

exemplarisch dargestellt.

A
B 1.500 4.500 | 13.500 | 40.500 | 121.500 1.500 4.500 | 13.500 | 40.500 | 121.500
1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
C 1.500 4.500 | 13.500 | 40.500 | 121.500 1.500 4.500 | 13.500 | 40.500 | 121.500
333 333 333 333 333 333 333 333 333 333
D 1.500 4.500 | 13.500 | 40.500 | 121.500 1.500 4.500 | 13.500 | 40.500 | 121.500
111 111 111 111 111 111 111 111 111 111
E 1.500 4.500 | 13.500 | 40.500 | 121.500 1.500 4.500 | 13.500 | 40.500 | 121.500
37 37 37 37 37 37 37 37 37 37
F 1.500 4.500 | 13.500 | 40.500 | 121.500 1.500 4.500 | 13.500 | 40.500 | 121.500
12 12 12 12 12 12 12 12 12 12
G 1.500 4.500 | 13.500 | 40.500 | 121.500 1.500 4.500 | 13.500 | 40.500 | 121.500
4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
H

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Abbildung 79: Schachbrett-Titration fir die Bestimmung der optimalen PBP-Beschichtungs-
menge und der DIG-AMPI-Verdiinnungsstufe. Blaues Kastchen: in alle Kavitdten wurde statt
B-Lactam-Standard PBS-Puffer pipettiert; rotes Kastchen: allen Feldern wurde Ampicillin zugegeben;
schwarze Zahlen: Verdiinnung der DIG-AMPI-Stammldsung 1: x; griine Zahlen: PBP-Beschichtungs-
menge in ng/Kavitat

In den Reihen A und H sowie den Spalten 1 und 12 wurden mehrere Kontrollen
durchgefuhrt, um unspezifische Reaktionen festzustellen.

1. Kontrolle: Kavitat ohne DIG-AMPI

2. Kontrolle: Kavitat ohne PBP

3. Kontrolle: Kavitat ohne anti-DIG-F,-Fragmente

Anschliel3end folgte eine zweite Schachbretttitration, bei der die PBP-Beschichtungs-
menge (serielle 1:3 Verdunnung im Bereich von 4 — 1000 ng) gegen die unter-
schiedlichen anti-DIG-Fs,-Fragment-Verdlinnungsstufen (1:1.000; 1:1.500; 1:2.000;
1:2.500 und 1:3.000) gegeneinander titriert wurden.

9.5.4 Dotierung der Lebensmittelproben

Stammlosungen der (-Lactam Antibiotika wurden in PBS-Puffer angesetzt und in
diesem verdinnt, um Arbeitslosungen der entsprechenden Konzentrationen zu
erhalten. Diese Arbeitsldsungen wurden zur Probendotierung oder Erstellung von

Kalibriergeraden verwendet und wurden jeden Tag frisch angesetzt. Die
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Probendotierung erfolgte, indem eine bekannte Menge (-Lactam zu vorher auf
Ruckstandsfreiheit untersuchten Blank-Proben gegeben wurde. Zur Erhaltung der
Probeneigenschaften wurde nur eine geringe Menge der Standardlésung zu der
jeweiligen Probenmatrix zugegeben. Der Zusatz betrug < 1% der Probenmenge.
Nach der Dotierung wurden die Proben auf einen automatischen Schuttler gestellt
und dort 15 Minuten lang durchmischt, um eine adaquate Durchmischung der

B-Lactame und der Probenmatrix zu gewahrleisten.

9.5.5 Analyse von Milch

Alle Milchproben, mit Ausnahme der Proben die zur Untersuchung des
Matrixeinflusses eingesetzt worden sind, wurden vor der Analyse mittels
Zentrifugation (2400 x g, 4 °C, 15 min)  entfettet. Die Zentrifugation der
Konsummilchproben erfolgte aufgrund der vorausgegangenen Homogenisierung bei
hoheren g-Zahlen (4332 x g, 4 °C, 15 min).

9.5.6 Analyse von Muskelfleisch

FUr die Bestimmung des Gehaltes an B-Lactamen in Muskelfleisch wurde der Tausaft
von verschiedenen Fleischarten gewonnen. Dazu wurde das frische Fleisch bei
-20 °C eingefroren und nach zwei Wochen Lagerzeit bei Raumtemperatur aufgetaut.
Dabei war es fur eine hinreichende Tausaftausbeute wichtig, dass die Probe vor dem
Auftauen vollstandig durchgefroren war. Der dabei ablaufende Tausaft wurde fir die
Untersuchung des Matrixeinflusses zentrifugiert (4260 x g, 5 min, RT) und direkt oder
nach Verdunnung zur Analyse eingesetzt. Dazu wurde mit dem Tausaft eine
Kalibrierkurve mit Ampicillin erstellt, die mit den Ergebnissen einer Kalibrierkurve in
PBS Puffer (auf der gleichen Platte) verglichen wurde. Waren die Matrixeffekte zu
stark, wurde der Tausaft in unterschiedlichen Stufen verdinnt bzw. membranfiltriert

(Hirsch), um die Effekte zu reduzieren bzw. eliminieren.

