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1 Einleitung

Die Milcherzeugung stellt mit einer Milchproduktion von aktuell 31,2 Millionen Tonnen (Statista, 2018)
den wichtigsten Produktionszweig der Land- und Erndhrungswirtschaft in Deutschland dar.
Mastitiden, das sind Entziindungen der Milchdrise, zdhlen in der Milchviehwirtschaft zu den am
haufigsten vorkommenden und wirtschaftlich relevantesten Erkrankungen. Die jahrliche Inzidenz
klinischer Mastitiden in Deutschland liegt im Durchschnitt bei ca. 50 %, was bedeutet, dass etwa jede
zweite Kuh einmal im Jahr an einer klinischen Mastitis erkrankt (Kromker, 2007). So ist es nicht
verwunderlich, dass der liberwiegende Anteil an in der Milchviehwirtschaft eingesetzten Antibiotika
(68 %) auf die Therapie von Mastitiden entfallt (Kuipers et al., 2016).

Bei einer leichten klinischen Mastitis liegen lediglich Veranderungen des Milchsekrets in Form von
Flocken oder wassrigem Sekret vor, wahrend es bei mittleren Mastitiden ebenfalls zu lokalen
Entzlindungszeichen am Euter, also Rotung, Schwellung sowie Schmerzempfindlichkeit, kommt.
Schwere klinische Mastitiden gehen mit einer zusatzlichen Beeintrachtigung des Allgemeinbefindens,
die sich durch Fieber, Fressunlust oder gar Festliegen duBert, einher (IDF, 2011). Auf das Feststellen
einer leichten oder mittleren klinischen Mastitis folgt derzeit in der Regel eine antibiotische Therapie
mit lokal zu applizierenden Euterinjektoren, auch wenn in verschiedenen wissenschaftlichen Studien
gezeigt werden konnte, dass bei ca. 25 % der Mastitiden mikrobiologisch kein Erreger in der Milch
nachgewiesen werden kann (u.a. McDougall et al., 2009; Kromker et al., 2011). Schwere Mastitiden
sollten immer mit einer systemischen Antibiotikatherapie behandelt werden.

Insbesondere bei Mastitiden leichten und mittleren Grades werden bevorzugt die zu den PB-
Laktamantibiotika zahlenden Penicilline und Cephalosporine eingesetzt, die auch in der Humanmedizin
haufige Anwendung finden.

Wahrend und auch noch einige Zeit nach der antibiotischen Therapie kommt es zur Ausscheidung
antibiotischer Rickstande liber den Kot und den Harn sowie auch Uber die Milch der Tiere, sodass
diese Riickstande in die Umwelt gelangen und dort potentiell das Entstehen resistenter Bakterien
fordern kdnnen. Es wird angenommen, dass in der Veterindrmedizin rund 25-75 % der angewendeten
Antibiotika unverdandert Gber den Kot und Harn ausgeschieden werden (Bergheim et al., 2010).

Milch mit antibiotischen Rickstanden wird als Hemmstoff- oder Sperrmilch bezeichnet und darf nicht
in die Lebensmittelkette gelangen und somit also nicht in den Sammeltank gemolken werden. Deshalb
ist es eine gangige Praxis, diese Milch entweder mit der Gille auf landwirtschaftliche Flachen
auszubringen oder an die Kalber im Betrieb zu verfiittern (Brunton et al., 2012).

Vor dem Hintergrund eines in den letzten Jahren stetig wachsenden 6ffentlichen Interesses an der
Problematik des Vorkommens resistenter oder oftmals sogar multiresistenter Bakterien, an deren
Infektionsfolgen jahrlich allein in Europa und den USA rund 50.000 Menschen sterben (O’Neill, 2014),
wird der Einsatz von antimikrobiellen Wirkstoffen insbesondere in der Nutztierhaltung immer wieder
stark kritisiert und fir die Zunahme von resistenten Bakterien verantwortlich gemacht.

Hinzu kommt, dass beispielsweise MRSA-Stamme, das sind Methicillin-resistente Staphylococcus
aureus-Stamme, die ein groRes Problem in Krankenhausern darstellen, nun vor einiger Zeit auch in der
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Nutztierhaltung isoliert wurden. Sie werden als , livestock associated“-MRSA bezeichnet und bergen
ein potentielles Ubertragungsrisiko auf den Menschen (Cuny et al., 2013).

Einer aktuellen Prognose aus Groflbritannien zufolge werden im Jahr 2050 bereits 10 Millionen
Menschen an den Folgen einer Infektion mit einem multiresistenten Erreger sterben (O’Neill, 2014).

Seitens der Politik gibt es seit langerem diverse Bestrebungen, Einfluss auf den Einsatz von Antibiotika
in der Veterindrmedizin zu nehmen. So wurde beispielsweise im Jahre 2008 als Gemeinschaftsprojekt
des Bundesministeriums fur Gesundheit, des Bundesministeriums fiir Ernahrung und Landwirtschaft
sowie des Bundesministeriums fiir Bildung und Forschung die Initiative DART 2020 (Deutsche
Antibiotika-Resistenzstrategie) ins Leben gerufen. Das Hauptziel dieser Initiative ist die Reduzierung
der Entstehung und Ausbreitung von Antibiotikaresistenzen, wobei dies durch parallele Malnahmen
in Human- und Veterinarmedizin erreicht werden soll. Dazu zdhlen unter anderem MalRnahmen zur
friihzeitigen Erkennung von Resistenzen und zur Unterbrechung von Infektionsketten. Ebenso sollen
die Verbraucher durch die Festlegung von Riickstandshochstmengen, sogenannten MRL-Werten, in
Lebensmitteln tierischer Herkunft vor der Aufnahme antibiotikahaltiger Riickstande geschiitzt werden.
Auch die Etablierung von Wartezeiten auf Milch, Fleisch oder Eier nach antimikrobieller Behandlung
von Lebensmitteltieren dient diesem Zweck.

Die 16. Novelle des Arzneimittelgesetzes, die seit dem 1. April 2014 in Kraft ist, stellt eine weitere
MaBnahme dar, den Einsatz von Antibiotika auf das zur Behandlung von Tierkrankheiten absolut
notwendige MaR zu beschrinken (Sechzehntes Gesetz zur Anderung des Arzneimittelgesetzes, 2013).
So missen beispielsweise Tierhalter aus dem Bereich der Rinder-, Schweine- oder Geflliigelmast Daten
zur Berechnung der betrieblichen Therapiehaufigkeit mit Antibiotika an die fir sie zustandige Behorde
melden. Falls die Therapiehaufigkeit Gber dem bundesweiten Durchschnitt liegt, sind betroffene
Betriebe dazu verpflichtet, mit dem Tierarzt eine Strategie zur Reduktion des Antibiotikaeinsatzes zu
erarbeiten und umzusetzen.

Seit der im Jahr 2011 gesetzlich vorgeschriebenen Erfassung der jahrlichen Antibiotikaabgabemengen
an Tierdrzte wurden in der Veterindrmedizin im Vergleich zum Jahr 2017 insgesamt 972 Tonnen
weniger Antibiotika abgegeben, was einer Reduktion von 57 % entspricht.

Die aktuellste MaRnahme ist jedoch die Anderung der Verordnung iber tierdrztliche Hausapotheken
(TAHAV), die seit dem 1. Méarz 2018 giiltig ist. Fiir die Behandlung von Nutztieren (Rindern, Schweinen,
Puten und Hiihnern) mit Cephalosporinen der 3. und 4. Generation sowie mit Fluorchinolonen herrscht
nun gemal § 12 c Antibiogrammpflicht, das heil3t, dass die Empfindlichkeit des vorliegenden Erregers
auf das Antibiotikum getestet werden muss. Grund fiir diese Anderung ist, dass die genannten
Antibiotika der aktuellsten Einstufung der Weltgesundheitsorganisation (WHO) aus dem Jahr 2017
zufolge zu der Gruppe der , Highest Priority Critically Important Antimicrobials” zahlen (WHO, 2017).

Im Milchviehsektor gibt es ebenfalls seit einiger Zeit das Bestreben, durch gezielte MalRnahmen zur
Neuinfektionspravention, Konzepte zum selektiven Trockenstellen sowie neue
Mastitistherapiekonzepte den Einsatz von Antibiotika zu reduzieren. So entwickelte Mansion-de Vries
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ein evidenzbasiertes Mastitistherapiekonzept, das auf direkter haustierarztlicher Schnelldiagnostik
beruht (Mansion de-Vries et al., 2015). Die Anwendung des sogenannten ,mastDecide“-Tests (Quldee
GmbH, Homberg Ohm) gibt innerhalb von 12 Stunden Aufschluss dariber, ob in der getesteten
Milchprobe kein Erregerwachstum, grampositives oder gramnegatives/coliformes Erregerwachstum
vorliegt, sodass eine entsprechende Therapie eingeleitet werden kann (Leimbach et al., 2018), wobei
die Entscheidung zusétzlich vom Grad der Mastitis sowie den individuellen Tiereigenschaften (Alter,
Laktationsnummer, Anzahl der Mastitiden in der aktuellen Laktation und Einzelgemelkszellzahl)
abhangig gemacht werden sollte (Kromker et al., 2017). Das evidenzbasierte Therapiekonzept sieht
vor, dass leichte und mittlere Mastitiden mit grampositiven Erregern (i.d.R. Staphylokokken und
Streptokokken) bei geprifter Therapiewirdigkeit der Kuh lokal antibiotisch mit Schmalspektrum-
Antibiotika aus der Gruppe der Penicilline behandelt werden sollten, wohingegen beim Vorliegen
gramnegativer Erreger oder keines Erregers auf eine antibiotische Therapie verzichtet werden und mit
einem Entziindungshemmer behandelt werden kann. Schwere klinische Mastitiden sollen immer
systemisch therapiert werden (Kromker et al., 2018).

Bei Verzicht auf eine antibiotische Mastitistherapie bei Mastitis ohne Erregernachweis (ca. 25 %) und
bei durch gramnegative Erreger ausgelosten Mastitiden, die immerhin einen Anteil von 12-40 % aller
Mastitiden ausmachen (Ruegg, 2010), ergibt sich eine mogliche Antibiotikareduktion von ca. 50 %.

Trotz allem wird auf den Einsatz von Antibiotika in der Mastitistherapie nie ganzlich verzichtet werden
kénnen, zumal eine addquate Therapie nicht zuletzt eine Frage des Tierwohls ist. Daher ist es zwar ein
richtiger Ansatz, den Antibiotikaeinsatz wie gefordert auf ein MindestmaR zu reduzieren, jedoch sollte
in der Zukunft ebenfalls daran gearbeitet werden, die negativen Umweltauswirkungen des Eintrages
antibiotischer Riickstande zu reduzieren und somit einer beschleunigten Ausbildung von
Antibiotikaresistenzen vorzubeugen. Die vorliegende Arbeit soll diesem Zweck Rechnung tragen.

Es war das Ziel, eine Abbaumethode fiir B-Laktamantibiotika in Hemmstoffmilch zu entwickeln, damit
antibiotische Riickstande nicht mehr (iber die Milch den Kalbern im Betrieb zugefiihrt werden oder mit
der Giille auf landwirtschaftliche Nutzflachen gelangen. Es wurde entschieden, sich in der vorliegenden
Arbeit auf den Abbau des Antibiotikums Penicillin G (Benzylpenicillin) zu beschranken, das den
Prototyp dieser Antibiotikaklasse darstellt.

Die Abbaumethode sollte auf den Milchviehbetrieben direkt von den Landwirten angewendet werden
kénnen und geeignet sein, die antibiotische Konzentration von Penicillin G in der Milch unter den
gesetzlichen Hochstwert von 4 pg/kg zu reduzieren (VO (EU) Nr.37/2010). Idealerweise sollte eine
solche Methode einfach, schnell und kostenglinstig durchfiihrbar sein und des Weiteren keine Risiken
fir die Umwelt oder die Gesundheit des Anwenders bergen.

Die Entwicklung einer Abbaumethode fiir B-Laktamantibiotika ist neben dem Aspekt des
Umweltschutzes ebenfalls insofern relevant, dass durch die bereits erwdhnte Anderung der
Verordnung Uber tierdrztliche Hausapotheken ein vermehrter Einsatz von Schmalspektrum-Antibiotika
aus der Klasse der Penicilline zu erwarten ist. Dies kann grundsatzlich die Ausbildung von Resistenzen
beschleunigen, wobei Resistenzentwicklung an sich als ein natlirlicher und immer stattfindender
Prozess betrachtet werden muss. Auch wenn es aktuell in der Mastitistherapie noch kein Problem mit
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Resistenzen gegeniiber B-Laktamantibiotika gibt, wobei hier die Empfindlichkeit von Staphylococcus
aureus mit einer Resistenz von 25 % gegeniber Penicillin G ausgenommen ist (De Jong et al., 2018),
sollte diesbeziiglich bereits vorausschauend gedacht und agiert werden.

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in zwei Teile: Der erste Teil befasst sich mit der Untersuchung
physikalisch-chemischer Methoden des Abbaus von Penicillin G, beispielsweise durch Erhitzen, die
Anwendung von Sauren und Laugen oder Wasserstoffperoxid.

Im zweiten Teil hingegen steht der enzymatische Abbau des Antibiotikums im Fokus, wobei B-
Laktamasen von aus Milchproben isolierten coliformen Mastitiserregern gewonnen und angewendet
wurden.

Schlielllich sollen geeignete Abbaumethoden hinsichtlich ihrer Eignung zur Anwendung auf
Milchviehbetrieben analysiert und vergleichend betrachtet werden.
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2 Literaturiibersicht
2.1 Die Wirkstoffklasse der B-Laktamantibiotika

Die Klasse der B-Laktamantibiotika besteht aus vier Substanzgruppen: den Penicillinen, den
Cephalosporinen, den Carbapenemen sowie den Monobaktamen. In der Veterinarmedizin sind jedoch
nur die Penicilline als Derivate der 6-Aminopenicillansdure und die Cephalosporine als Derivate der 7-
Aminocephalosporansaure von Bedeutung (Loscher et al., 2014).

Der B-Laktamring (siehe Abb. 1) bildet die strukturelle Gemeinsamkeit und das aktive Zentrum der
ansonsten in ihren Eigenschaften teilweise stark variierenden Vertreter dieser Antibiotikaklasse. Der
bakterizide Wirkmechanismus beruht bei allen B-Laktamantibiotika auf der Hemmung des bakteriellen
Enzyms Transpeptidase, dem eine zentrale Rolle beim Aufbau der Bakterienzellwand zukommt, indem
es die einzelnen Bausteine der Mureinschicht, die Peptidoglykanmolekiile, untereinander verkniipft.
Das Substrat der Transpeptidasen, die auch als Penicillin-bindende Proteine (PBP) bezeichnet werden,
ist das D-Alanyl-D-Alanin-Dipetid der Peptidoglykanstrange. Da eine strukturelle Verwandtschaft
zwischen dem B-Laktamgeriist und dem D-Alanyl-D-Alanin-Dipeptid besteht, bindet die
Transpeptidase an den B-Laktamring des Antibiotikums und wird durch diese kovalente Bindung
irreversibel gehemmt. In der Folge kommt es zu spharischen Deformationen bzw. zu Defekten in der
Zellwand und schlieBlich bringt der hohe osmotische Druck die Zytoplasmamembran der Bakterien
zum Platzen, was zu ihrem Absterben fiihrt (Aktories et al., 2004). Um an die Transpeptidasen zu
binden, muss das Antibiotikum zunachst die duBere Zellwand und den periplasmatischen Raum
passieren. Dies gelingt aufgrund einer dickeren Mureinschicht gut bei grampositiven Bakterien, ist
jedoch bei gramnegativen Bakterien mit einer diinnen Mureinschicht deutlich erschwert (Loscher et
al., 2014). Zudem verfligen gramnegative Bakterien Uber negativ geladene Porine in der Zellwand, die
wiederum das Durchdringen des Antibiotikums ins Innere der Bakterienzelle verhindern kénnen. Zwar
kénnen beispielweise Cephalosporine aufgrund ihrer positiven Ladung Porine problemlos passieren
und somit ins Innere der Bakterienzelle gelangen, jedoch liegen nicht selten Mutationen in den Porinen
vor und bedingen Resistenzen gegeniiber den antibiotischen Substanzen (Loscher et al., 2014).
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Abb. 1: Chemische Struktur der vier Substanzgruppen der B-Laktamantibiotika mit dem B-Laktamring als
strukturelle Gemeinsamkeit und jeweils unterschiedlichen Seitenketten (nach Todar, 2008).

Die antibakterielle Aktivitdt und das Wirkspektrum jedes B-Laktamantibiotikums ist von den drei
Faktoren Penetrationsgeschwindigkeit, Wirkstoffaffinitat sowie B-Laktamasestabilitdt abhangig. Die
Penetrationsgeschwindigkeit beschreibt die Fahigkeit des Antibiotikums zu den bakteriellen
Transpeptidasen vorzudringen, was wie bereits erwahnt davon abhangt, ob es sich um grampositive
oder gramnegative Bakterien handelt.

Bakterien verfiigen zudem Uber eine Vielzahl von verschiedenen Transpeptidase-Typen (PBP-Typen).
Wirkstoffe, die mit einer hohen Affinitdt an den jeweils vorliegenden Transpeptidase-Typ binden,
verfligen Uber eine hohe antibakterielle Aktivitat und bakterizide Potenz. Strukturelle Veranderungen
der PBP-Typen durch Mutationen flihren zur Resistenz gegenliber antibiotischen Wirkstoffen.

Die Inaktivierung von B-Laktamantibiotika durch bakterielle Enzyme, sogenannte B-Laktamasen, fiihrt
ebenfalls zur Resistenz gegeniiber dem Antibiotikum. Die Bildung von B-Laktamasen ist der haufigste
Resistenzmechanismus gegentiber dieser Antibiotikaklasse und wird daher an anderer Stelle gesondert
betrachtet (siehe Kap. 2.5.2) (Aktories et al., 2004).

Da der Fokus der vorliegenden Arbeit auf dem Abbau von Penicillin G in Hemmstoffmilch liegt,
konzentrieren sich die folgenden Ausfiihrungen lediglich auf die Substanzgruppe der Penicilline.
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2.2 Die Substanzgruppe der Penicilline

2.2.1 Die Entdeckung von Penicillin

Die Entdeckung des Penicillins geht auf das Jahr 1928 zuriick, als der schottische Mediziner und
Bakteriologe Alexander Fleming zufallig beim Betrachten einer alten Petrischale mit Staphylokokken-
Kolonien feststellte, dass die Kontamination mit einem blaugriinen Schimmelpilz die Ausbildung einer
klaren Zone um diesen herum verursacht hatte. Daraus schlussfolgerte er, dass dieser Schimmelpilz,
bei dem es sich um Penicillium notatum handelte, zu einer Lyse der Staphylokokken gefiihrt hatte und
folglich Uber antibakterielle Eigenschaften verfligte (Bennett et al.,, 2001). Dem Filtrat dieses
Schimmelpilzes gab Fleming den Namen Penicillin (Fleming, 1929). Um die Eigenschaften des Penicillins
zu charakterisieren, fiihrte er weitere Untersuchungen durch. Er beschrieb unter anderem, dass das
beste Medium zur Herstellung von Penicillin ein gewoéhnliches Ndahrmedium und dass die
antibakterielle Wirkung am starksten nach siebentagiger Anzucht bei 20 °C sei. Die Wirksamkeit sei bei
Raumtemperatur nach 10 bis 14 Tagen fast vollstandig aufgehoben, wobei eine Verschiebung des
urspriinglichen pH-Wertes von 9,0 auf 6,8 eine langere Haltbarkeit erziele. Wahrend das Erhitzen von
Penicillin bei bis zu 80 °C fiir 1 Stunde sowie auch bei 100 °C fir wenige Minuten die antibakterielle
Wirksamkeit nicht negativ beeinflusse, fiihre das Alkalisieren des Mediums zu einer herabgesetzten
Wirksamkeit bei Erhitzung auf 100 °C fir 1 Stunde. Das Autoklavieren bei 115 °C fuir 20 Minuten fiihre
zu einer nahezu vollstandigen Zerstérung des Penicillins. Weiterhin sei Penicillin gut |6slich in Wasser
und schwach salzigen Losungen.

Das von Fleming beschriebene Penicillin zeigte Wirksamkeit gegeniiber Staphylokokken, aber auch
gegenliber Streptokokken, insbesondere Streptococcus pyogenes, Gonokokken, Meningokokken
sowie Bacillus diphtheriae (in der heutigen Nomenklatur: Corynebacterium diphtheriae) und Bacillus
anthracis. Unwirksam war das Penicillin jedoch gegeniliber Enterobakterien, Enterokokken, Vibrio
cholerae sowie gegeniber diversen gramnegativen Kokken (Fleming, 1929).

In Tierversuchen konnte Fleming selbst bei hoher Dosierung keine toxischen Eigenschaften des
Penicillins beobachten.

Die Produktion von Penicillin im groRen Stil zu therapeutischen Zwecken kam allerdings erst in den
1940er Jahren langsam in Gang und beruhte vor allem auf weiterfiihrenden Untersuchungen und
Experimenten des australischen Arztes Howard Walter Florey und des deutsch-britischen
Biochemikers und Bakteriologen Ernst Boris Chain, die 1945 gemeinsam mit Alexander Fleming fir die
Erforschung der therapeutischen Wirksamkeit und der chemischen Struktur des Penicillins den
Nobelpreis fir Physiologie und Medizin erhielten (Bennett et al., 2001).

Noch heute wird Penicillin G mit der chemischen Summenformel CisH1sN204S fermentativ bzw.
biosynthetisch aus Pilzkulturen des Schimmelpilzes Penicillium notatum gewonnen. Aus dem Prototyp
Penicillin G wird mit Hilfe einer bakteriellen Acyltransferase die 6-Aminopenicillansaure abgespalten,
die wiederum die Ausgangssubstanz fiir zahlreiche halbsynthetische Derivate darstellt (Aktories et al.,
2004).
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2.2.2 Die vier Gruppen der Penicilline und ihre Bedeutung in der Veterinarmedizin

Die Penicilline werden nach Aktories et al. (2004) in vier Gruppen unterteilt:

Penicillin G und seine direkten Derivate, die Isoxazolylpenicilline, die Aminopenicilline sowie die
Acylaminopenicilline. Die einzelnen Gruppen sollen an dieser Stelle mit Bezug auf die in der
Veterinarmedizin — und hier insbesondere im Milchviehbereich — angewendeten Penicilline kurz
vorgestellt werden.

Penicillin G und seine Derivate

In der Veterindrmedizin werden zumeist Salze und Ester von Penicillin G verwendet. Penicillin G ist
saurelabil und wird nach oraler Anwendung durch die Magensauren zerstort, sodass nur eine
parenterale Applikation sinnvoll ist. In der Regel wird Penicillin G-Natrium verwendet, beispielsweise
als Suspension zur intramammaéren Anwendung bei Mastitis (u.a. Masticillin™). Zudem stehen
verschiedene Kombinationspraparate mit anderen antibiotischen Wirkstoffen wie mit Streptomycin
oder Neomycin fir die intramammare Anwendung zur Verfligung (Loscher et al., 2014).

Das Wirkspektrum umfasst insbesondere grampositive Erreger wie Staphylokokken, Streptokokken,
Pneumokokken, Corynebakterien, Listerien, Erysipelothrix spp. und Actinomyces spp., aber auch einige
gramnegative Erreger wie Pasteurella multocida, Fusobakterien, Bakteroides spp. und Spirochaten
(Loscher et al., 2014).

Durch die Bildung von B-Laktamasen sind Staphylokokken, vor allem S. aureus, E. coli und Proteus spp.
haufig resistent.

Eng verwandt mit dem Penicillin G sind die sogenannten Oral- bzw. Depot-Penicilline. Die Bezeichnung
Oral-Penicilline kommt daher, dass durch die Einflihrung eines Sauerstoff-Atoms in der Benzyl-
Seitenkette eine Saurestabilitdt im pH-Bereich 1-5 erreicht werden konnte. Anders als Penicillin G
konnen Oral-Penicilline wie das Penicillin V (Phenoxymethylpenicillin) also auch oral verabreicht
werden (Aktories et al., 2004). Oral-Penicilline spielen in der Veterindarmedizin jedoch eher eine
untergeordnete Rolle. Der einzige aktuell zugelassene Wirkstoff ist Penicillin V fiir die Therapie der
nekrotischen Enteritis durch Clostridium perfringens bei Hihnern.

Als Depot-Penicillin wird die Verbindung eines Penicillin-Salzes (schwache Saure) mit einer schwachen
Base bezeichnet. So handelt es sich bei Procain-Penicillin und Benzathin-Penicillin um Depot-Formen
des Penicillins. Nach parenteraler Applikation erfolgt die Freisetzung von Penicillin G aus der
Salzverbindung konstant Uber einen ldngeren Zeitraum, sodass ein bestimmter Wirkstoffspiegel
aufrechterhalten wird.

Procain-Penicillin ist als Losung zur parenteralen Applikation (z.B. Procillin® 30 %) oder zur
intrazisternalen Mastitisbehandlung (Vetriproc® 30 %) erhéltlich. In der Milchviehhaltung werden zur
Ausheilung von Mastitiden in der Trockenstehperiode vor allem Prdparate verwendet, die als
Kombinationsbestandteil Aminoglykoside enthalten (Loscher et al., 2014).
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Penethamathydrojodid ist eine basisch veresterte Form des Benzylpenicillins. Der Wirkstoff steht
sowohl in Form eines Monopraparates zur Injektion (Ingel-Mamyzin®) als auch in Form eines
Kombinationspraparates (mit Neomycin und Benethamin-Penicillin) zur intramammaren Anwendung
zur Verflgung (Benestermycin®). Penethamathydrojodid ist basisch und liegt nach parenteraler
Applikation im Serum zum groSten Teil in nicht ionisierter Form vor, sodass Barrieren wie die Blut-
Euter-Schranke passiert werden kénnen. Es wird vor allem zur Behandlung von durch Streptokokken
und Staphylokokken verursachten Mastitiden eingesetzt. Da der pH-Wert in der Milch in der Regel
leicht sauer ist, reichert sich der Wirkstoff dort an, wo das wirksame Benzylpenicillin freigesetzt wird.
Somit erfolgt die Elimination bei laktierenden Tieren logischerweise tber die Milch (Léscher et al.,
2014).

Isoxazolylpenicilline

Diese Gruppe der Penicilline zeichnet sich durch eine gute Penicillinasefestigkeit aus. Sie beruht darauf,
dass Isoxazolylpenicilline iber langere, polare Seitenketten verfligen, die ein sterisches Hindernis fir
Penicillinasen, das sind B-Laktamasen, die auf die Spaltung des B-Laktamringes von Penicillinen
spezialisiert sind, am B-Laktamring darstellen. Die Stabilitdt gegenliber Staphylokokken-B-Laktamase
ist in etwa um das 50- bis 250-Fache hoher als bei Penicillin G (Aktories et al., 2004).

In der Veterindarmedizin werden mit Oxa- und Cloxacillin aktuell zwei Vertreter dieser Gruppe
eingesetzt. Oxacillin ist in diversen Mastitispraparaten enthalten (z.B. in Stapenor), jedoch auch in
Kombination mit Ampicillin als Praparat zur intrauterinen Behandlung erhaltlich.

Cloxacillin ist ebenfalls ein beliebter Wirkstoff bei der Therapie von Mastitiden (z.B. in Cloxamycin).
Zusatzlich existieren auch Kombinationsprdparate mit Cloxacillin-Benzathin oder Ampicillin-Trihydrat
zur Langzeit-Mastitisbehandlung in der Trockenstehperiode (z.B. Mammin T. S. forte) oder zur
Behandlung von Endometritiden (z.B. Aniclox Uterusstabe fiir Rinder). Der Vorteil einer Kombination
mit dem Breitspektrum-Penicillin Ampicillin ist, dass einerseits durch die Hemmung der B-
Laktamaseproduktion die Wirksamkeit von Ampicillin verbessert wird und anderseits ebenfalls
gramnegative Erreger wie E. coli erfasst werden konnen (Loscher et al., 2014).

Aminopenicilline

Aminopenicilline werden auch als Breitspektrum-Penicilline bezeichnet, da sie aufgrund einer
Aminogruppe am Benzylrest ein erweitertes Wirkspektrum aufweisen. Die beiden wichtigsten
Vertreter sind Ampicillin und Amoxicillin, die in der Veterinarmedizin sehr haufig eingesetzt werden,
unter anderem, da sie auller bei ruminierenden Tieren und Pferden auch oral appliziert werden
kénnen, was in der Kleintiermedizin wichtig ist. Sie sind jedoch nicht B-Laktamasestabil. Ihre
Wirksamkeit gegeniiber gramnegativen Enterobakterien wie E. coli ist vier bis zehn Mal so stark wie
die des Benzylpenicillins, jedoch ist die Wirksamkeit gegenliber grampositiven Erregern daflir geringer
als die des Benzylpenicillins (Loscher et al., 2014).

Ampicillin ist als Natriumsalz oder Trihydrat in der Veterinarmedizin in verschiedenen Formulierungen
wie beispielsweise als Pulver zur oralen Applikation, in Tablettenform oder als Injektionsldsung
verfligbar. In Kombination mit Oxacillin ist es wie bereits erwahnt zur intrauterinen oder
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intramammaren Behandlung bei kleinen und groBen Wiederkauern zugelassen (z.B. Toticillin Euter-
Suspension).

Ahnlich wie Ampicillin gibt es auch Amoxicillin in unterschiedlichen Darreichungsformen. So ist als
Injektionspraparat beispielsweise Duphamox® L. A. fiir Rinder zugelassen und wird wegen seiner
grofden therapeutischen Breite zur Behandlung von Erkrankungen des Respirations-, Gastrointestinal-
und Urogenitaltrakts eingesetzt. In Kombination mit dem B-Laktamasehemmer Clavulansaure, welche
selbst nicht antibiotisch wirksam ist, wird Amoxicillin in der Therapie von Mastitiden haufig eingesetzt
(z.B. Synulox LC Plus) (Loscher et al., 2014).

Acylaminopenicilline

Diese Penicilline zahlen ebenfalls zu den Penicillinen mit erweitertem Wirkspektrum. Sie wurden vor
allem zur Behandlung von schweren Infektionen mit gramnegativen Erregern wie Pseudomonaden
oder Proteus spp. entwickelt. Da sie weder sdure- noch B-laktamasestabil sind, sind sie nur fir die
parenterale Applikation geeignet. Zwei wichtige Wirkstoffe sind Mezlocillin und Piperacillin, die beide
haufig in Kombination mit B-Laktamasehemmern angewendet werden (Aktories et al., 2004). In der
Veterindarmedizin spielt diese Gruppe der Penicilline keine Rolle und es ist kein Wirkstoff zur
Anwendung am Tier zugelassen.

2.3 Der Umgang mit Hemmstoffmilch auf Milchviehbetrieben und die daraus
resultierenden Folgen

Wie bereits eingangs erwdhnt, wird die auf Milchviehbetrieben wahrend oder nach einer
antibiotischen Behandlung anfallende Hemmstoffmilch entweder zusammen mit der Gille auf
landwirtschaftliche Flachen ausgebracht oder als Kalbertranke fir die Nachzucht im Betrieb
verwendet. Beide Vorgehensweisen sind mit negativen Umweltauswirkungen behaftet:

Das Entsorgen antibiotikahaltiger Hemmstoffmilch in der Giille nimmt Uber die anschlieRende
Diingung landwirtschaftlicher Nutzflachen Einfluss auf die mikrobielle Besiedelung des Erdbodens.

Da Antibiotikaresistenzen zunehmend als oOkologisches Problem betrachtet werden, sind die
Umweltauswirkungen von Antibiotikarlickstanden in ausgebrachter Giille in zahlreichen Studien,
insbesondere im Hinblick auf die Entstehung von Resistenzen, untersucht worden.

Es wird angenommen, dass von den in der Veterindrmedizin verwendeten Antibiotika je nach Wirkstoff
und Metabolisierung im Organismus 25 % bis 75 % der angewendeten Menge unverandert lber Kot
und Harn ausgeschieden werden (Bergheim et al., 2010). Im Fall von Penicillin G liegt der nicht
metabolisierte und somit unverandert ausgeschiedene Anteil bei ca. 70 % der verabreichten Dosis
(Aktories et al., 2004). Uber den Diingeprozess gelangen die antibiotischen Riickstinde oder ihre
Metaboliten in den Erdboden, wo sie sich anreichern oder sogar das Grundwasser erreichen kénnen
(Binh et al. 2007; Kiimmerer, 2004). Bisher konnten nur sehr selten — und dies meist in der direkten
Umgebung von Krankenhdusern — Antibiotika im Grundwasser nachgewiesen werden, wobei die
festgestellten Konzentrationen im mg/|-Bereich lagen (Kimmerer, 2004). Antibiotika aus der Klasse
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der B-Laktame wurden jedoch aktuell noch nicht nachgewiesen, was aufgrund ihres hdufigen Einsatzes
erstaunlich erscheinen mag (Mélstad et al., 2002). Kimmerer (2004) erklart dies zum einen durch die
generell rasch stattfindende Hydrolyse des charakteristischen B-Laktamringes und zum anderen durch
das Vorhandensein von B-Laktamasen in den Bodenbakterien. SchlieRlich erfolge der Abbau samtlicher
Substanzen in der Umwelt, egal ob in Abwéssern, Sedimenten oder im Erdboden, hauptséachlich durch
Bakterien.