9.5.7 Analyse von Ei

Zur Untersuchung der Matrixeinflisse der Matrix Ei wurden die Eiproben wie folgt
behandelt. Zur Untersuchung von Eiklar, Eigelb und Vollei wurde ein einziges Ei

aufgeschlagen, in Dotter und Eiklar getrennt und die einzelnen Gewichte bestimmit.
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AnschlieBend wurden Dotter und Eiklar einzeln analysiert. Zur Bestimmung des
Matrixeffekts von Vollei wurden Teile des zuvor getrennten Eiklar und Eigelb
genommen und in vorab bestimmtem Verhaltnis wieder vereint. So wurde
sichergestellt, dass Matrixeinflisse, die eventuell aus unterschiedlichen Fitterungs-,
Haltungsbedingungen oder Rassen resultieren, sich nicht auf das Ergebnis
auswirken und ausschlieRlich der Matrixeinfluss der drei Matrices untersucht wurde.

Die ausschlieliche Untersuchung von Vollei erfolgte durch das Aufschlagen der
Eier, verquirlen und anschlieBender Verdinnung mit PBS Puffer. Die Verdinnung
von 1:1 wurde aufgrund der hohen Viskositat der Matrix vorgenommen, um ein

exaktes Pipettieren gewahrleisten zu kénnen.

9.5.8 Analyse von Honig

Der Honig wurde eingewogen und 1:1 mit PBS Puffer verdiinnt, um, wie beim Ei, die

Viskositat zu erniedrigen und ein exaktes Pipettieren zu gewahrleisten.

9.5.9 Aufarbeitung der lyophilisierten Rohmilchproben

Gesunde und kranke deutsche Milchkiihe der Rasse Holstein, schwarz-weilde,
wurden 2003 im Rahmen einer Medikationsstudie am BfEL in Kiel mit
unterschiedlichen Antibiotika behandelt und in gewissen Zeitabstdanden gemolken.
Die so erhaltenen Milchproben wurden fur 60 Stunden bei 6 °C und fir drei weitere
Wochen bei -20 °C gelagert. Anschlielend wurden die Milchproben zur weiteren
Aufbewahrung lyophilisiert und bei 6 °C gelagert. Die Proben wurden per HPLC und
verschiedenster Schnelltestsysteme am BfEL in Kiel untersucht [191-193]. Unter
KlUhlung wurden diese Proben dann 2005 aus Kiel nach Wuppertal geschickt, wo die
Proben durch Zugabe von zweifach destilliertem Wasser 2006 rekonstituiert worden
sind. Dies geschah, indem die Proben nach Wasserzugabe durchmischt wurden und
dann far 5 Minuten in einem 45 °C warmen Wasserbad erwarmt wurden. Die Proben
wurden auf Raumtemperatur abgekuhlt, wobei ein Teil des Fettes schon aufrahmte
und anschlie®end zur vollstandigen Entfettung zentrifugiert (2.400 x g, 4 °C, 15 min).
Danach wurden die Proben direkt mittels des Mikrotiterplatten-Testsystems

analysiert.
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9.6 Analysen mit dem Charm lI-Rezeptortestverfahren

Materialien und Gerate
Charm II-Gerat LSC 6600 (MCS Diagnostics, Swalmen, NL)
Zubehor zum Charm lI-Analyzer (MCS Diagnostics, Swalmen, NL):

Vortex-Mischer
Heizblock
Zentrifuge IEC Centra CL 2
Charm Software fur Bios
Kolbenhubpipetten, variabel (100 — 1000 ul) (Eppendorf AG, Hamburg)

Reagenzien
Szintillationslosung, Opti-Fluor (MCS Diagnostics, Swalmen, NL)

Charm Il B-Lactam MRL-Test (MCS Diagnostics, Swalmen, NL):
Testtabletten TBL 8 MRL-100
Multi-Antimicrobial Standard (zur Erstellung des ,Positive Control Average®)
ruckstandsfreie lyophilisierte Milch (zur Erstellung des ,Zero Control Average®)

Reinstwasser (MilliQ Plus, Millipore, Eschborn)

Fir die Messung von Milchproben mittels des Charm |I-Systems mussen folgende

Testvorbereitungen getroffen werde:

a) Bestimmung des Kontrollpunktes

Der Kontrollpunkt wird durch Ermittlung des ,Zero Control Average® und des
,Positive Control Average“ bestimmt.

Der ,Zero Control Average“ stellt dabei den Mittelwert der Negativkontrollen dar
und wird durch Messung von sechs Replikaten des mitgelieferten negativen
Kontrollstandards und Berechnung des Mittelwertes der ,counts per minute®
(CPM) ermittelt. Der ,Positive Control Average“ stellt den Mittelwert der
Positivkontrollen dar und wird durch Messung von drei Proben des mitgelieferten
positiven Kontrollstandards und Berechung des Mittelwertes der CPM ermittelt.
Durch Subtraktion von 20 % vom Mittelwert der Negativkontrollen wird der

eigentliche Kontrollpunkt automatisch festgelegt.
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Des Weiteren muss der Heizblock auf 65°C vorgeheizt werden und die Proben

mussen auf 4°C gekulhlt sein.

b) Testdurchfuhrung

Der Testablauf wird durch nachfolgendes FlieRdiagramm gezeigt:

Vorlage der griinen Rezeptortablette

4

Zugabe von 300 pl dest. Wasser;
vortexen bis zur vollstdndigen Auflésung der Tablette

v

Zugabe von 5 ml Probe und durchmischen

v

2 min Inkubation des Gemischs bei 65 °C

v

Zugabe der gelben Tracertablette;
innerhalb von 40 Sekunden vortexen

v

2 min Inkubation des Gemischs bei 65 °C

v

Zentrifugation fur 3 min

v

Dekantierung der Milch und Trocknen des Reagenz-
glases mittels eines Papiertuchs

v

Zugabe von 300 ul dest. Wasser, sowie vortexen bis zum
Ldsen des Pellets

v

Zugabe von 3 ml Szintillationsflissigkeit; mischen

v

Messung und Ablesen des Ergebnisses im "C-Kanal
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c) Auswertung

Die Charm II-Auswertung orientiert sich an dem zuvor bestimmten Kontrollpunkt,
wobei ein negatives Ergebnis (,not found“) bedeutet, dass der CPM (Probe)
grofer ist als der Kontrollpunkt. Als wahrscheinlich positiv (,suspect®) gelten alle
Proben, deren CPM kleiner/gleich dem Kontrollpunkt ist.

FUr eine eindeutige Identifizierung von positiven Proben wurden diese noch

einmal mit einer Positiv- und einer Negativkontrolle zusammen gemessen.

9.7 Analysen mittels Beta Star-Test

Materialien und Geréate

Heizblock: Multi-Blok® Heater (LabLine Instruments Inc., lllinois)

Reagenzien
Testkit (Chr. Hansen. Hrsolm, Danemark)

Der Beta Star-Test wurde gemal der beiligenden Produktinformation [134]
durchgefuhrt. 200 pl Milch wurden mit Hilfe der im Testkit beiligenden Spritze in das
Reaktionsgefal® gegeben und mit dem lyophilisiertem Rezeptor durchmischt. In
einem Heizblock wurde das Reaktionsgefal® fir 3 Minuten bei 48 °C inkubiert und
anschlielend der Reaktionsstreifen in das Gefal gestellt und fur weitere 2 Minuten
inkubiert. AnschlieRend konnte das Ergebnis visuell abgelesen werden. Positive
Proben verursachten ein Verschwinden der ersten Bande auf dem Teststreifen. Zur

Kontrolle wurden jeweils eine Positiv- und eine Negativ-Probe mitgeflhrt.
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9.8 Verwendete Software

Statistische Versuchsplanung (Experimental Design)

The Unscrambler ®, Version 9.2 (Camo Process AS, Norwegen)

Datenauswertung
Microsoft Excel Office Version 2002 (Microsoft, Unterschleil3heim)

Grafik
ISIS Draw Version 2.4 (MDL Information System, San Leandro, USA)

CorelDraw Version 11 (Corel Corporation, Ottawa, Kanada)
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6-APA
BfEL
BfT
BSA
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DIG
ELISA
EU
GDCh
GST
HMW PBP
HPLC
IPTG
LC
LFGB
MHK
MRL
NHS
Pen G
PBP
PBS
PMSF
SDS
SPR
TMB

Ampicillin

6-Aminopenicillansaure
Bundesforschungsanstalt fir Ernahrung und Lebensmittel
Bundesverband fur Tiergesundheit
Rinderserumalbumin

Dalton

Digoxigenin

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
Europaische Union

Gesellschaft Deutscher Chemiker
Glutathion-S-Transferase

PBP mit hohem Molekulargewicht

High performance liquid chromatography
Isopropyl-R-D-thiogalactosid

Liquid Chromatography

Lebensmittel- und Futtermittel Gesetzbuch
Minimale Hemmkonzentration

Maximum Residue Limit
N-Hydroxysuccinimid

Benzylpenicillin

Penicillin-bindendes Protein
Phosphate-bufferd saline
Phenylmethylsulfonylfluorid
Natriumdodecylsulfat