Es konnte gezeigt werden, dass die Ubertragung von Resistenzgenen vor allem durch die Prasenz von
Antibiotika Uber einen langen Zeitraum und in subtherapeutischen Konzentrationen geférdert wird
(Hu et al., 2016; Kimmerer, 2004). In einer Studie aus dem Jahr 2007 untersuchten Binh et al. den
Einfluss von Giille sowie von Giille mit 10 und 100 mg/kg Amoxicillin auf die Bodenbakterien von
bereits mit Gille gediingten und noch nie gediingten Erdbodenproben. Die Behandlung mit Giille
fihrte in beiden Erdbodenproben zu einem grundsétzlichen Anstieg der Anzahl dort angesiedelter
Bakterien. Allerdings zeigten nur die vormals bereits gedlingten Erdbodenproben einen signifikanten
Anstieg Amoxicillin-resistenter Bakterien mit auf Plasmiden lokalisierten B-Laktamasen. Diese
Ergebnisse verdeutlichen, dass jeder Diingeprozess das Mikrobiom des Erdbodens beeinflusst, aber
erst das Vorhandensein antibiotischer Riickstande in der Gille die Entstehung und konsekutiv den
Transfer von Resistenzgenen (z.B. Uber Plasmide) verursacht.

Beneragama et al. (2013) weisen zudem darauf hin, dass resistente Bakterien auch bereits in der
Hemmstoffmilch enthalten sein und dann selbst den horizontalen Transfer von Resistenzgenen
vorantreiben konnten.

Schlielilich besteht das Risiko, dass antibiotische Riickstande im Erdboden landwirtschaftlich genutzter
Flachen sich in den auf ihnen angebauten Pflanzen anreichern und in der Folge in die Lebensmittelkette
gelangen kénnen.

Die Verwendung antibiotikahaltiger Hemmstoffmilch als Kalbertranke ist ein potenzieller Risikofaktor
fir die Selektion antibiotikaresistenter Bakterien im Darm der Kalber (Schmid et al., 2013). In einer
Studie von Aust et al. aus dem Jahr 2013 an 117 Kalbern konnte gezeigt werden, dass der Anteil
resistenter E. coli-Bakterien im Kot von Kalbern, die mit Hemmstoffmilch gefiittert worden waren, im
Vergleich zu Kalbern, die Tankmilch erhalten hatten, signifikant hoher war. Erwdahnenswert ist zudem,
dass die Hemmstoffmilch zuvor pasteurisiert worden war. Randall et al. (2014) kamen in ihren
Untersuchungen ebenfalls zu dem Schluss, dass das Pasteurisieren kein geeignetes Verfahren zum
Aufheben der antibiotischen Aktivitat vieler Antibiotika darstellt. Daraus resultiert ein erhohter
Selektionsdruck auf die intestinale Bakterienflora der Kalber.

In einer weiteren Studie (Langford et al., 2003) wurde der Einfluss von Penicillin G-Rickstanden in an
Kalber verfitterter Milch auf die intestinale Flora untersucht. Die der Milch zugesetzten Penicillin G-
Konzentrationen richteten sich nach zuvor in Hemmstoffmilch gemessenen Konzentrationen des
Antibiotikums zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Die durchschnittliche Konzentration von Penicillin G
beim ersten Melken nach Behandlungsbeginn lag bei 5,6 pl/kg. Insgesamt variierte die Penicillin G-
Konzentration in den gewonnenen Milchproben zwischen 1,8 und 50,4 pl/kg. In den Kotproben der
Kalber, die ab dem vierten Lebenstag an drei von sieben Wochentagen mit 50,4 ul/kg Penicillin G
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versetzte Milch erhalten hatten, wurde ein signifikant erhéhtes Vorkommen Penicillin G-resistenter
Darmbakterien im Vergleich zur Kontrollgruppe, die antibiotikafreie Milch erhalten hatte, festgestellt.
Je hoher die Penicillin G-Konzentration in der Milch war, desto starker war die Resistenz der
Darmbakterien gegen das Antibiotikum ausgepragt.

Die Ergebnisse dieser Studie machen deutlich, dass die Ausbildung von Resistenzen in den intestinalen
Mikroorganismen sehr schnell erfolgt.

Direkt erfassbare negative Auswirkungen des Verfiitterns antibiotikahaltiger Hemmstoffmilch wie eine
Verminderung der taglichen Zunahmen, der taglichen Milchaufnahme der Kalber sowie eine erhéhte
Pravalenz von Durchfallerkrankungen konnten bisher nicht nachgewiesen werden (Aust et al., 2013;
Langford et al., 2003).

Leider liegen aktuell keine Daten dariiber vor, ob ein Zusammenhang zwischen dem Verfiittern von
Hemmstoffmilch und einem verminderten Ansprechen auf eine antibiotische Therapie im
Krankheitsfall der Tiere besteht. An dieser Stelle bedarf es weitergehender Untersuchungen.

Zusammenfassend haben beide beschriebenen Praktiken im Umgang mit antibiotikahaltiger
Hemmstoffmilch nachweislich nachteilige Auswirkungen auf das Okosystem, wobei der Fokus auf der
beschleunigten Ausbildung und Weitergabe von Resistenzgenen gegeniber antibiotischen Substanzen
liegt.

2.4 Die Penicillin G-Konzentration in Milch nach lokaler Mastitistherapie

Nachdem sich Penicillin G nach seiner Entdeckung 1928 auch in der Veterinarmedizin zur Behandlung
verschiedener Krankheitsbilder etabliert hatte, stellte man schnell fest, dass das Antibiotikum
insbesondere nach intramammarer Applikation Gber die Milch der Kiihe ausgeschieden wurde. Die
antibiotischen Rickstiande hatten sich namlich durch die Hemmung der zugesetzten Starterkulturen
negativ auf die Herstellung insbesondere von fermentierten Milchprodukten ausgewirkt (Hunter,
1949).

Zu dieser Zeit existierte eine Vielzahl verschiedener Formulierungen von Penicillin G, zum Beispiel
gelost in Mineraldl, Lanolinderivaten, Propylenglycol oder in Wasser (Albright et al., 1961). Je nach
Formulierung variierte die ausgeschiedene Menge des Antibiotikums — eine Ubersicht dariiber bietet
der Review von Albright et al. (1961). Die damals gédngige Dosis Penicillin G zur Behandlung eines
Euterviertels betrug 100.000 IU (International Unit). Dies entspricht einer Menge von ca. 60 mg
Penicillin G, da 1670 IU Penicillin G als 1 mg definiert sind (Humphrey et al., 1952).

Heute werden in der Regel wassrige Formulierungen mit 3 Millionen IU verwendet.

Hovmand et al. untersuchten 1954 in Danemark an 75 Milchkiihen die Menge an ausgeschiedenem
Penicillin G iber die Milch nach intramammarer Verabreichung von 100.000 IU Penicillin G und gaben
an, dass 37,4 % des Antibiotikums ausgeschieden wurden, was ca. 22 mg entspricht. Allerdings werden
keine Angaben dariiber gemacht, zu welchem Zeitpunkt nach Applikation die Milchproben gewonnen
wurden und auf welche Milchmenge sich der angegebene prozentuale Anteil bezieht.
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Albright et al. (1961) berichten zudem Uber eine weitere Studie aus dem Jahr 1953, bei der in der Milch
einer Kuh nach der Behandlung eines Euterviertels mit 100.000 IU Penicillin G nach dem ersten und
zweiten Melken 8150 IU Penicillin G pro Kilogramm Milch (ca. 4,9 mg/kg) festgestellt worden seien.
Beim flinften und sechsten Melken, also vermutlich am dritten Tag nach der Behandlung, seien es dann
lediglich noch 42 IU/kg Milch gewesen (ca. 0,03 mg/kg) und in allen weiteren Gemelken sei kein
Penicillin G mehr nachweisbar gewesen.

In einer Untersuchung deutlich aktuelleren Datums bestimmten Langford et al. (2003) die
durchschnittliche Konzentration von Penicillin G in der Milch von 11 Kihen nach lokaler
Mastitisbehandlung 3 Wochen lang bei jedem Melken, wobei die Konzentration des Antibiotikums
zwischen 1,8 und 50,4 ul/kg variierte. Jedoch fehlt die Angabe, wie lange und mit welcher Dosierung
die Kihe mit Penicillin G behandelt wurden und in welchem Intervall gemolken wurde. Die
Konzentration von Penicillin G in der Milch beim ersten Melken nach Behandlungsbeginn wird mit 5,6
pl/kg und die am letzten Tag der Wartezeit mit 0,01 pl/kg angegeben. Aufgrund der fehlenden
Angaben sind diese Daten nur als eingeschrankt aussagekraftig zu bewerten.

In einer Studie Uber den Einfluss des Melkintervalls auf die Ausscheidungscharakteristik verschiedener
Antibiotika in Milch nach intramammarer Therapie laktierender Kiihe (Knappstein et al., 2005) lassen
sich genauere Informationen Uber die ausgeschiedene Antibiotikakonzentration finden.

Eine Gruppe von 15 eutergesunden Deutsche Holstein Kihen (somatischer Zellgehalt < 100.000
Zellen/ml) mit dhnlicher Milchleistung, die in den letzten 4 Wochen vor Versuchsbeginn keine
antibiotische Therapie erhalten hatten, wurde 3 Tage lang auf allen vier Vierteln im Abstand von 24
Stunden mit Procain-Penicillin G 3 Mio. Euterinjektoren (WDT, Garbsen) behandelt. Ein Euterinjektor
enthadlt 1898 mg Penicillin G. Daraus lasst sich ableiten, dass jede Kuh wahrend ihrer Behandlung
22.776 mg Penicillin G erhielt. Viertelgemelksproben wurden wahrend der Behandlung, in der
Wartezeit von 5 Tagen und noch 2 Tage dariiber hinaus in jeder Melkzeit gezogen und die
Konzentration antibiotischer Rilckstdnde mittels Flissigchromatographie bestimmt. Um einen
moglichen Einfluss unterschiedlicher Melkintervalle auf die ausgeschiedene Konzentration
aufzuzeigen, wurden die Kiihe in drei Gruppen mit den Melkintervallen 1,5, 2 und 3 Mal taglich
eingeteilt. Die Ergebnisse der Untersuchung sind in Abbildung 2 zu sehen:
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Milk yield Excreted PEN
Cow no. (kg) mg in % of applied’
Milking frequency: 3 times per day
1831 386 9244 40.6
1731 339 13 060 573
1834 329 8 760 38.5
1827 291 11 055 48 5
1810 235 8 293 36.4
Average 31.6 10 078 44.2
Milking frequency: 2 times per day
1833 336 7439 327
1670 327 8 206 36.0
1796 314 5474 24.0
1869 290 6 548 287
1860 24 4 10 190 447
Average 30.2 7572 33.2
Milking frequency: 1.5 times per day
1763 325 9 695 42 6
1716 331 9793 430
1697 324 7 654 336
1624 26.9 7 856 345
1646 226 7042 309
Average 29.5 8 408 36.9

1100 % =22776 mg

Abb. 2: Ausgeschiedene Penicillin G-Menge der drei Kuh-Gruppen in Abhangigkeit vom Melkintervall (nach
Knappstein et al., 2005).

Die Ergebnisse zeigen, dass die Ausscheidungsmenge von Penicillin G im Untersuchungszeitraum vom
Melkintervall abhangig ist. Bei dreimaligem Melken wurde die grofste Menge Penicillin G, ndamlich mit
44,2 % knapp die Halfte der applizierten Menge, unverdndert ausgeschieden. Dass bei zweimaligem
Melken ein geringerer prozentualer Anteil des Antibiotikums ausgeschieden wurde als bei einem
Melkintervall von 1,5 Mal, sehen Knappstein et al. in einem unterschiedlichen individuellen
Exkretionsmuster begriindet.

Die ausgeschiedene Penicillin G-Menge bezieht sich auf einen Zeitraum von insgesamt 10 Tagen, der
sich aus 3 Tagen Behandlung, 5 Tagen Wartezeit und 2 weiteren Tagen zusammensetzt. Anhand der
gegebenen Daten kann die in der jeweiligen Kuh-Gruppe durchschnittliche tagliche Penicillin G-
Exkretion pro Kilogramm Milch errechnet werden. In der ersten Kuh-Gruppe betragt die
durchschnittliche tagliche Milchleistung 31,6 kg. In den 10 Versuchstagen ergibt sich daraus eine
Milchleistung von 316 kg. Somit muss die durchschnittlich ausgeschiedene Menge Penicillin G von
10.078 mg lediglich durch die Milchleistung von 316 kg dividiert werden, um den Wert fur die taglich
ausgeschiedene Menge an Penicillin G je Kilogramm Milch zu erhalten. In diesem Fall sind dies rund 32
mg/kg Milch. In der zweiten Kuh-Gruppe sind es ca. 25 mg/kg und in der dritten Kuh-Gruppe ca. 28,5

mg/kg.
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Zu betonen ist, dass sich die errechneten Ausscheidungswerte auf jeweils vier kranke und zu
behandelnde Viertel beziehen, was in der Praxis als sehr unwahrscheinlich zu betrachten ist. Zudem
wurde die Studie an eutergesunden Kiihen durchgefiihrt, da die Ausscheidungsmuster von an Mastitis
leidenden Kiihen aufgrund des Schweregrades der Erkrankung sowie der Art des Pathogens nach
Meinung der Autoren nur schwer vergleichbar gewesen waren.

Ebenfalls kann die durch die Umrechnung ermittelte Konzentration der Ausscheidung pro Tier und Tag
je Kilogramm Milch lediglich einen ungefdahren Richtwert darstellen, da ihr die Annahme eines
gleichmaligen Exkretionsmusters zu Grunde liegt. Dies trifft jedoch mit Sicherheit nicht zu.
Logischerweise muss die Exkretion des Antibiotikums wahrend der Therapie am hdchsten sein und
dann wahrend der Wartezeit stetig abnehmen. Zudem kann angenommen werden, dass sich das
Verteilungs- und Absorptionsmuster des Antibiotikums im Eutergewebe wahrend des
Behandlungszeitraums durch den Heilungsprozess verandert.

Edwards (1964) untersuchte beispielsweise den Einfluss entzlindlicher Prozesse im Euter auf die
Verteilung von Penicillin G nach intramammarer Applikation. Er konnte aufzeigen, dass die Verteilung
des Antibiotikums auch von der Laktationsphase abhdngig ist. So komme es beispielsweise in der
spaten Laktationsphase aufgrund der Veranderung der Drisenstruktur (héherer Anteil an
Bindegewebe, Schrumpfen von Milchgdngen und Alveolen) zu einer unregelmaRigen Verteilung des
Antibiotikums. Dies sei bei Mastitis wegen inflammatorischer Veranderungen wie Leukozyteninvasion
sowie partieller Okklusion der Milchgange ebenfalls der Fall. Insbesondere bei chronischen Mastitiden
sei die Verteilung und Absorption von Penicillin G wegen zunehmender Fibrosierung der Milchdrise
unglinstig. Sowohl eine schlechte Verteilung als auch eine schlechte Absorption in der Milchdriise
flihrten folglich bei einer Mastitis im Vergleich mit einem gesunden Euter zu einer verstarkten
Ausscheidung des Antibiotikums.

Insgesamt wird deutlich, dass die Ausscheidung von intramammar applizierten Antibiotika von
verschiedenen Parametern abhangt. Dazu zdhlen beispielsweise der Eutergesundheitszustand, die
Laktationsphase und das Melkintervall. Allerdings spielt nicht zuletzt das Antibiotikum selbst mit
seinen physikochemischen Eigenschaften eine entscheidende Rolle.