Surface plasmon resonance

Tetramethylbenzidin
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Anhang I: Experimenteller Plan und Responsewerte des Fractional Factorial

Screening-Designs

PBP Be- DIG-AMPI- Fab Inkubation | Inkubation | Inkubation
schichtung | Verdiinnung | Fragmente Penicillin DIG-AMPI F.b Extinktion
(ng/100pl) 1:x 1: x (Minuten) (Minuten) | Fragmente
Cube001a 100 1.0e+04 1.000 15 15 30 1.127
Cube001b 100 1.0e+04 1.000 15 15 30 1.280
Cube001c 100 1.0e+04 1.000 15 15 30 1.277
Cube002a 500 1.0e+04 1.000 15 60 30 4.000
Cube002b 500 1.0e+04 1.000 15 60 30 4.000
Cube002c 500 1.0e+04 1.000 15 60 30 4.000
Cube003a 100 1.0e+05 1.000 15 60 60 0.867
Cube003b 100 1.0e+05 1.000 15 60 60 0.880
Cube003c 100 1.0e+05 1.000 15 60 60 0.831
Cube004a 500 1.0e+05 1.000 15 15 60 3.217
Cube004b 500 1.0e+05 1.000 15 15 60 3.111
Cube004c 500 1.0e+05 1.000 15 15 60 3.260
Cube005a 100 1.0e+04 3.000 15 60 60 0.670
Cube005b 100 1.0e+04 3.000 15 60 60 0.672
Cube005¢c 100 1.0e+04 3.000 15 60 60 0.660
Cube006a 500 1.0e+04 3.000 15 15 60 2.319
Cube006b 500 1.0e+04 3.000 15 15 60 2.372
Cube006¢c 500 1.0e+04 3.000 15 15 60 2.341
Cube007a 100 1.0e+05 3.000 15 15 30 0.244
Cube007b 100 1.0e+05 3.000 15 15 30 0.246
Cube007c 100 1.0e+05 3.000 15 15 30 0.240
Cube008a 500 1.0e+05 3.000 15 60 30 1.175
Cube008b 500 1.0e+05 3.000 15 60 30 1.169
Cube008c 500 1.0e+05 3.000 15 60 30 1.173
Cube009a 100 1.0e+04 1.000 60 15 60 0.910
Cube009b 100 1.0e+04 1.000 60 15 60 0.940
Cube009c 100 1.0e+04 1.000 60 15 60 0.959
Cube010a 500 1.0e+04 1.000 60 60 60 4.000
Cube010b 500 1.0e+04 1.000 60 60 60 4.000
Cube010c 500 1.0e+04 1.000 60 60 60 4.000
Cube011a 100 1.0e+05 1.000 60 60 30 0.346
Cube011b 100 1.0e+05 1.000 60 60 30 0.340
Cube011c 100 1.0e+05 1.000 60 60 30 0.351
Cube012a 500 1.0e+05 1.000 60 15 30 1.288
Cube012b 500 1.0e+05 1.000 60 15 30 1.219
Cube012c 500 1.0e+05 1.000 60 15 30 1.170
Cube013a 100 1.0e+04 3.000 60 60 30 0.433
Cube013b 100 1.0e+04 3.000 60 60 30 0.420
Cube013c 100 1.0e+04 3.000 60 60 30 0.445
Cube014a 500 1.0e+04 3.000 60 15 30 1.675
Cube014b 500 1.0e+04 3.000 60 15 30 1.615
Cube014c 500 1.0e+04 3.000 60 15 30 1.556
Cube015a 100 1.0e+05 3.000 60 15 60 0.134
Cube015b 100 1.0e+05 3.000 60 15 60 0.120
Cube015¢c 100 1.0e+05 3.000 60 15 60 0.150
Cube016a 500 1.0e+05 3.000 60 60 60 1.652
Cube016b 500 1.0e+05 3.000 60 60 60 1.659
Cube016¢c 500 1.0e+05 3.000 60 60 60 1.684
Cent-a 300 5.5e+04 2.000 37.5 37.5 45 1.932
Cent-b 300 5.5e+04 2.000 37.5 375 45 1.890
Cent-c 300 5.5e+04 2.000 37.5 37.5 45 1.878
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Anhang ll: Experimenteller Plan und Responsewerte der Optimierung mittels
Box-Behnken-Design