Die intakte Blut-Euterschranke ist nur flir nicht-ionisierte, lipidldsliche Substanzen durchlassig (Gehring
et al., 2006). Schwache Sduren wie das Penicillin G liegen in Milch vor allem ionisiert vor, wenn der pH-
Wert hoher ist als der pKs-Wert der Saure. Dies ist im Fall von Penicillin G mit einem pK,-Wert von 2,7
im Vergleich zum physiologischen pH-Wert der Milch (6,5-6,8) der Fall (Knappstein et al., 2005). Der
pH-Wert der Milch hat also groRen Einfluss darauf, in welcher lonisationsform ein intramammar
appliziertes Antibiotikum vorliegt (Lindquist et al., 2015). Da der pH-Wert der Milch bei Mastitiden
oftmals leicht ansteigt, muss davon ausgegangen werden, dass dann eine hdhere Konzentration von
Penicillin G in der Milch vorhanden ist als in der Milch gesunder Euter (Ziv et al., 1975). Dies gilt
selbstverstandlich nicht bei gestorter Blut-Euterschranke.

Die mogliche Bindung von Penicillin G an Milchproteine wie Casein, a-Laktalbumin sowie B-
Laktoglobulin wurde bisher nicht ausreichend untersucht (Ziv et al., 1975), kdonnte jedoch die
Elimination des Antibiotikums beschleunigen (Gehring et al., 2006).
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Es wird ersichtlich, dass fiir exaktere Angaben zu Uber die Milch ausgeschiedenen Antibiotika-
Konzentrationen, insbesondere auch hinsichtlich einer sich im Laufe der Behandlung verandernden
Ausscheidungsmenge, weiterer Forschungsbedarf besteht. Zudem sollte versucht werden, die
Untersuchungen ebenfalls an euterkranken Kihen durchzufihren, um Riickschliisse auf ein
unterschiedliches Exkretionsverhalten im Vergleich zu gesunden Tieren ziehen zu kénnen.

2.5 Der Abbau von B-Laktamantibiotika

Der B-Laktamring bildet das aktive Zentrum aller Vertreter der B-Laktamantibiotika und ist die
Grundlage fiir ihre antibiotische Aktivitat. Daher fiihrt die Offnung der Ringstruktur zum Abbau bzw.
zur Inaktivierung aller B-Laktamantibiotika, das heiBt zum Verlust ihrer antibiotischen Wirksamkeit.
Grundsatzlich kann der Abbau durch physikalisch-chemische Prozesse wie Einwirkung von Hitze oder
von Sauren und Laugen sowie enzymatisch durch B-Laktamasen erfolgen.

2.5.1 Physikalisch-chemische Abbauprozesse

Die Molekilstruktur der B-Laktamantibiotika ist relativ instabil, was sich in einer hohen Anfalligkeit
gegeniber verschiedenen Nukleophilen, Sduren, Basen, Metallionen sowie oxidativen Stoffen duflert
(Deshpande et al., 2004). Insbesondere in wassrigem Milieu erfolgt bei hdheren Temperaturen eine
rasche Dissoziation der Carboxylgruppe, was die Offnung des B-Laktamringes zur Folge hat
(Kheirolomoom et al., 1999). Grundsatzlich ist dies abhdngig vom pH-Wert des umgebenden Mediums
und von der vorherrschenden Temperatur (Aksu et al., 2004).

Kheirolomoom et al. (1999) fanden in ihren Untersuchungen heraus, dass die maximale Stabilitdt von
Penicillin G bei einem pH-Wert von 6,0 und Temperaturen von 0 °C bis 5 °C liegt und dass die Substanz
im Vergleich zum basischen Milieu im sauren Milieu deutlich instabiler ist. Besonders instabil ist
Penicillin G bei pH-Werten unterhalb von 4,0 und oberhalb von 8,0, jedoch nimmt die Stabilitat bei
zunehmender Temperatur fiir alle pH-Werte deutlich ab.

Hsieh et al. (2011) konnten zeigen, dass B-Laktamantibiotika trotz ihrer strukturellen Gemeinsamkeit
groRe Unterschiede in ihrer Hitzebestandigkeit aufweisen. Sie untersuchten vergleichend insgesamt
14 Antibiotika der Klassen Tetracycline, B-Laktamantibiotika und Sulfonamide beziglich ihrer
Hitzebestandigkeit und flihrten im Anschluss eine Kapillarelektrophorese durch, um die strukturellen
Veranderungen der Antibiotika nach Hitzeeinwirkung anhand neu entstandener Peaks im Vergleich
zum Strukturmuster der nicht erhitzten Substanzen darzustellen. Von den analysierten B-
Laktamantibiotika Dicloxacillin, Ampicillin, Oxacillin, Amoxicillin, Cloxacillin und Penicillin G reagierte
Penicillin G mit Abstand am sensibelsten auf die Hitzeeinwirkung von 100 °C fiir 15 Minuten. Des
Weiteren wurde dargelegt, dass die Veranderungen auf struktureller Ebene mit einem Verlust der
antibiotischen Wirksamkeit einhergehen.
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Das Vorherrschen unterschiedlicher Abbaumuster von B-Laktamantibiotika bei Einwirkung gleicher
Temperaturen wurde ebenfalls von Ldngin et al. (2009) an Hand der Wirkstoffe Piperacillin und
Amoxicillin beschrieben, wobei zusatzlich eine abweichende Abbaugeschwindigkeit festgestellt wurde.

Tian et al. (2007) weisen Uberdies darauf hin, dass die Hitzestabilitat verschiedener Antibiotika immer
auch abhadngig von der umgebenden Gerlistsubstanz und dem pH-Wert ist. Diese Feststellung erklart,
warum beispielsweise der Abbau von Penicillin G in Kuhmilch durch Hitzeeinwirkung geringer ist als
der in einem wassrigen Milieu (Zorraquino et al., 2008; Grunwald et al., 2003). Als Ursache wird ein
protektiver Effekt des Milchfetts vermutet (Zorraquino et al., 2008). Dennoch besteht auch im Medium
Milch eine Anfalligkeit des Antibiotikums gegeniiber hohen Temperaturen (Yamaki et al., 2004) und
sauren pH-Werten (Kheirolomoom et al., 1999).

Der Abbau von jeweils zehn verschiedenen B-Laktamantibiotika in einer Konzentration von 5 mg/kg in
Milch durch in der Milchverarbeitung gangige Erhitzungsmethoden wurde in einer Studie von Roca et
al. (2011) analysiert und die  Abnahme der Konzentration mittels HPLC
(Hochleistungsflissigkeitschromatographie) quantifiziert. Hierbei unterlagen die untersuchten
Cephalosporine (Cefalexin, Cefalonium, Cefoperazon, Cefapirin, Cefuroxim und Cefquinom) einem
deutlich starkeren Abbau als die Penicilline (Amoxicillin, Ampicillin, Cloxacillin und Penicillin G), was
eine geringe Hitzestabilitdt bedeutet. Das Pasteurisieren fur 15 Sekunden bei 72 °C fliihrte maximal zur
Verringerung der antibiotischen Konzentration um 1 % und wurde daher als nicht wirksames Verfahren
zum Abbau antibiotischer Wirkstoffe in Milch betrachtet. Ein verlangertes Pasteurisieren bei 63 °C fir
30 Minuten erwirkte nur bei den Cephalosporinen Cefuroxim und Cefapirin eine Reduktion der
urspriinglichen Konzentration in der Milch (um 21 % bzw. 42 %).

Das Sterilisieren bei 120 °C fir 20 Minuten fiihrte verglichen mit der Ultrahocherhitzung bei 140 °C fir
4 Sekunden bei allen untersuchten B-Laktamantibiotika zur héchsten Verringerung der antibiotischen
Konzentration, wobei auch hier die Cephalosporine durch einen deutlich starkeren Abbau auffielen.
Die Auswirkungen der unterschiedlichen Erhitzungsverfahren auf die untersuchten Penicilline sind in
Abbildung 3 dargestellt:
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Abb. 3: Abnahme der Konzentration [%] der vier untersuchten Penicilline durch die unterschiedlichen
Erhitzungsprozesse (nach Roca et al., 2011).

In einer dhnlichen Studie von Zorraquino et al. (2008) wurden neun B-Laktamantibiotika (mit der
Ausnahme von Cefapirin identisch mit den eben genannten bei Roca et al.,, 2011) Milch in
unterschiedlichen Konzentrationen zugefligt und ebenfalls mit in der Milchverarbeitung Ublichen
Erhitzungsmethoden behandelt. Hier wurde die Wirksamkeit der jeweiligen Erhitzungsmethode
beziiglich der Verringerung der antibiotischen Konzentration jedoch mikrobiologisch lber die GréRe
der Inhibitionszone des Bakteriums Geobacillus stearothermophilus varies calidolactis auf einer
Agarplatte bestimmt. Die Milch enthielt mit 3, 6 sowie 12 pg/l Penicillin G verhaltnism&Rig geringe
antibiotischen Konzentrationen.

Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl das Pasteurisieren als auch die Ultrahocherhitzung bei allen
untersuchten Antibiotika nicht zu einer Reduktion der antibiotischen Wirksamkeit flihrte. Zusatzlich
wurde Milch hier noch bei 83 °C fir 10 Minuten erhitzt, was bei Penicillin G eine Reduktion der
antibiotischen Wirksamkeit von 20 % bewirkte. Schlieflich erbrachte lediglich das Sterilisieren bei 120
°C fur 20 Minuten eine erhebliche Verminderung der antibiotischen Wirksamkeit, die bei den
Penicillinen 65 % und bei den Cephalosporinen mehr als 90 % betrug.

Neben den genannten Arbeiten, die sich mit dem Einfluss verschiedener Erhitzungsverfahren auf den
Abbau von pB-Laktamantibiotika beschéaftigen, wurden auch andere Methoden zum Abbau
insbesondere von Penicillin G untersucht. Zu nennen sind hier beispielsweise die Bestrahlung mit UV-
Licht und die Verwendung von Titandioxid (Dehghani et al., 2014), Ozonierung (Arslan-Alaton et al.,
2005), Biosorption durch Pilze (u.a. Aksu et al., 2004) oder Adsorption mit Aktivkohle (Ania et al., 2011).
Da es sich hierbei um komplexe Verfahren handelt, die teilweise nur unter speziellen
Laborbedingungen durchgefiihrt werden kénnen und sich somit nicht fir einen Einsatz auf
Milchviehbetrieben eignen, werden sie in dieser Arbeit nicht ndher betrachtet.

Erwdhnung finden soll jedoch noch eine Studie von Hanway et al. (2005), in der der Abbau von
Penicillin G in Milch mit Hilfe von Wasserstoffperoxid untersucht wurde. Milch wurde mit 436 pg/kg
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Penicillin G bespickt, dann wurden verschiedene Konzentrationen von Wasserstoffperoxid (0,09 %,
0,17 % und 0,34 %) hinzugefiigt und die Milch jeweils drei verschiedenen Behandlungsmethoden
unterzogen: Inkubation bei 54,4 °C fiir 3 Stunden, Pasteurisierung bei 62,8 °C fiir 30 Minuten sowie
Inkubation und Pasteurisierung wie beschrieben. Nach Anwendung der Verfahren wurde die Penicillin
G-Konzentration u.a. mittels HPLC bestimmt. Das effektivste Ergebnis wurde durch die Zugabe von
0,34 %igem Wasserstoffperoxid und die Kombination aus Inkubation und Pasteurisierung erreicht: Der
Rickstand von Penicillin G betrug danach weniger als 4 pug/kg. Der Abbau von Penicillin G durch
Wasserstoffperoxid beruht auf der Offnung des B-Laktamringes infolge eines oxidativen Prozesses
(Lagercrantz, 1992).

Leider fehlt in Hanways Arbeit jedoch die entscheidende Angabe, welche Menge an
Wasserstoffperoxid in der jeweiligen Konzentration zur Milch hinzugegeben wurde.

Wasserstoffperoxid wurde aufgrund seines antibakteriellen Effekts schon vor rund 200 Jahren zur
Konservierung von Rohmilch eingesetzt, insbesondere dort, wo es keine Kiihlung gab (Roundy, 1958).
Zudem schiitzt Wasserstoffperoxid durch die Aktivierung des Laktoperoxidase-Systems der Milch diese
vor dem Verderb.

Heute kommt es 35 %ig vor allem in der Lebensmittelindustrie zum Beispiel beim aseptischen Abfillen
zum Einsatz, wird aber auch im pharmazeutischen und medizinischen Bereich eingesetzt (Martin et al.,
2014) und zeichnet sich zudem durch eine gute Umweltvertraglichkeit aus (Linley et al., 2012). Der
Zusatz von Wasserstoffperoxid zu Milch, die in die Lebensmittelkette gelangen soll, ist jedoch heute
verboten (Martin et al., 2014).

Trotz allem koénnte der Abbau von B-Laktamantibiotika in Milch durch Wasserstoffperoxid eine
mogliche interessante Methode darstellen.

2.5.2 Enzymatischer Abbau durch B-Laktamasen

2.5.2.1 B-Laktamasen

B-Laktamasen sind bakterielle Enzyme, die in der Lage sind, die zyklische Ringstruktur der B-
Laktamantibiotika durch Hydrolyse derselben zu 6ffnen (Li et al., 2014) und diese Antibiotika dadurch
abzubauen bzw. hinsichtlich ihrer Wirkung zu inaktivieren. Diese Enzyme sind der bedeutendste
Resistenzmechanismus gegeniliber der Klasse der B-Laktamantibiotika (Livermore, 1995). Schon
Fleming hatte bald nach der Entdeckung von Penicillin festgestellt, dass einige Bakterien resistent
gegenliber Penicillin waren. Abraham und Chain wiesen dann 1940 nach, dass E. coli ein Enzym
produziert, dass die antibiotische Wirkung des Penicillins inhibiert und nannten es Penicillinase
(Abraham et al., 1940).

Man schatzt, dass die Entstehung und Entwicklung von B-Laktamasen bereits mehr als 2 Billionen Jahre
zurickliegt (Hall et al., 2003). Die Enzyme kénnen entweder chromosomal im Genom der Bakterien
verankert sein oder auf Plasmiden vorliegen (Aktories et al., 2004).
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Sowohl grampositive als auch gramnegative Bakterien produzieren B-Laktamasen. Wahrend
grampositive Bakterien das Enzym entweder produzieren oder nicht dazu in der Lage sind und es nach
auBen in das sie umgebende Medium abgeben, gibt es unter gramnegativen Bakterien graduelle
Abstufungen hinsichtlich der Enzymproduktion und die B-Laktamasen werden im periplasmatischen
Raum, also zwischen Zellwand und Zytoplasmamembran, konzentriert (Aktories et al., 2004). Zudem
besitzen viele Arten gramnegativer Bakterien eine natirlich vorkommende chromosomale pB-
Laktamase, von der man aufgrund homologer Sequenzen in der Proteinstruktur annimmt, dass sie sich
aus Penicillin-bindenden Proteinen entwickelt hat (Bradford et al.,, 2001). Je nach bevorzugtem
Substrat werden die B-Laktamasen als Penicillinasen, Cephalosporinasen oder Carbapenemasen
bezeichnet.

Unter den grampositiven Bakterien kdnnen unter anderem Stamme von S. aureus, B. cereus sowie von
Laktobazillen und Enterokokken B-Laktamasen ausbilden. Bei den gramnegativen Bakterien mit
moglicher B-Laktamaseproduktion sind unter anderem Vertreter der Enterobakterien wie E. coli und
Salmonella spp. sowie Stamme von K. pneumoniae und P. aeruguinosa zu nennen.

Heute haben sich zwei gangige Klassifikationsschemata fiir B-Laktamasen durchgesetzt: Zum einen die
molekulare Einteilung nach der Aminosauresequenz in die Gruppen A-D nach Ambler (1990) und zum
anderen die funktionelle Einteilung mit Beriicksichtigung von bevorzugten Substraten und Inhibitoren
in die Gruppen 1-3 nach Bush et al. (2010), wobei es Uberschneidungen zwischen beiden Schemata
gibt.

Im Rahmen dieser Arbeit kann hier lediglich kurz auf die Klassifikation nach Bush et al. aus dem Jahr
2009 (veroffentlicht 2010) eingegangen werden.

Die Gruppe 1 umfasst die Cephalosporinasen, die auf dem Chromosom vieler Enterobacteriaceae
kodiert sind, dafiir jedoch bei anderen Bakterienarten eher selten zu finden sind. Als Substrat
bevorzugen sie, wie der Name impliziert, vor allem Cephalosporine und hydrolysieren diese deutlich
besser als beispielsweise Penicillin G. Zu den Cephalosporinasen zahlt unter anderem die AmpC, deren
bevorzugtes Substrat Aminopenicilline und Cephalosporine sind.