PBP- DIG-AMPI- F., Fragmente
Beschichtung Verdiinnung Verdiinnung Extinktion
(ng/100pl) 1:x 1:x
Cube001a 100 4.0e+04 1.500 0.671
Cube001b 100 4.0e+04 1.500 0.706
Cube001c 100 4.0e+04 1.500 0.675
Cube002a 200 4.0e+04 1.500 1.251
Cube002b 200 4.0e+04 1.500 1.250
Cube002c 200 4.0e+04 1.500 1.293
Cube003a 100 6.0e+04 1.500 0.515
Cube003b 100 6.0e+04 1.500 0.455
Cube003c 100 6.0e+04 1.500 0.472
Cube004a 200 6.0e+04 1.500 0.930
Cube004b 200 6.0e+04 1.500 0.894
Cube004c 200 6.0e+04 1.500 0.851
Cube005a 100 5.0e+04 1.000 0.884
Cube005b 100 5.0e+04 1.000 0.882
Cube005¢c 100 5.0e+04 1.000 0.872
Cube006a 200 5.0e+04 1.000 1.609
Cube006b 200 5.0e+04 1.000 1.609
Cube006¢c 200 5.0e+04 1.000 1.608
Cube007a 100 5.0e+04 2.000 0.431
Cube007b 100 5.0e+04 2.000 0.450
Cube007c 100 5.0e+04 2.000 0.471
Cube008a 200 5.0e+04 2.000 0.659
Cube008b 200 5.0e+04 2.000 0.656
Cube008c 200 5.0e+04 2.000 0.652
Cube009a 150 4.0e+04 1.000 1.332
Cube009b 150 4.0e+04 1.000 1.418
Cube009c 150 4.0e+04 1.000 1.394
Cube010a 150 6.0e+04 1.000 1.112
Cube010b 150 6.0e+04 1.000 1.121
Cube010c 150 6.0e+04 1.000 1.110
Cubel11a 150 4.0e+04 2.000 0.801
Cube011b 150 4.0e+04 2.000 0.829
Cubel11c 150 4.0e+04 2.000 0.805
Cube012a 150 6.0e+04 2.000 0.558
Cube012b 150 6.0e+04 2.000 0.556
Cube012c 150 6.0e+04 2.000 0.504
Cent-a 150 5.0e+04 1.500 0.904
Cent-b 150 5.0e+04 1.500 0.924
Cent-c 150 5.0e+04 1.500 0.879
Cent-d 150 5.0e+04 1.500 0.884
Cent-e 150 5.0e+04 1.500 0.872
Cent-f 150 5.0e+04 1.500 0.930




Anhang Il 176

Anhang lll: Ergebnisse der Analysen (HPLC, verschiedene Screening-Tests)
der Milchproben, die aus Medikationsstudien des Instituts fur Hygiene und
Produktsicherheit (BfEL, Kiel) stammten, und Vergleich mit den mittels
Mikrotiterplattentest (MTP) erhaltenen Ergebnissen

Milchproben mit Benzylpenicillin (PenG)-Ruickstanden

Milchproben mit Milchproben mit Delvo
PenG (HPLC) PenG (MTP) Delvo SP | MCS | Copan | BRASsp | BRT | Beta star
BfEL, Juni 03 Wuppertal ‘06 visuell visuell | visuell visuell visuell visuell
Lfd.Nr Gehalt in pg/kg Gehalt in ug/kg betimmt | betimmt | betimmt| betimmt | betimmt| betimmt
1 <LOD <NWG 2 1 3 1
2 6,9 > obere NWG 4 4 4 4 4
3 <LOD <NWG 1 1 1 2 1
4 <LOD <NWG 1 2 1 2 1
5 <LOD <NWG 1 1 1 2 1
6 23,3 > obere NWG 4 4 4 4 4
7 1,8 2,3 2 2 4 3 1
8 <LOD <NWG (1,1) 1 1 1 2 1
9 <LOD <SNWG (1,1) 2 1 1 1 1
10 15,9 > obere NWG 4 4 4 4 4
11 2,6 4,9 4 4 4 4 4
12 <LOD <NWG (1,1) 1 2 1 2 3
13 59 6 4 4 4 4 4
14 1 1,8 2 1 1 2 3
15 <LOD <SNWG (1,2) 1 1 1 1 1
16 <LOD <NWG 1 3 1 1 1
17 2,1 2 3 3 3 1 1
18 0,6 < NWG 1 1 1 1 1
19 0,6 1,2 1 1 1 1 1
20 0,9 1,0 1 1 1 1 1
21 <LOD <NWG (1,0) 2 2 1 1 2 1
22 52 6,2 4 4 4 4 4 4
23 1 1,0 1 2 1 2 2 1
24 1 <NWG 2 3 1 1 4
25 <LOD 1,6 1 1 1 1 1
26 12 > obere NWG 4 4 4 4 4
27 7 > obere NWG 4 4 4 4 4
28 132,3 > obere NWG 4 4 4 4 4
29 <LOD <NWG (1,0) 1 1 1 1 1
30 <LOD <NWG 2 1 1 1 1
31 6,2 > obere NWG 4 4 4 4 4
32 1 2,3 1 1 4 1 1
33 <LOD 1,9 1 1 1 1 1
34 <LOD <NWG 1 1 1
35 <LOD <NWG 1 1 1
36 2,3 3,2 4 4 4 3
37 <LOD 1,7 2 1 1 1
38 <LOD <NWG 1 1 1 1
39 <LOD <NWG 1 1 1
40 <LOD <NWG 1 1 1
41 6,1 6 4 4 4 4
42 1,9 <NWG (1,0) 4 4 4 3
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43 <LOD < NWG (1,1) 1 1 1
44 <LOD <NWG (1,2) 1 1 1
45 <LOD <NWG 1 1 1
46 <LOD < NWG (1,2) 1 1 1
47 12,3 > obere NWG (> 10) 4 4 4
48 2,2 3,5 4 4 4
49 <LOD < NWG (1,1) 1 1 1
50 <LOD 1,5 1 1 1
51 <LOD < NWG (1,0) 1 1 1
52 2,4 4,3 4 4 3
53 <LOD 1,6 1 1 1
54 <LOD < NWG (1,0) 1 1 1
55 <LOD <NWG 1 1 1
56 <LOD < NWG (1,3) 1 1 1
57 <LOD 1,4 1 1 1
58 45 7,3 4 4 4
59 1,0 2,5 3 2 1
60 <LOD < NWG (1,3) 1 1 1
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Milchproben mit Ampicillin-Riickstanden

Milchproben mit | Milchproben mit Delvo
Ampicillin (HPLC) | Ampicillin (MTP) | Delvo SP MCS Copan | BRASsp BRT | Beta star
BfEL, Juni 03 Wuppertal '06 visuell visuell visuell visuell visuell visuell
Lfd.Nr | Gehaltin pg/kg | Gehaltin ug/kg betimmt betimmt | betimmt | betimmt | betimmt | betimmt
1 <LOD <NWG 1 1 1 1 1 1
2 <LOD <NWG 1 1 1 1 1 1
3 24 0,93 2 2 1 3 1 2
4 37,3 10,00 4 4 4 4 4 4
5 8,1 10,60 4 4 4 4 4 4
6 11,5 6,70 4 4 4 4 4 4
7 9,3 6,80 4 4 4 4 4 3
8 6,3 3,50 3 4 3 4 3 2
9 <LOD <NWG 1 1 1 1 1 1
10 <LOD <NWG 1 1 1 1 1 1
11 211 = obere NWG 4 4 4 4 4 4
12 10,6 52 4 4 4 4 4 4
13 5,7 52 4 4 3 4 2 4
14 6,0 2,4 2 4 4 4 2 2
15 4,3 3,8 2 4 3 4 3 2
16 4,5 1,3 1 leer leer 3 1 1
17 <LOD <NWG 1 1 1 1 1 1
18 <LOD < NWG 1 1 1 1 1 1
19 26,0 2,5 1 4 2 4 3 2
20 8,3 2,4 1 leer leer 3 2 1
21 4,5 2,7 1 leer leer 1 1 1
22 3,5 1,6 1 leer leer 1 1 1
23 29 2,1 1 1 1 1 1 1
24 1,9 1,8 1 1 1 1 1 1
25 <LOD 2,1 1 1 1 1 1 1
26 <LOD 2,0 1 1 1 1 1 1
27 1,6 2,6 1 4 2 4 1 2
28 18,1 > obere NWG 4 4 4 4 4 4
29 54 2,5 3 4 4 4 4 2
30 4,8 24 3 4 4 4 2 2
31 2,7 24 1 3 1 2 1 1
32 2,6 1,3 1 3 1 2 1 1
33 1,7 <NWG 1 1 1 1 1 1
34 <LOD <NWG 1 2 1 1 1 1
35 <LOD <NWG 1 1 1 1 1 1
36 <LOD <NWG 1 4 1 1 1 1
37 14,5 54 4 4 4 4 4 4
38 9,1 4,5 4 4 4 4 4 4
39 3,9 3,1 2 4 2 4 3 2
40 3,5 3,0 2 4 4 4 1 2
41 24 1,9 1 1 1 2 1 1
42 2,8 1,9 1 3 4 2 1 1
43 1,9 1,9 1 1 1 1 1 1
44 2,3 1,9 1 1 1 1 1 1
45 1,6 1,8 1 1 1 1 1 1
46 1,5 2,1 1 3 1 1 1 1
47 1,3 2,3 1 1 1 1 1 1
48 <LOD 2,8 1 1 1 1 1 1
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Milchproben mit Cefoperazon-Ruickstanden