Die Gruppe 2 ist die groRte Gruppe und fasst diejenigen B-Laktamasen zusammen, die die Aminosaure
Serin zur Hydrolyse des B-Laktamringes verwenden. Hierzu gehéren unter anderem die B-Laktamasen
PC, TEM, SVH und OXA, wobei die Bezeichnungen zumeist auf spezielle Eigenschaften dieser Enzyme
oder deren bevorzugte Substrate zurlickgehen. So steht PC fiir Penicillinase oder OXA dafiir, dass diese
B-Laktamasen Oxacillin als Substrat bevorzugen. Da es innerhalb der einzelnen Enzymfamilien in der
Regel viele Varianten gibt, werden diese numerisch gekennzeichnet. Im Falle der TEM-B-Laktamase
sind beispielsweise derzeit 100 verschiedene Enzyme bekannt, die als TEM-1 bis TEM-100 bezeichnet
werden.

Bei der Gruppe 3 handelt es sich um die Metallo-B-Laktamasen, deren bevorzugtes Substrat die
Carbapeneme sind. Sie unterscheiden sich dadurch von den anderen Gruppen, dass sie ein Zink-lon an
ihrer aktiven Seite benotigen.
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2.5.2.2 B-Laktamasen mit erweitertem Wirkspektrum (ESBLs)

Bei den B-Laktamasen mit erweitertem Wirkspektrum, im Englischen als extended spectrum pB-
lactamases (ESBL) bezeichnet, handelt es sich um B-Laktamasen gramnegativer Bakterien, die in der
Lage sind, Cephalosporine mit erweitertem Wirkspektrum, das sind Cephalosporine der 3. Generation,
die sich durch eine Oxyimino-Seitenkette auszeichnen, zu hydrolysieren (Ghafourian et al., 2015). Zu
den Cephalosporinen der 3. Generation zdhlen unter anderem Cefotaxim, Cefovecin und Ceftiofur.
Jedoch werden auch Monobactame durch ESBLs hydrolysiert (Bush et al., 1995). In der Regel sind ESBLs
nicht wirksam gegenliber Cephamycinen (Bradford et al., 2001) und kénnen durch Clavulansdure
inhibiert werden (Bush et al., 1995). Clavulansdure gehoért zu den sogenannten B-Laktamase-
Inhibitoren, da sie aufgrund ihrer den B-Laktamantibiotika sehr dhnlichen chemischen Struktur B-
Laktamasen irreversibel bindet und die Antibiotika somit vor ihrem Abbau schiitzt, ohne dabei selbst
Uber eine antibiotische Funktion zu verfiigen (Aktories et al., 2004).

Die Entstehung der ESBLs beruht auf Punktmutationen im Genom von B-Laktamasen, wobei die
meisten ESBLs auf B-Laktamasen der TEM- und SHV-Familie zurlickgehen (Bush et al., 1995). Besonders
oft kommen ESBLs bei Enterobakterien wie E. coli und K. pneumoniae vor. Die rasche Entstehung und
Verbreitung dieser Enzyme wird mit dem haufigen Einsatz von Cephalosporinen der 3. Generation
insbesondere in Krankenh&usern in Verbindung gebracht (Bradford et al., 2001; Liebana et al., 2013).

Zumeist liegen die fir ESBL kodierenden Gene auf Plasmiden (Ghafourian et al., 2015), was den
schnellen genetischen Austausch mit anderen Bakterien (ber den horizontalen Gentransfer
ermoglicht. Daher erscheint es nicht verwunderlich, dass bereits Bakterienstimme identifiziert
wurden, die verschiedene B-Laktamasen produzieren kénnen (Bradford et al., 2001).

ESBL-produzierende Bakterien sind jedoch nicht nur in der Humanmedizin ein zunehmendes Problem,
sondern werden auch in der Veterinarmedizin immer haufiger isoliert. So wiesen Freitag et al. (2017)
in ihrer Arbeit in Milchproben von gesunden und von an Mastitis erkrankten Kiihen in Bayern unter
insgesamt 878 E.coli-Isolaten 12 Stamme mit Plasmid-vermittelter ESBL-Produktion nach. Diese ESBLs
gehorten alle dem CTX-M-Typ an, einer relativ neuen ESBL-Familie, die insbesondere in Stimmen von
Salmonella Typhimurium und E. coli zu finden ist und das Substrat Cefotaxim bevorzugt (Bradford et
al., 2001). Funf der ESBLs beherbergten zuséatzlich ein fir TEM-1 kodierendes Gen auf ihrem Plasmid.
TEM-1 gehort zu den am haufigsten nachgewiesenen B-Laktamasen ohne erweitertes Wirkspektrum
bei gramnegativen Bakterien (Livermore et al., 1995). Mittlerweile zdhlen B-Laktamasen der CTX-M-
Familie neben denen der TEM- und SHV-Familie zu den am weitesten verbreiteten ESBLs (Liebana et
al., 2013). In E. coli-Stammen, die in Europa aus lebensmittelliefernden Tieren isoliert wurden, sind
Enzyme aus der CTX-M-Familie der vorherrschende ESBL-Typ (EFSA, 2011).

Zu ahnlichen Ergebnissen wie Freitag et al. (2017) beziglich des Vorkommens von ESBLs in E. coli-
Isolaten in deutschen Milchvieh- bzw. Nutztierhaltungen kamen auch andere Untersuchungen
(Eisenberger et al., 2018; Hille et al., 2018; Schmid et al., 2013).
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Beispielsweise wurden in rund 5 % von 490 Milchproben von an Mastitis erkrankten Kihen fiir ESBLs
kodierende Gene nachgewiesen, die alle der CTX-M-Familie zuzuordnen waren und teilweise zusatzlich
TEM-1 auf ihrem Plasmid beherbergten (Eisenberger et al., 2018).

Schmid et al. (2013) untersuchten hingegen Kot- und Umgebungsproben von gesunden Kiihen aus
Milchvieh- und Mastbetrieben auf ESBL-produzierende E. coli-Stdmme. In 32,8 % der insgesamt 598
untersuchten Proben wurde das CTX-M-Gen nachgewiesen. Zusatzlich wiesen 7,7 % der Proben AmpC-
Gene auf, wobei dies das erste Mal war, dass in Deutschland der zu dieser Enzymfamilie gehérende
Subtyp CMY-2 nachgewiesen werden konnte.

AmpC-B-Laktamasen sind Cephalosporinasen mit erweitertem Wirkspektrum, die urspriinglich auf
dem Chromosom vieler gramnegativer Bakterien lokalisiert waren, jedoch in den letzten Jahren immer
haufiger auf Plasmiden nachgewiesen wurden. CMY-2 stellt unter den AmpC das am weitesten
verbreitete Enzym dar (Liebana et al., 2013).

Auf gemischten Betrieben mit Milchkiihen und Rindermast wurde die hochste Anzahl ESBL-
produzierender E. coli-Stamme bei den Kalbern nachgewiesen — mehr als 50 % der untersuchten
Kotproben wiesen ESBL-produzierende Stamme auf (Schmid et al.,, 2013). Ein Zusammenhang zur
Nutzung von Hemmstoffmilch als Kalbertranke liegt hier nahe.

2.5.2.3 Enzymatischer Abbau von Penicillin G in Milch durch B-Laktamasen

Nach dem sich der Einsatz von Penicillin zur Behandlung von Mastitiden in der Veterindrmedizin
etabliert hatte, stellte man schnell fest, dass sich die in der Milch angereicherten Riickstande des
Antibiotikums nicht nur negativ auf die Herstellung von fermentierten Milchprodukten wie Kase
auswirkten, sondern auf Grund des allergischen Potentials von Penicillin auch ein Risiko flir den
Konsumenten darstellten (u.a. Albright et al., 1961; Hunter, 1949; Erskine, 1958).

Der Review von Albright et al. aus dem Jahr 1961 gibt einen guten Uberblick iiber die ersten
Einsatzversuche der 1940 durch Abraham und Chain entdeckten Penicillinase in boviner Milch mit
antibiotischen Rickstanden.

So untersuchten beispielsweise Katznelson und Hood bereits 1949 den Einfluss von Penicillin G und
anderen Antibiotika in Milch auf verschiedene Starterkulturen zur Herstellung von Milchprodukten
anhand der Saureproduktion der in den Kulturen enthaltenen Mikroorganismen. Sie stellten heraus,
dass bereits 0,05 1U Penicillin G pro Milliliter Milch zu einer kompletten Inhibition der Saureproduktion
flihrten. Ferner beschrieben sie, dass nach Einsatz von 0,02 mg Penicillinase in 100 ml Milch mit 0,5 U
Penicillin G wieder eine normale Sduerung der Milch stattfand. Die Penicillinase hatte das Penicillin G
also in dem MaRe inaktiviert, dass es das Wachstum der in den Starterkulturen enthaltenen
Mikroorganismen nicht mehr hemmte. Leider wird jedoch nicht angegeben, woher die in den
Versuchen verwendete Penicillinase bezogen wurde. Zudem ist anzumerken, dass 0,5 IU Penicillin G in
100 ml Milch ca. 0,3 pg entsprechen, was eine duRerst geringe Konzentration ist und Penicillin G-
Rickstande in Milch nach einer Mastitisbehandlung im mg-Bereich vorliegen (siehe Kap. 2.4).

Korycka-Dahl et al. (1985) befassten sich drei Jahrzehnte spater ebenfalls mit dem Abbau von Penicillin
G-Rickstanden in Tankmilch auf Milchviehbetrieben. Sie verwendeten in ihrer Arbeit eine kommerziell
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erhiltliche B-Laktamase aus B. cereus, die sie 200 m| Rohmilch mit 0,1 oder 0,5 IU/ml Penicillin G in
Konzentrationen von 0,01 bis 1,0 mU/ml zusetzten. AnschlieRend inkubierten sie die Milchproben bei
4 °C, der Lagerungstemperatur fur Tankmilch, flr verschiedene Zeitrdume bis zu 96 Stunden und
untersuchten sie mit Hilfe eines mikrobiologischen Wachstumsversuchs mit Geobacillus
stearothermophilus varies calidolactis auf antibiotische Riickstande. 0,5 IU/ml Penicillin G sollen durch
den B-Laktamase-Zusatz von 1 mU/ml und einer Inkubation bei 4 °C fur 18 Stunden nicht mehr
nachweisbar gewesen sein. Auch hier sei darauf hingewiesen, dass es sich mit 6 ug/200 ml um eine
sehr niedrige Ausgangskonzentration von Penicillin G in Milch handelt, die von den in der Praxis zu
erwartenden Riickstandskonzentrationen weit entfernt ist.

Lee et al. (1987) arbeiteten wie Korycka-Dahl et al. mit einer B-Laktamase aus B. cereus, legten den
Schwerpunkt ihrer Versuche jedoch zunachst auf die Kopplung des Enzyms an mit Cyanogenbromid
aktivierte Agarose. Dies flhrte zu einem enzymatischen Aktivitatsverlust von etwas weniger als 50 %.
Dennoch konnten sie zeigen, dass auch die immobilisierte bzw. gebundene B-Laktamase funktionierte.
In 10 ml Milch wurden 0,5 IU Penicillin G durch die Zugabe von 23,3 U Enzym bei einer Temperatur von
4 °Cinnerhalb von 9 Minuten unter stetigem Schitteln abgebaut.

Guay et al. (1987) verglichen in ihren Untersuchungen den Einsatz einer kommerziell erhaltlichen B-
Laktamase mit direkt durch Bakterien gebildeten B-Laktamasen in Milch mit 100 IU/ml Penicillin G
hinsichtlich ihrer Abbaukapazitadt des Antibiotikums. Einerseits konnten sie zeigen, dass der Abbau von
Penicillin G in Milch durch B-Laktamasen temperaturabhdngig war und bei 22 °C in derselben Zeit
prozentual mehr Antibiotikum abgebaut wurde als bei 2 °C. Andererseits stellten sie heraus, dass die
kommerziell erhiltliche B-Laktamase einen effektiveren bzw. schnelleren Abbau von Penicillin G
bewirkte als die von Mikroorganismen in der Milch produzierten B-Laktamasen. Dies wird mit einem
breiteren Wirkspektrum des kommerziell erhiltlichen Enzyms erklart. 100 IU/ml Penicillin G in Milch
konnten durch 0,49 U B-Laktamase innerhalb von 10 Stunden bei einer Temperatur von 22 °C komplett
inaktiviert bzw. abgebaut werden.

Li et al. (2014) geben in einer aktuelleren Arbeit eine bevorzugte Arbeitstemperatur ihrer ebenfalls
kommerziell erworbenen B-Laktamase von 20-35 °C an. Innerhalb dieses Temperaturbereichs wiesen
sie den kompletten Abbau von 10 pg Penicillin G in 10 ml Milch durch den Zusatz von 10 U B-Laktamase
mittels Fllssigkeitschromatographie gekoppelt an Massenspektrometrie nach.

Insgesamt zeigen alle hier aufgefiihrten Studien, dass der enzymatische Abbau von Penicillin G in Milch
durch B-Laktamasen sehr gut funktioniert. Allerdings wurden die Versuche mit kleinen antibiotischen
Konzentrationen durchgefiihrt, sodass lediglich geringe Enzymmengen erforderlich waren. Im Hinblick
auf die grolen Mengen an Hemmstoffmilch, die stetig auf Milchviehbetrieben anfallen, stellt sich beim
Einsatz kommerziell erhaltlicher B-Laktamasen die Frage nach der Wirtschaftlichkeit.

Da in einigen Landern, so zum Beispiel in China, B-Laktamasen in der Vergangenheit haufig illegal in
Milch eingesetzt wurden, um das Vorhandensein von antibiotischen Hemmstoffen zu maskieren,
wurde auch der gesundheitliche Aspekt des Einsatzes dieser Enzyme bereits diskutiert. Allgemein wird
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der illegale Einsatz von B-Laktamasen in Milch als Gesundheitsrisiko betrachtet (Wang et al., 2013), da
die Auswirkungen auf die Gesundheit unbekannt sind (Lee et al., 1987; Korycka-Dahl et al., 1985).
Diesbeziglich muss jedoch angemerkt werden, dass der Einsatz dieser Enzyme in Milch nicht dem
Zweck dient, aus Hemmstoffmilch wieder ein verkehrsfahiges Lebensmittel zu generieren. Zudem lasst
sich der Eintrag in die Umwelt Giber die Gille bzw. die Aufnahme des Enzyms mit der Milch durch die
Kalber einfach durch das Erhitzen der Milch und die daraus resultierende Denaturierung verhindern.

2.5.3 Metaboliten des Abbaus von Penicillin G

Sowohl dem Abbau durch physikalisch-chemische Prozesse wie Erhitzung als auch dem enzymatischen
Abbau durch B-Laktamasen liegt eine Hydrolyse des B-Laktamringes zugrunde (Li et al., 2014), was zu
denselben Metaboliten ohne antibiotische Wirkung fiihrt.

Die zwei Hauptmetaboliten sind Penillsdure und Penicillosdure (Aldeek et al., 2016). Welche
Metaboliten aus Penicillin G in wassrigem Milieu entstehen, ist insbesondere abhangig von den
Parametern Temperatur und pH-Wert des umgebenden Mediums (Li et al., 2014; Aksu et al., 2004).

Wahrend in stark saurem Milieu mit einem pH-Wert von 2,0 aus Penicillin G Penillsdure wird, entsteht
in stark alkalischem Milieu mit einem pH-Wert von 12,0 Penicillosdure (Aldeek et al., 2016). Da letztere
jedoch nur in Form von Salzen und Estern in neutraler Losung stabil ist, unterlauft sie schnell einer
Decarboxylierung und Penilloische Sdure entsteht (Li et al., 2014).

Li et al. (2014) untersuchten zusatzlichen den Einfluss der Temperatur auf die Entstehung der
Metaboliten von Penicillin G. Bei einem pH-Wert von 6,0 und Temperaturen von 5 °C bis 40 °C entsteht
die instabile Penicillosdure, wahrend bei einem pH-Wert von 2,0 und Temperaturen von 45 °C bis 60
°C vor allem Penilloische Sadure entsteht (Li et al., 2014).

Kommt es hingegen zur Hydroylse der Amid-Bindung, kdnnen auch Penicillamine und Penilloaldehyde
entstehen (Li et al., 2008). Des Weiteren fiihrt eine enzymatische Abspaltung der Acyl-Seitenkette des
Penicillin G zur Entstehung von 6-Amminopenicillansadure (Cole et al., 1973).
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Abb. 4: Abbauprodukte von Penicillin G in stark saurem Milieu (nach Aldeek et al., 2016).
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Abb. 5: Abbauprodukte von Penicillin G in stark alkalischem Milieu (nach Aldeek et al., 2016).

Bezliglich der Auswirkungen der antibiotisch inaktiven Metaboliten von Penicillin G auf die Gesundheit
ist bisher wenig bekannt. Deshpande et al. (2004) sowie Zhang et al. (2010) sprechen ihnen jedoch ein
ahnliches allergisches Potential zu wie ihrer Muttersubstanz.

Auch die Frage danach, ob und unter welchen Umstanden eine Ricktransformation der Metaboliten
zu Penicillin G moglich sein konnte, ist bisher noch nicht geklart.
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3 Material und Methoden

3.1 Physikalisch-chemischer Abbau von Penicillin G in Milch

3.1.1 Erhitzung von Penicillin G-haltiger Milch

Fir die Versuche zur Erhitzung von Penicillin G-haltiger Milch wurde im Handel erhaltliche
pasteurisierte und homogenisierte Kuhmilch mit 3,8 % Fettanteil verwendet. Jede Milchcharge wurde
vor Verwendung mit dem Delvotest BR Brilliant (Milku Tierhygiene, Bovenden) auf das Freisein von
Hemmstoffen getestet.

Um festzustellen, ob durch alleiniges Erhitzen von Milch mit Penicillin G iberhaupt ein Abbau des
Antibiotikums stattfindet, wurde die Anfangskonzentration von 4 pg/kg bewusst sehr gering gewahlt.
Sie entspricht dem gesetzlich vorgeschriebenen MRL-Wert fiir Penicillin G-Riickstande in Milch.

Penicillin G-haltige Milch wurde an jedem Versuchstag neu hergestellt. Die Herstellung erfolgte in allen
Versuchen wie beschrieben:

Die erforderliche Menge Penicillin G Natriumsalz (P3032-10MU, Sigma-Aldrich, Taufkirchen) wurde
zunachst in 100 g Phosphat-gepufferter Salzlésung (VWR International GmbH, Hannover) in einem
Becherglas aufgelost. Dann wurde die fiir die jeweilige Zielkonzentration benétigte Menge an Penicillin
G-Losung in ein weiteres Becherglas tberfiihrt und mit Milch auf 100 g aufgefullt. Schlieflich wurden
jeweils 10 g Penicillin G-haltige Milch in Reagenzglaser abgefiillt.

Die Erhitzung der antibiotikahaltigen Milch wurde in einem thermostatischen Wasserbad durchgefiihrt
(VWB 18, VWR International GmbH, Hannover). Es wurden finf verschiedene Temperaturstufen
angewendet: 75, 85, 90, 92 und 95 °C. Die Erhitzung bei 75 °C erfolgte in Anlehnung an die zur
Pasteurisierung verwendete Temperatur, wahrend 90 °C eine Temperatur abbilden soll, die auf
Milchviehbetrieben, wenn auch nur mit einigen Pasteurisierungsanlagen, noch erreicht werden kann.
Die dariliber liegenden Temperaturen von 92 °C und 95 °C liegen sehr nah aneinander, da vermutet
wurde, dass in diesem Bereich bereits kleine Temperaturunterschiede grofle Auswirkungen haben
kénnen. Allerdings sind Temperaturen von mehr als 90 °C auf Milchviehbetrieben schwer zu
realisieren.

Die Milch wurde jeweils fiir 10, 30, 60, 90 und 120 Minuten im Wasserbad erhitzt. Nach der Entnahme
aus dem Wasserbad wurden die Reagenzgldaser sofort in ein Eiswasserbad Uberfiihrt, um einen
moglichen Abbauprozess des Penicillin G zu beenden. Alle getesteten Temperatur-Zeit-Kombinationen
erfolgten jeweils in einem dreifachen Ansatz.

Zum Nachweis von Penicillin G-Ruckstanden in der Milch wurde der Delvotest BR Brilliant, im
Folgenden Delvotest genannt, verwendet, dessen Nachweisgrenze fiir Penicillin G bei ca. 2 pg/kg liegt.
Die Testrohrchen enthalten violettfarbenes Agarmedium mit dem Testkeim Geobacillus
stearothermophilus varies calidolactis sowie den Indikatorfarbstoff Brillantschwarz. Die zu
untersuchende Milchprobe wird in das Testrohrchen pipettiert und dann bei 63 £ 2 °C fir 3 Stunden
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inkubiert. Ist die Milchprobe frei von Hemmstoffen, so kann der Testkeim wachsen und es findet ein
Indikatorumschlag von violett nach gelb/transparent statt. Enthilt die jeweilige Milchprobe jedoch
Hemmstoffe wie Penicillin G, wird das Wachstum des Testkeims gehemmt und es findet kein
Farbumschlag statt, die violette Farbung des Agarmediums bleibt erhalten.

Die Inkubation der Testréhrchen fand hier bei 62 °C fiir 3 Stunden in einem Kiihlbrutschrank (Firma
Binder, Deutschland) statt. Der Delvotest wurde direkt nach dem Abktihlen der Milch im Eiswasserbad
angesetzt. Die Ergebnisse der optischen Auswertung wurden tabellarisch dokumentiert. Ein ,+“
bedeutet positiv auf Riickstande von Penicillin G, wohingegen ein ,-“ flr das Freisein der Milch von
Penicillin G bzw. das Vorliegen einer Konzentration unterhalb der Nachweisgrenze des Tests steht. Ein
negativer Delvotest bedeutet in diesem Versuch also, dass Penicillin G durch Erhitzen abgebaut wurde.
Grundsatzlich wurden in jedem Versuch eine Positiv- und eine Negativkontrolle der Milch angesetzt.

3.1.2 Erhitzung von Penicillin G-haltiger Milch nach vorheriger pH-Wert-Absenkung

Penicillin G-haltige Milchproben wurde wie in 3.1.1 beschrieben hergestellt. Die Temperaturstufen
waren hier 65, 75, 80 sowie 90 °C und die Erhitzungsdauer betrug 30, 60, 90 und 120 Minuten.
Zusatzlich wurde die Milch auf vier unterschiedliche pH-Werte im sauren Bereich, namlich pH 4,0, 4,5,
5,0 sowie 5,5, eingestellt, da Penicillin G instabil im sauren Medium ist (Frau et al., 1997), wahrend es
bei pH-Wert 6,0 sehr stabil ist (Kheirolomoom et al., 1999).

Dies wurde durch die tropfenweise Zugabe von 30%iger Milchsdure (Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe) zur Penicillin G-haltigen Milch unter pH-Meter-Kontrolle (Mettler Toledo FiveEasy, Mettler
Toledo, GieRRen) erreicht.

Die initiale Penicillin G-Konzentration in der Milch lag ebenfalls bei 4 pg/kg. Fir getestete
Kombinationen aus Erhitzungstemperatur, -zeit und pH-Wert, die zu einem Abbau von Penicillin G in
der Milch fiihrten, wurde die antibiotische Konzentration schrittweise erhdht. Die maximal getestete
Penicillin G-Konzentration in der Milch betrug 500 mg/kg. Auch hier wurde der Delvotest zum
Nachweis von Riickstdnden des Antibiotikums in den Milchproben verwendet.

Nach dem Erhitzen und Abklhlen der Milch im Eiswasserbad wurden die pH-Werte mit 1 molarer
Natriumhydroxid-Lésung (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) unter pH-Meter-Kontrolle wieder auf
einen pH-Wert von 6,5 angehoben, da dies ungefahr dem physiologischen pH-Wert von Kuhmilch
entspricht und der Testkeim des Delvotests lediglich neutrale Bedingungen toleriert.

3.1.3 Erhitzung von Penicillin G-haltiger Milch nach Zusatz von H.0:

In den Versuchen mit dem Zusatz von H,0; vor Erhitzung der Penicillin G-haltigen Milchproben wurde
sowohl ein Durchgang mit Milch mit einem Milchfettanteil von 3,8 % als auch mit einem
Milchfettgehalt von 0,3 %, also entrahmter Milch, in Anlehnung an Hanway et al. (2005) durchgefiihrt.

Wie zuvor beschrieben, wurden jeweils 10 g Milch mit 4 ug/kg Penicillin G in Reagenzglaser abgefullt.
Wasserstoffperoxid (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) wurde dann in Konzentrationen von 0,3 %
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sowie 0,5 % und 4 % (ab 0,5 % in 0,5er Schritten) im Verhaltnis von 0,1 %, 1 % und 2 % bezogen auf das
Gewicht der Milchproben hinzugefiigt. Der Einfachheit halber wurde davon ausgegangen, dass 1 g
Milch ca. 1 ml Milch entspricht, sodass zu 10 g Milchprobe 1 pl, 10 ul und 20 pl Wasserstoffperoxid in
der jeweiligen Konzentration hinzugegeben wurden.

Die Wasserstoffperoxid-Konzentration von 0,3 % wurde in Anlehnung an Hanway et al. (2005)
ausgewahlt, ebenso wie das weitere Vorgehen.

Die Milchproben wurden bei Raumtemperatur fir 15 Minuten bei 150 rpm (rounds per minute) in
einen Schiittelinkubator gestellt und im Anschluss weitere 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert,
bevor sie bei 75 °C fiir 15 sowie 30 Minuten im Wasserbad erhitzt wurden.

Neben den Milchproben, die nach dem Inkubationsprozess wie beschrieben erhitzt wurden, wurden
ebenfalls Proben ohne Wasserstoffperoxid dem Verfahren unterzogen, um sicherzustellen, dass das
Penicillin G nicht durch die vorherige Inkubationszeit und den anschlieffenden Erhitzungsvorgang
abgebaut wurde. Ebenso wurden Milchproben mit Wasserstoffperoxid nur inkubiert und nicht erhitzt
sowie ohne Inkubationszeit direkt erhitzt, um zu Gberprifen, ob eine Inkubationszeit wie von Hanway
et al. (2005) vorgeschlagen einen Einfluss auf den Abbau des Penicillin G in den Milchproben hat.

Nach dem Abkihlen der Milchproben im Eiswasserbad erfolgte erneut die Kontrolle auf Penicillin G-
Riickstande. Da H,0; jedoch bakterizid auf den im Delvotest enthaltenen Testkeim wirkt, erfolgte der
Nachweis hier mit dem SNAP Beta-Lactam ST Test (IDEXX, Ludwigsburg).

SNAP-Tests stellen generell ein antikorperbasiertes Nachweisverfahren dar, bei dem die Reaktion
zwischen einem bestimmten Antigen und einem Antikorper mit Hilfe eines Farbwechsels im Sichtfeld
des Tests angezeigt wird und somit das Vorhandensein des Antigens im Testmedium nachweist. Der in
diesem Versuch verwendete Test weist verschiedene B-Laktamantibiotika in boviner Milch nach und
besitzt eine Nachweisempfindlichkeit von 3 ug/kg fir Penicillin G. Die optische Auswertung im Sichtfeld
des Tests ist nach 6 Minuten moglich.

3.2 Enzymatischer Abbau von Penicillin G in Milch

3.2.1 Auswahl von geeigneten B-Laktamase-Bildnern

Wie in Kapitel 2.5.2.1 bereits erlautert, gibt es viele grampositive und gramnegative Bakterien, die zur
Produktion von B-Laktamasen in der Lage sind. Die im Rahmen dieser Arbeit bestehende Anforderung
an eine solche B-Laktamase ist, dass die Aktivitdt des Enzyms ausreichend sein muss, um 25 mg/kg
Penicillin G in Milch unter die Nachweisgrenze des verwendeten Nachweisverfahrens abzubauen
(siehe Kap. 2.4). Darliber hinaus ist ein moglichst weites Substratspektrum des Enzyms
winschenswert, damit gegebenenfalls auch andere Wirkstoffe aus der Klasse der B-Laktamantibiotika
damit in Milch abgebaut werden kdénnen. Aus diesem Grund konzentrierte sich die Suche nach
geeigneten  B-Laktamase-Bildnern auf coliforme Bakterien, die aus eingeschickten
Mastitismilchproben isoliert und in der Stammsammlung der Hochschule Hannover konserviert
wurden. Aus Milchproben isolierte coliforme Bakterienstimme, die sich bei dem im Labor der
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Hochschule Hannover routinemaRig angelegten Resistenzprofil im Agardiffusionstest resistent
gegeniber den B-Laktamantibiotika Penicillin G, Cloxacillin, Cefalexin, Cefquinom sowie Cefoperazon,
einem Cephalosporin der 3. Generation, zeigten, wurden filir ein Screening auf ESBL-Produktion
ausgewadhlt, da insbesondere die Resistenz gegeniliber Cephalosporinen der 3. Generation ein
charakteristisches Merkmal fir ESBL-Bildner darstellt (Valat et al., 2012). Insgesamt wurden 11
Bakterienstamme untersucht.

3.2.2 Screening von coliformen Bakterienstammen auf ESBL-Bildung

Als Screening-Methode fiir ESBL-Bildung bei den 11 coliformen Bakterienisolaten wurde der Double
Disk Approximation Test nach Jarlier et al. (1988) ausgewahlt. Dabei handelt es sich um einen
Agardiffusionstest.

Das zu untersuchende Bakterienisolat wurde auf Miuller-Hinton-Agar (Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland) ausgestrichen und mit einem Antibiotikaplattchen, das Amoxicillin-
Calvulansdure (20/10 pg, Oxoid, Wesel) enthilt, bestiickt. In 30 mm Abstand (Plattchenmitte zu
Plattchenmitte) wurde ein zweites Antibiotikapldttchen mit Cefoperazon (30 pg, Oxoid, Wesel), einem
Cephalosporin der 3. Generation, auf dem Agar positioniert. Zudem wurde jedes Isolat jeweils auf einer
weiteren Agarplatte ausgestrichen, die nur ein Cefoperazon-Plattchen enthielt. Dann wurden die
Agarplatten fiir 24 Stunden aerob bei 37 °C bebriitet und schlieBlich ausgewertet.

ESBL-bildende Bakterien sind per definitionem resistent gegeniiber Cephalosporinen der 3. Generation
(Valat et al.,, 2012), sodass sie in Anwesenheit des Antibiotikums wachsen kdnnen und das
Antibiotikaplattchen lGberwuchern. Clavulansdure hingegen ist ein B-Laktamase-Inhibitor, der in der
Lage ist, B-Laktamasen irreversibel zu binden und somit zu hemmen (Aktories et al., 2004).

Durch Diffusion der Clavulansdure in den umgebenden Agar entsteht, sofern es sich bei dem
Bakterienisolat um einen ESBL-Bildner handelt, eine Inhibitionszone an der Seite des
Antibiotikaplattchens mit dem Cephalosporin der 3. Generation, die dem Plattchen mit Amoxicillin und
Clavulansdure zugewandt ist (siehe Abb. 6).
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Abb. 6: Positives Ergebnis im Double Disk Approximation Test: Auf der linken Agarplatte wachst das
Bakterium ungehindert in Anwesenheit eines Antibiotikaplattchens mit Cefoperazon, wahrend in
Anwesenheit eines zweiten Antibiotikapldattchens mit Amoxicillin und Clavulansdure (rechte
Agarplatte) eine deutliche Inhibitionszone auf der diesem Pldttchen zugewandten Seite sichtbar ist.

Die Bakterienstamme, die sich positiv auf ESBL-Bildung zeigten, wurden fiir die weiteren Versuche
verwendet. Sie wurden mittels MALDI-TOF-Massenspektrometrie (MALDI Biotyper MTB Smart, Bruker,
Bremen) analysiert, um den Bakterienstamm sicher zu identifizieren.

3.2.3 Isolation der B-Laktamasen

Bezlglich der Lokalisation der gebildeten B-Laktamasen wurde beschrieben, dass grampositive
Bakterien die Enzyme in das sie umgebende Medium abgeben, wahrend die B-Laktamasen
gramnegativer Bakterien zellgebunden bleiben und im periplasmatischen Raum konzentriert werden
(Guay et al., 1987; Aktories et al., 2004).

Dem folgenden Versuchsteil dieser Arbeit liegt jedoch die Hypothese zugrunde, dass auch
gramnegative Bakterien ihre B-Laktamasen zumindest zu einem Teil in das sie umgebende Medium
freisetzen.

Zudem beschrieben Hirai et al. (1980), die in ihrer Studie eine B-Laktamase aus Pseudomonas cepacia
isolierten, dass die B-Laktamase-Produktion durch das Hinzugeben von 100 pg/ml Penicillin G, das sind
100 mg/|, sehr gut induzierbar sei.