Milchproben mit Milchproben mit Delvo
Cefoperazon (HPLC) | Cefoperazon (MTP) | Delvo SP MCS BRASsp BRT Beta star
BfEL, Juni "03 Wuppertal ‘06 visuell visuell visuell visuell visuell
Lfd.r Gehalt in pg/kg Gehalt in pg/kg betimmt betimmt betimmt | betimmt | betimmt
1 <LOD <NWG 1 1 1 1 1
2 <LOD <NWG 1 1 1 1 1
3 <LOD <NWG 1 1 1 1 1
4 18,4 44 4 3 4 1 4
5 <LOD <NWG 1 1 1 1 4
6 <LOD <NWG 1 1 1 1 3
7 <LOD <NWG 1 1 1 1 1
8 <LOD <NWG 1 1 1 1 1
9 <LOD <NWG 1 1 1 1 1
10 163,6 > obere NWG 4 4 4 4 4
11 23 52 4 3 4 1 4
12 <LOD <NWG 1 1 1 1 1
13 <LOD < NWG 1 1 1 1 1
14 <LOD <NWG 1 1 1 1 1
15 <LOD <NWG 1 1 1 1 1
16 92,2 87 4 4 4 4 4
17 8,6 26 3 2 2 1 4
18 <LOD < NWG 1 1 1 1 4
19 <LOD <NWG 1 1 1 1 1
20 <LOD <NWG 1 1 1 1 1
21 <LOD <NWG 1 1 1 1 1
22 <LOD <NWG 1 1 1 1 1
23 23,1 29 4 3 4 2 4
24 <LOD <NWG 1 1 1 1 1
25 <LOD <NWG 1 1 1 1 1
26 <LOD <NWG 1 1 1 1 1
27 <LOD <NWG 1 1 1 1 1
28 49,4 42 4 4 4 3 4
29 (2,6) <NWG 1 1 1 1 4
30 <LOD <NWG 1 1 1 1 1
31 3,9 <NWG 1 1 1 1 1
32 48,9 51,0 4 4 4 3 4
33 6,7 <NWG 1 1 2 1 1
34 12,4 <NWG 1 1 3 1 1
35 13,5 <NWG 1 1 2 1 1
36 13,4 <NWG 1 1 1 1 1
37 9,2 <NWG 1 1 2 1 1
38 12 <NWG 1 1 1 1 1
39 32 <NWG 3 2 1 1 4
40 6,7 <NWG 1 1 1 1 2
41 9,9 <NWG 1 1 1 1 1
42 4.8 <NWG 1 1 1 1 1
43 4,3 <NWG 1 1 1 1 1
44 65,2 39 4 4 4 4 4
45 6,8 34 3 4 1 2 4
46 5,8 <NWG 2 3 1 2 1
47 <LOD < NWG 2 2 1 2 1
48 <LOD <NWG 3 2 1 2 1
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49 <LOD <NWG 1 1 1 1 1
50 131,5 155 4 4 4 4 4
51 17 <NWG 1 2 1 2 4
52 <LOD <NWG 1 1 1 1 1
53 <LOD <NWG 1 1 1 1 1
54 <LOD <NWG 1 1 1 1 1
55 70 78 4 4 4 4 4
56 11 <NWG 3 3 2 2 4
57 9,6 <NWG 1 1 1 1 3
58 <LOD <NWG 1 1 1 1 1
59 1,9 <NWG 1 1 1 1 1
60 52 <NWG 2 2 1 2 4
61 17 180* 2 2 1 2 4
62 <LOD <NWG 1 1 1 1 1
63 9,8 > obere NWG 2 2 2 2 1
64 162 > obere NWG 4 4 4 4 4
65 25 31 2 1 1 2 4
66 18 89 1 4 4 2 4
67 5,8 <NWG 1 1 1 1 1
68 17,7 <NWG 1 1 1 1 1
69 14,5 <NWG 1 1 1 1 1
70 12,8 <NWG 1 1 1 1 1
71 5,8 <NWG 1 1 1 1 1
72 69 130 4 4 4 4 4
73 411 33 3 1 2 2 4
74 24,4 <NWG 1 1 1 1 4
75 25,7 <NWG 1 1 1 1 2
76 21,1 <NWG 1 1 1 1 1
77 7 <NWG 2 1 1 2 1
78 174 = obere NWG 4 4 4 4 4
79 31 30 2 3 3 3 4
80 13,1 <NWG 1 1 1 1 1

*Fehler bei der Probenanalyse; wurde bei der Auswertung nicht berticksichtigt
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Milchproben mit Cefquinom-Ruickstanden