Zunachst wurden die E. coli-Stamme, die bei -81 °C in der Stammsammlung gelagert werden, in
Reagenzglaser mit 10 ml Hirn-Herz-Bouillon (Merck Chemicals GmbH, Darmstadt) in einer
Ubernachtkultur fiir 16 Stunden aerob bei 37 °C angeziichtet. Am darauffolgenden Tag wurde je 1 ml
der Ubernachtkultur in 9 ml frische Hirn-Herz-Bouillon tberfiihrt. Die Hirn-Herz-Bouillon enthielt 10
mg/kg Penicillin G zur Stimulation der Enzymproduktion. Um herauszufinden, ob die Anwesenheit
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einer geringen Konzentration von Penicillin G einen positiven Einfluss auf die Enzymproduktion hat,
erfolgte parallel ebenfalls die Anzucht in frischer Hirn-Herz-Bouillon ohne den Zusatz von Penicillin G.
Zudem wurde die Gesamtkeimzahl in der Ubernachtkultur ausgewihlter E. coli-Stimme auf CC-Agar,
einem selektiven Medium fiir die Anzucht von coliformen Bakterien und E. coli, jeweils in einem
Doppelansatz bestimmt.

Im Anschluss erfolgte die Bebriitung der Bakterien-Bouillon auf einem Schiittelinkubator (Certomat S,
B. Braun Melsungen AG, Melsungen) aerob bei 37 °C fiir verschiedene Zeitintervalle zwischen 2 und 5
Stunden, um zu bestimmen, wann die Enzymproduktion der Bakterien am hochsten ist.

Da E. coli-Bakterien wahrend ihres Wachstums Saure produzieren, was sich wiederum durch die pH-
Wert-Absenkung in der Hirn-Herz-Boullion negativ auf die B-Laktamasen auswirken kdnnte, wurde
etwa alle 30 Minuten eine pH-Wert-Kontrolle durchgefiihrt und der pH-Wert mit 1 molarer
Natriumhydroxyd-Losung (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) auf den pH-Wert 7,0 eingestellt. Dies
erfolgte stets unter der Sterilbank, um den Eintrag von Kontaminationen in die Bakterien-Bouillon zu
verhindern.

Zusatzlich wurde in regelmaRigen Abstdnden in einer nur zu diesem Zweck angelegten Bakterien-
Bouillon photometrisch (Spekol 1500 UV VIS Spectrophotometer, analytikjena, Jena) die optische
Dichte bei 656,1 nm bei jedem E. coli-Stamm gemessen, um spater eine Verbindung zwischen dem
optimalen Zeitpunkt der Enzymgewinnung und der Wachstumsphase der Bakterien herstellen zu
kénnen. Vor Beginn der Messung wurde der Leerwert mit reiner Hirn-Herz-Bouillon eingestellt.

Nach 2 bis 5 Stunden wurden die Bakterien-Bouillons dann steril filtriert (Minisart NML Plus, Sartorius,
Gottingen) und die gewonnen Filtrate wurden bei -18 °Cin sterilen CELLSTAR ® Polypropylen R6hrchen
(Greiner Bio-One International, Frickenhausen) eingefroren. Vorher wurde jedes gewonnene Filtrat auf
Blutagar ausgestrichen und bei 37 °C fiir 24 Stunden bebriitet, um die Kontamination mit Bakterien
auszuschlieBen.

3.2.4 Anwendung des Filtrats in Penicillin G-haltiger Milch

Milchproben mit 25 mg/kg Penicillin G wurden wie bereits beschrieben hergestellt. Die eingefrorenen
Filtrate wurden bei 25 °C im Wasserbad aufgetaut und den Milchproben im Verhaltnis von zunachst 2
%, spater dann 1 % und 0,5 % in Bezug auf die Milchmenge zugesetzt. Der Wert von 2 % wurde in
Anlehnung an die Zugabemenge von Starterkulturen in der Herstellung von Milchprodukten
ausgewahlt.

Der Einfachheit halber wurde davon ausgegangen, dass 1 g Milch in ungefahr 1 ml Milch entspricht,
sodass zu 10 g Milchprobe 0,2, 0,1 und 0,05 ml Filtrat pipettiert wurden. Dies fand unter sterilen
Bedingungen statt.

Die Milchproben mit dem Filtrat wurden schliel3lich bei 37 °C aerob auf dem Schiittelinkubator bei 150
rpm fir 2 bis 8 Stunden inkubiert und direkt im Anschluss an die jeweilige Inkubationszeit mit dem
Delvotest auf Penicillin G-Riickstande getestet.
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3.2.5 Eigenschaften der gewonnenen Enzyml6sungen

Da die gewonnenen Filtrate B-Laktamasen enthielten, werden sie im Folgenden als Enzyml6sungen
bezeichnet.

Die hinsichtlich ihrer pB-Laktamaseaktivitdit zum jeweils optimalen Zeitpunkt gewonnenen
Enzymldsungen der verschiedenen E. coli-Isolate wurden nun hinsichtlich ihres Temperatur- und pH-
Wert-Optimums, ihrer Thermostabilitdt sowie ihrer Haltbarkeit bei unterschiedlicher Lagerung naher
charakterisiert.

Zur Charakterisierung des Temperatur- und pH-Wert-Optimums wurde untersucht, in welchem
Temperatur- bzw. pH-Wert-Bereich sich die enzymatische Abbaugeschwindigkeit von 25 mg/kg
Penicillin G in Milch nicht negativ veranderte bzw. der Abbau keine langere Inkubationszeit erforderte.

Die Bestimmung des optimalen pH-Wert-Bereichs wurde wie folgt ermittelt: Milch mit 25 mg/kg
Penicillin G wurde wie Ublich hergestellt und ihr pH-Wert wie in Kap. 3.1.2 beschrieben auf pH-Wert
4,0, 4,5, 5,0 sowie 5,5 eingestellt. Dann wurde Enzymldsung im Verhaltnis von 0,5 % in Bezug auf die
Probenmenge hinzugegeben und die Milchproben wurden auf dem Schittelinkubator bei 37 °C und
150 rpm aerob fiir die jeweils zum Abbau des Antibiotikums bendétigte Zeit bebritet. Anschlieend
wurde auch hier mit dem Delvotest auf Penicillin G-Riickstdnde getestet.

Um den optimalen Temperaturbereich fiir die Enzyme zu bestimmen, wurden die Milchproben mit der
Enzymldsung bei 15, 25, 30, 37 und 40 °C im Schittelinkubator bei 150 rpm fiir die jeweils bendtigte
Zeit inkubiert und danach mit dem Delvotest wieder auf Penicillin G-Riickstande untersucht.

Zur Analyse der Thermostabilitat bzw. der Temperatur, bei der die Denaturierung erfolgt, wurden die
Enzymldsungen fir 15 Minuten einer Temperatur von 45, 50, 60 und 70 °C im thermostatischen
Wasserbad ausgesetzt. Es wurde die Temperatur dokumentiert, nach deren Anwendung der Zusatz
der Enzymldsungen in Penicillin G-haltiger Milch auch innerhalb von 24 Stunden keinen Abbau des
Antibiotikums erzielen konnte. Hier wurde davon ausgegangen, dass es durch die Erhitzung zu einer
vollstandigen Denaturierung gekommen war.

Dariliber hinaus wurde ebenfalls die Lagerungsfahigkeit der einzelnen Enzymlésungen unter drei
verschiedenen Bedingungen, namlich tiefgekihlt bei -18 °C, im Kiihlschrank bei +8 °C sowie bei
Raumtemperatur getestet und in wochentlichem Abstand einen Monat lang durch Anwendung in
Penicillin G-haltiger Milch kontrolliert. Die Enzymldsungen wurden in geschlossenen CELLSTAR @
Polypropylen Rohrchen gelagert
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3.2.6 Lyophilisation der Enzymlésungen

Lyophilisation ist sowohl in der Lebensmitteltechnologie, beispielsweise zur Herstellung von
Instantprodukten, als auch in der Pharmaindustrie ein haufig angewendetes Verfahren, um Produkte
schonend zu trocknen und somit haltbar zu machen, ohne dass es zum Verlust der produkttypischen
Eigenschaften kommt.

Bei der Lyophilisation wird das Wasser aus einem gefrorenen Produkt durch Sublimation und
Desorption entfernt. Es handelt sich insgesamt um einen dreistufigen Prozess, der aus dem Einfrieren
und zwei angeschlossenen Trocknungsprozessen besteht. Um bei der Lyophilisation von Proteinen
Schaden zu vermeiden, werden in der Regel Kryo- bzw. Lyoprotektoren zugesetzt, um Frostschdaden
bzw. Schaden durch den Trocknungsvorgang vorzubeugen (Roy et al., 2004).

2 ml der zum jeweils optimalen Zeitpunkt gewonnenen Enzymldsungen wurden direkt nach ihrer
Herstellung in jeweils eine zur Gefriertrocknung vorgesehene, durch einen Gummistopfen
verschlieRbare Glasviole pipettiert und bei -81 °C tiefgefroren. Die tiefgefrorenen Enzymlésungen
wurden schlieRlich gefriergetrocknet (Lyophilisator Alpha 1-2 LDplus, Christ Gefriertrocknungsanlagen
GmbH, Osterode).

Im Anschluss wurden die Lyophilisate in 2 ml destilliertem Wasser, Umkehrosmose-Wasser,
Leitungswasser sowie in Hirn-Herz-Bouillon wieder geldst und wie bereits beschrieben in Milch mit 25
mg/kg Penicillin G angewendet. Im Anschluss erfolgte wie lblich die Kontrolle auf Penicillin G-
Rickstande mit dem Delvotest.
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4 Ergebnisse

4.1 Physikalisch-chemischer Abbau von Penicillin G in Milch

4.1.1 Abbau von Penicillin G in Milch durch Erhitzen

Die Formulierung Abbau von Penicillin G beschreibt im weiteren Verlauf der Arbeit die Reduktion der
Penicillin G-Konzentration unter die Nachweisgrenze des verwendeten Delvotests, sodass dieser ein
negatives Ergebnis auf Hemmstoffe zeigt.

Nach dem Erhitzen von Milch mit einer Konzentration von 4 pg/kg Penicillin G im thermostatischen
Wasserbad bei 75, 85, 90, 92 sowie 95 °C fiir 10, 30, 60, 90 und 120 Minuten lieB sich mit dem Delvotest
bei keiner Milchprobe, die unter 95 °C erhitzt worden war, ein Abbau des Antibiotikums feststellen.

Lediglich der Delvotest von Milchproben, die bei der maximalen Temperatur von 95 °C flir mindestens
90 Minuten erhitzt wurden, war negativ auf Penicillin G-Riickstande.

Daher wurde die Konzentration des Antibiotikums in der Milch im nachsten Schritt von 4 pg/kg auf 8
ug/kg erhoht. Hier fand durch eine Erhitzung bei 95 °C fur 90 und 120 Minuten jedoch kein Abbau von
Penicillin G mehr statt.

4.1.2 Abbau von Penicillin G in Milch durch Erhitzen nach vorheriger pH-Wert-
Absenkung

Im Folgenden wurde ein moglicher synergistischer Effekt aus Hitzeeinwirkung und Absenkung des pH-
Wertes in Penicillin G-haltiger Milch untersucht. Milchproben mit einem auf 4,0, 4,5, 5,0 und 5,5
eingestellten pH-Wert wurden bei 65, 75, 80 sowie 90 °C fur 30, 60, 90 und 120 Minuten im
thermostatischen Wasserbad erhitzt. Initial wurde wie beim alleinigen Erhitzen mit einer sehr geringen
Penicillin G-Konzentration von 4 pg/kg gearbeitet (siehe Tab. 1) und diese dann je nach Resultat
schrittweise erhoht.
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Temperatur pH-Wert Delvotest +/- | Delvotest +/- | Delvotest +/- | Delvotest +/-
nach 30 Min nach 60 Min nach 90 Min nach 120 Min
65 ° 4,0 + - - -

4,5
5,0
5,5
75 °C 4,0 - - - -
4,5
5,0
5,5
80 °C 4,0 - - - -
4,5 - - - -
5,0 + - - -
5,5 +

90 °C 4,0 - - - -
4,5 - - - -
5,0 - - - -
5,5 + - - -
Tab. 1: Ergebnisse des Abbaus von 4 pg/kg Penicillin G in Milch durch Einstellung der Milch auf

+ |+ |+

+ |+ |+
+ [+
1
1

unterschiedliche pH-Werte bei verschiedenen Erhitzungstemperaturen. Es erfolgte jeweils ein
dreifacher Ansatz des Delvotests.

Bei der niedrigsten Erhitzungstemperatur von 65 °C wurde die Konzentration von Penicillin G nur fir
die pH-Werte 4,0 und 4,5 ab 60 Minuten Erhitzungszeit erhdht, da bei den pH-Werten 5,0 und 5,5 kein
Abbau festgestellt werden konnte.

Die maximal abgebaute Penicillin G-Konzentration fir auf pH-Wert 4,0 eingestellte Milch lag bei 64
ug/kg nach einer Erhitzung fur 120 Minuten. Fiir Milch mit einem pH-Wert von 4,5 lag die abgebaute
Penicillin G-Konzentration lediglich bei 8 pg/kg nach Erhitzung fiir 120 Minuten.

Fiir die Erhitzung bei 75 °C wurden verschiedene Penicillin G-Konzentrationen in Milch mit pH-Wert
4,0 und 4,5 getestet, da auch hier eine Untersuchung der beiden héheren pH-Werte nicht sinnvoll war.
Die hochste abgebaute antibiotische Konzentration lag bei 500 pg/kg in Milch mit pH-Wert 4,0 und
einer Erhitzungsdauer von 120 Minuten. Nach Erhéhung des pH-Werts in Milch um eine halbe Einheit
war der Abbau von hdchstens 100 pg/kg Penicillin G bei einer Erhitzungszeit von 120 Minuten méglich.

Die Erhitzung auf 80 °C wurde in Penicillin G-haltiger Milch mit den pH-Werten 4,0, 4,5 und 5,0
vorgenommen. 16-64 mg/kg Penicillin G in Milch mit pH-Wert 4,0 wurden nach Erhitzung fur 90
Minuten abgebaut. Bei Erhitzung fiir 120 Minuten waren es sogar 80 mg/kg. Bei pH-Wert 4,5 wurde
nach 120 Minuten Erhitzung 1 mg abgebaut, wohingegen es bei Milch mit pH-Wert 5 nur 32 ug/kg
nach 120 Minuten waren.

Die hochste Erhitzungstemperatur von 90 °C wurde in Kombination mit allen vier pH-Werten
untersucht.
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FUr einen Milch-pH-Wert von 4,0 konnte nach 60-minutiger Erhitzung ein Abbau von 8-80 mg/kg
Penicillin G nachgewiesen werden. Eine Penicillin G-Konzentration von 100 mg/kg erfolgte nach 90-
minUtiger Erhitzung, wahrend héhere Konzentrationen bis zu 500 mg/kg 120 Minuten Erhitzung
erforderten.

Penicillin G in Milch mit pH-Wert 4,5 wurde bei 90 °C in einer Konzentration von 8-64 mg/kg nach 90
Minuten abgebaut. Konzentrationen von 80 bis maximal 350 mg/kg erforderten eine 120-minitige
Verweildauer im Wasserbad.

Bei einem pH-Wert von 5,0 war ein maximaler Abbau von 500 pg/kg Penicillin G nach 120 Minuten
Erhitzung moglich, bei pH-Wert 5,5 waren es jedoch lediglich 64 pg/kg.

Die folgenden beiden Tabellen geben einen Uberblick iiber die wichtigsten Ergebnisse der maximal
abgebauten Penicillin G-Konzentrationen in Milch mit pH-Wert 4,0 sowie 4,5 unter Einfluss der
verschiedenen Erhitzungstemperaturen.

Temperatur Max. Abbau Max. Abbau Max. Abbau Max. Abbau
nach 30 Min nach 60 Min nach 90 Min nach 120 Min
65 °C / 4 pg/kg 8 ug/kg 64 pg/kg
75 °C / 64 ug/kg 100 pg/kg 500 pg/kg
80 °C / 8 mg/kg 64 mg/kg 80 mg/kg
90 °C / 80 mg/kg 100 mg/kg 500 mg/kg

Tab. 2: Maximal abgebaute Penicillin G-Konzentrationen in Milch mit pH-Wert 4,0 nach unterschiedlich
langer Erhitzungsdauer. Maximale Konzentrationen fiir eine 30-minditige Erhitzung wurden nicht

ermittelt.
Temperatur Max. Abbau Max. Abbau Max. Abbau Max. Abbau
nach 30 Min nach 60 Min nach 90 Min nach 120 Min
65 °C / 4 ug/kg 4 ug/kg 8 ug/kg
75 °C / 8 ug/kg 32 pg/kg 100 pg/kg
80 °C / 100 pg/kg 500 pg/kg 1 mg/kg
90 °C / 8 mg/kg 64 mg/kg 350 mg/kg

Tab. 3: Maximal abgebaute Penicillin G-Konzentrationen in Milch mit pH-Wert 4,5 nach unterschiedlich
langer Erhitzungsdauer. Maximale Konzentrationen fiir eine 30-minditige Erhitzung wurden nicht
ermittelt.