Milchproben mit

Milchproben mit

Cefquinom (HPLC) | Cefquinom (MTP) | Delvo SP BRASsp BRT Beta star
BfEL, Juni 03, Wuppertal '06 visuell visuell visuell visuell
Lfd.Nr| Gehalt in pg/kg Gehalt in pg/kg betimmt betimmt betimmt betimmt
1 <LOD < NWG 1 1 3 1
2 23,9 > NWG (~10) 1 1 3 3
3 16,6 > NWG 1 1 3 3
4 4,8 <NWG 2 1 2 1
5 59,4 > NWG 2 1 3 4
6 52,1 > NWG 1 1 2 3
7 13,0 4,6 1 1 2 1
8 3,3 1,6 2 1 2 1
9 7,9 2,8 2 1 3 1
10 3 3,8 1 1 2 1
11 1,4 1,8 1 1 2 1
12 <LOD <NWG 1 1 3 1
13 63,4 > NWG 1 1 2 4
14 20,7 > NWG 1 1 2 3
15 8,7 10 1 1 1 2
16 <LOD <NWG 2 1 1 1
17 93,9 > NWG 2 2 2 4
18 23,6 > NWG 2 1 2 3
19 14,1 6,8 2 1 2 2
20 9,8 8 2 1 2 1
21 6,6 3,5 2 1 2 1
22 24 2,8 2 1 2 1
23 <LOD <NWG 1 1 2 1
24 39,8 > NWG 1 1 2 4
25 15,1 > NWG 1 1 2 3
26 74 10 2 1 2 3
27 <LOD <NWG 1 1 1 1
28 48,7 > NWG 2 1 2 4
29 14 29 2 1 2 3
30 10,2 > NWG 1 1 2 3
31 6 4,5 1 1 1 2
32 <LOD <NWG 2 1 2 1
33 27 > NWG 2 1 3 3
34 37,3 > NWG 2 3 4 3
35 39,2 > NWG 2 3 4 3
36 8,4 NWG /10 2 2 4 1
37 <LOD <NWG 2 1 2 1
38 25,2 > NWG 2 3 4 3
39 11,3 29 2 3 4 3
40 4,7 1,4 2 3 3 1
41 59 8,1 2 1 2 3
42 <LOD <NWG 1 1 2 1
43 371 > NWG 1 1 2 4
44 11,6 29 1 1 2 3
45 3,3 3,6 1 1 1 1
46 2 2,8 1 1 2 1
47 <LOD <NWG 1 1 3 1
48 52,2 > NWG 1 2 3 4
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49 20,6 > NWG 1 1 3 3
50 3,8 3,2 1 3 3 2
51 <LOD <NWG 1 1 2 1
52 <LOD <NWG 1 1 1 1
53 56,0 8 2 1 1

54 26,3 > NWG 1 1 1 4
55 21,1 > NWG 1 1 1 4
56 22,7 > NWG 1 1 1 4
57 11,6 > NWG 1 1 1 4
58 8,5 > NWG 1 1 1 3
59 5,9 > NWG (~10) 1 1 1 3
60 3,3 9,3 1 1 1 3
61 <LOD <NWG 1 1 1 1
62 55,8 > NWG 3 1 1 4
63 44,8 > NWG 1 1 1 4
64 26,1 > NWG 1 1 1 4
65 21,2 > NWG 1 1 1 4
66 13,1 > NWG 1 1 1 4
67 13,9 2,3 4
68 10,5 > NWG 3
69 2,3 2,3

70 2,0 1,9

71 2,1 5,3

72 1,9 3,5

73 <LOD 1,4/ < NWG 1 1 1 1
74 <LOD <NWG 1 1 1 1
75 75,8 > NWG 3 1 1 4
76 38,9 > NWG 2 1 1 4
77 22,0 > NWG 1 1 1 4
78 16,4 > NWG 1 1 1 4
79 14,2 > NWG 1 1 1 4
80 3,1 3,7

81 2,4 4,6

82 2,1 3,2

83 2,3 3,6

84 <LOD <NWG 1 1 1 1
85 53,9 7.2 2 1 1

86 32,8 > NWG 2 1 1 4
87 23,3 4,5 1 1 1 4
88 25,2 > NWG 1 1 1 4
89 11,8 > NWG 1 1 1 4
90 2,0 42

91 <LOD 2,5

92 <LOD 3,5

93 2,0 2,7

94 <LOD <NWG 1 1 1 1
95 <LOD <NWG 1 1 1 1
96 33,0 > NWG 1 1 1 4
97 16,2 > NWG 1 1 1 4
08 21,5 > NWG 1 1 1 4
99 13,3 > NWG 1 1 1 4
100 3,6 <NWG

101 2,1 <NWG
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Gemessene pH-Werte des Tausaftes der unterschiedlichen Fleischsorten:

Tausaft von... Tausaftanteil pH-Wert
100 % 5,27
Rind 80 % 5,39
in

40 % 5,52

10 % 6,45

100 % 5,22

Hirsch 50 % 5,33

10 % 6,18

100 % 5,56

_ 80 % 5,62

Schwein

40 % 5,86

10 % 6,42

Put 100 % 5,92
ute

10 % 6,43