4.1.3 Abbau von Penicillin G in Milch durch Zusatz von H,0, und Erhitzung

Als erstes wurde der Versuch in Milch mit 3,8 % Fettgehalt durchgefiihrt. Wie in Kap. 3.1.3 beschrieben,
wurden Milchproben mit einer Konzentration von 4 pg/kg Penicillin G hergestellt, denen jeweils
Wasserstoffperoxid im Verhaltnis von 0,1 %, 1 % sowie 2 % in Bezug auf die Milchprobenmenge in 0,3
%- bis 4 %iger Konzentration hinzugefiigt wurde und die einem Inkubations- und Erhitzungsverfahren
unterzogen wurden.



Ergebnisse 46

Im SNAP-Test liel sich durch keine der getesteten Konstellationen mit Wasserstoffperoxid in Milch ein
Abbau des Penicillin G nachweisen. Es bestand kein Unterschied zwischen einer verdoppelten
Erhitzungszeit von 30 anstatt von 15 Minuten sowie auch nicht zwischen Milchproben, die nur einer
Inkubation ohne anschliefendes Erhitzen und andersrum unterzogen wurden. Eine Kontrollprobe von
Milch mit H,0; ohne Penicillin G fiel negativ aus, was anzeigt, dass Wasserstoffperoxid die
Funktionalitat des Testsystems nicht beeinflusst, das heiRt nicht zu falsch positiven Ergebnissen fiihrt.
Eine weitere Kontrollprobe, die nur Penicillin G enthielt und sowohl inkubiert als auch erhitzt wurde,
war positiv.

Im Anschluss wurde derselbe Versuch in Anlehnung an Hanway et al. (2005) mit entrahmter Milch (0,3
% Milchfettgehalt) durchgefiihrt. Die Ergebnisse waren jedoch mit denen aus dem Versuch mit
Vollmilch identisch.

Das Penicillin G konnte in keiner der getesteten Konstellationen mit Wasserstoffperoxid abgebaut
werden und der Gehalt des Milchfetts hatte hier keinen Einfluss auf den Abbauprozess.

4.2 Enzymatischer Abbau von Penicillin G in Milch

4.2.1 Screening coliformer Bakterienstimme auf ESBL-Bildung

Acht von elf untersuchten Bakterienisolaten waren im Double Disk Approximation Test nach Jarlier et
al. (1988) positiv auf ESBL-Bildung und wurden fiir die weiteren enzymatischen Versuche verwendet.
Dies waren die folgenden Stamme: 5368, 6634, 6635, 7124, 13111, 13373, 13512 sowie 15072. Mittels
MALDI-TOF-Massenspektrometrie wurden sie als E. coli-Stamme identifiziert.

4.2.2 Anwendung der gewonnen Enzymlésungen aus E.coli in Milch

Zu Milchproben mit 25 mg/kg Penicillin G wurde zunachst jeweils 2 % Filtrat in Bezug auf die
Probenmenge hinzugefiigt, was in etwa 0,2 ml Filtrat entspricht. Es wurden sowohl Filtrate
angewendet, bei deren Herstellung 10 mg/kg Penicillin G zur Stimulation der Enzymproduktion
verwendet worden war als auch Filtrate, bei deren Herstellung auf den Zusatz des Antibiotikums
verzichtet worden war. Die Ergebnisse sind in tabellarischer Form im Anhang aufgefiihrt.

Die Hypothese, dass die zu unterschiedlichen Zeitpunkten gewonnenen Filtrate aus in Hirn-Herz-
Boullion angezlichteten E.coli-Bakterien B-Laktamasen enthalten, wurde bestatigt. Die Enzyme
konnten durch steriles Filtrieren aus der Bakterien-Bouillon isoliert werden. Aus diesem Grund wird im
Folgenden anstatt Filtrat der Terminus Enzymlésung verwendet. Die Anwendung der Enzymldsung in
Penicillin G-haltiger Milch bewies zudem, dass die gewonnenen B-Laktamasen grundsatzlich in Milch
arbeiten, was die Voraussetzung fiir das weitere Vorgehen war.

Wahrend bei zwei der acht Stdmme (5368 und 6634) keine der gewonnenen Enzymlésungen innerhalb
von 8 Stunden in der Lage war, eine Konzentration von 25 mg/kg Penicillin G in den Milchproben
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abzubauen, war dies bei den verbleibenden sechs Stammen der Fall. Es wurde angenommen, dass die
Enzyme dieser beiden Stamme nicht (iber eine ausreichende Aktivitat verfiigen, weshalb sie nicht fir
weitere Versuche verwendet wurden.

Insgesamt wird anhand der erzielten Ergebnisse deutlich, dass der Zeitpunkt, an dem die
Enzymldsungen gewonnen werden, entscheidend ist und die Gewinnung erst ab einem bestimmten
Moment in der Wachstumsphase der E. coli-Bakterien moglich ist.

Zudem fiihrte die Anwesenheit von 10 mg/kg Penicillin G bei der Anzucht der E. coli-Stimme in Hirn-
Herz-Bouillon nicht zu einem positiven bzw. stimulierenden Effekt auf die Enzymproduktion, sondern
beeinflusste diese sogar nachweislich negativ. Dies ist hier beispielhaft an den Ergebnissen der
Anwendung der Enzymldsung aus E. coli-Stamm 13111 in Milch gezeigt:

Mit Zusatz von 10 mg/kg Penicillin G zur Stimulation der Enzymproduktion:

Delvotest
nach8h

Delvotest
nach6 h

Delvotest
nach4 h

Zeitpunkt Delvotest
Enzymgewinnung | nach 2 h

2 Stunden
2,5 Stunden
3 Stunden
3,5 Stunden
4 Stunden
4,5 Stunden
5 Stunden
Tab. 4

+ |+ |+ ]+

+ |+ |+ |+ ]+ ]+

Ohne Zusatz von 10 mg/kg Penicillin G:

Zeitpunkt
Enzymgewinnung

Delvotest
nach2h

Delvotest
nach4 h

Delvotest
nach6 h

Delvotest
nach8h

2 Stunden

+

+

2,5 Stunden + +
3 Stunden + - - -
3,5 Stunden +

4 Stunden - - - -
4,5 Stunden - - - -
5 Stunden - - - -

Tab.5

Wahrend die nach 3 Stunden gewonnene Enzymldsung unter Zusatz von Penicillin G noch nicht in der
Lage ist, Penicillin G in Milch innerhalb einer achtstlindigen Inkubationszeit abzubauen, ist dies bei der
zur selben Zeit gewonnenen Enzymldsung, die ohne Penicillin G hergestellt wurde, bereits nach einer
vierstiindigen Inkubationszeit der Fall. Aus diesem Grund wurden alle weiteren Versuche grundsatzlich
ohne die Zugabe von Penicillin G durchgefiihrt.



Ergebnisse 48

Des Weiteren wurden zwischen den Enzyml6sungen der sechs Stimme, die 25 mg/kg Penicillin G in
Milch abbauen konnten, teilweise erhebliche Unterschiede in der enzymatischen Aktivitat festgestellt,
was sich in der flr den Abbau des Antibiotikums notwendigen Inkubationszeit duBerte.

So bendtigten die nach 4,5 Stunden gewonnenen Enzymldsungen von E. coli-Stamm 6635 und 13512
eine Inkubationszeit von 6 Stunden, um 25 mg/kg Penicillin G in Milch abzubauen. Die nach 3 Stunden
gewonnene Enzymldsung von E. coli-Stamm 7124 schaffte dies jedoch bereits nach 4 Stunden
Inkubationszeit.

Im Hinblick auf die Zielsetzung dieser Arbeit ist die fiir den Abbau des Penicillin G erforderliche Zeit des
Enzyms entscheidend. Je schneller der Abbau erfolgt, desto geeigneter ist das jeweilige Enzym fiir den
Einsatz auf Milchviehbetrieben.

Die anfangs eingesetzte Enzymmenge von 2 % (in Bezug auf die Menge an Penicillin G-haltiger Milch)
wirde bei den anfallenden Mengen antibiotikahaltiger Milch eine groRe Menge an Enzymldsung
erfordern, was wiederum sehr kostenintensiv ware. So waren dies bei 25 kg Milch bereits in etwa 400
ml Enzymldsung. Aus diesem Grund wurde im Folgenden versucht, die Enzymmenge auf 1 % und 0,5
% zu reduzieren. Dabei sollte sich die enzymatische Abbauleistung der Enzymldsungen nicht
verschlechtern bzw. die Enzymldsungen sollten keine ldngere Arbeits-/Inkubationszeit in der Penicillin
G-haltigen Milch benétigen. Die Ergebnisse sind ebenfalls in tabellarischer Form im Anhang zu finden.

Die Zugabe von 1 % Enzymlosung, also eine Reduktion um 50 %, war bei allen sechs angewendeten
Enzymlosungen ohne eine Veranderung der Ergebnisse bei der Anwendung in Penicillin G-haltiger
Milch moglich. Bei einer weiteren Verringerung der Enzymmenge auf 0,5 % konnte bei der Anwendung
der Enzyml6ésungen von E. coli-Stamm 6635, 13373 und 13512 jedoch innerhalb einer achtstiindigen
Inkubationszeit kein Abbau des Penicillin G mehr nachgewiesen werden. Nur die Enzymldsungen aus
E. coli-Stamm 7124, 13111 sowie 15072 zeigten genau dieselben Ergebnisse wie bei der Anwendung
von 2 % Enzyml6sung. Bei 25 kg Milch mit 25 mg/kg Penicillin G wiirden anstatt 500 ml nur 125 ml
Enzymldsung fir den Abbau des Antibiotikums benétigt. Zudem arbeiten die B-Laktamasen dieser drei
Stamme sehr schnell.

Da diese drei Enzymlosungen die hochste enzymatische Aktivitat bei der Anwendung in Penicillin G-
haltiger Milch aufweisen, sind die mit ihnen erzielten Ergebnisse hier noch einmal aufgefiihrt:
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Enzymldsung aus E. coli-Stamm 7124:

Zeitpunkt
Enzymgewinnung

Delvotest
nach2h

Delvotest
nach4 h

Delvotest
nach6 h

Delvotest
nach8h

2 Stunden

+

+

2,5 Stunden

+

+

3 Stunden

+

3,5 Stunden

4 Stunden

4,5 Stunden

5 Stunden

Tab. 6

Enzymldsung aus E. coli-Stamm 13111:

Zeitpunkt
Enzymgewinnung

Delvotest
nach2h

Delvotest
nach4 h

Delvotest
nach6 h

Delvotest
nach 8 h

2 Stunden

+

+

2,5 Stunden

+

3 Stunden

3,5 Stunden

+
+
+

4 Stunden

4,5 Stunden

5 Stunden

Tab. 7

Enzymldsung aus E. coli-Stamm 15072:

Zeitpunkt
Enzymgewinnung

Delvotest
nach2h

Delvotest
nach4 h

Delvotest
nach6 h

Delvotest
nach 8 h

2 Stunden

2,5 Stunden

3 Stunden

3,5 Stunden

4 Stunden

+ |+ |+ ]|+

4,5 Stunden

5 Stunden

Tab. 8

Die Enzymldsungen dieser drei E. coli-Stamme wurden als die am geeignetsten betrachtet. Die nach

3,5 Stunden gewonnene Enzymlosung aus E. coli-Stamm 7124 kann 25 mg/kg in Milch innerhalb von 2

Stunden bei 37 °C so abbauen, dass im Delvotest kein Penicillin G mehr nachweisbar ist. Um dies zu

erwirken, missen die Enzymlésungen aus E. coli-Stamm 13111 und 15072 nach 4,0 bzw. 4,5 Stunden

Anzucht aus Hirn-Herz-Boullion gewonnen werden.
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Um zu untersuchen, ob der Abbau von Penicillin G eventuell noch schneller erfolgt, wurden die
Inkubationszeiten der Enzymlosungen in der Milch in noch kiirzeren zeitlichen Abstanden untersucht.
Es wurde nun nach 1,5 bis 4 Stunden (in 0,5er Intervallen) auf Penicillin G-Rlckstdnde getestet.

Enzyml6sung aus E. coli-Stamm 7124:

Zeitpunkt
Enzymgewinnung

Delvotest
nach1,5h

Delvotest
nach2h

Delvotest
nach2,5h

Delvotest
nach3 h

Delvotest
nach3,5h

Delvotest
nach4 h

3 Stunden

+

+

+

3,5 Stunden

4 Stunden

4,5 Stunden

5 Stunden

+ |+ |+ |+ |+

Tab.9

Enzymldsung aus E. coli-Stamm 13111:

Zeitpunkt
Enzymgewinnung

Delvotest
nach1,5h

Delvotest
nach2 h

Delvotest
nach2,5h

Delvotest
nach3 h

Delvotest
nach3,5h

Delvotest
nach4 h

3 Stunden

+

+

+

+

3,5 Stunden

+

4 Stunden

4,5 Stunden

5 Stunden

+ |+ |+ ]+ ]+

Tab. 10

Enzymldsung aus E. coli-Stamm 15072:

Zeitpunkt
Enzymgewinnung

Delvotest
nach1,5h

Delvotest
nach2h

Delvotest
nach2,5h

Delvotest
nach3 h

Delvotest
nach3,5h

Delvotest
nach4 h

3 Stunden

+

3,5 Stunden

4 Stunden

4,5 Stunden

5 Stunden

+ |+ |+ |+ |+

Tab. 11

4.2.3 Eigenschaften der Enzymlosungen aus E. coli-Stamm 7124, 13111 und 15072

Die drei zum optimalen Zeitpunkt aus E. coli-Stamm 7124 (nach 3,5 Stunden), 13111 (nach 4,0 Stunden)
sowie 15072 (nach 4,5 Stunden) gewonnenen Enzymldsungen bauen 25 mg/kg Penicillin G in Milch
innerhalb von 2 Stunden bei 37 °C im Schiittelinkubator ab.

Nun erfolgte eine ndahere Charakterisierung beziglich ihres pH-Wert- und Temperatur-Optimums,

ihrer Thermostabilitdat bei Temperaturen ab 45 °C sowie ihrer Haltbarkeit bei drei unterschiedlichen
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Lagerungstemperaturen. Dabei wurde ihre Abbaukapazitdt von 2 Stunden fir 25 mg/kg Penicillin G in
Milch als Referenzwert genommen. Bei einer Verlangerung der erforderlichen Inkubationszeit von 2
Stunden wurde der jeweilige getestete Parameter als nicht optimal gewertet.

Zunachst wurde bestimmt, welche Auswirkungen ein saures Medium auf die enzymatische Aktivitat
der Enzymlosungen hat. In Milch mit pH-Wert 4,0 und 4,5 konnten alle drei Enzymlésungen nach 8
Stunden Inkubationszeit keinen Abbau des Penicillin G in der Milch bewirken. Bei einem pH-Wert von
5,0 dauerte der Abbau des Penicillin G jeweils 6 Stunden, wohingegen er bei einem pH-Wert von 5,5
innerhalb von 2 Stunden erfolgte. Dies zeigt, dass ein pH-Wert von 5,5 in Milch mit Penicillin G nicht
unterschritten werden darf. Der hochste getestete pH-Wert, bei dem die Enzymlésungen gut arbeiten,
ist der physiologische pH-Wert von Kuhmilch, der in der Regel zwischen 6,5 und 6,8 liegt. Die
Funktionalitat der Enzymlésungen bei basischen pH-Werten in Milch mit Penicillin G wurde nicht
untersucht.

Dann wurde der Temperaturbereich untersucht, bei dem die Enzymldsungen am effektivsten arbeiten.
Bei einer Umgebungstemperatur von 15 °C war die enzymatische Aktivitat aller Enzymlésungen stark
herabgesetzt, sodass fiir den Abbau von 25 mg/kg Penicillin G in Milch anstatt 2 Stunden mehr als 8
Stunden bendtigt wurden. Bei Temperaturen von 25 °C bis 37 °C erfolgte der Abbau des Penicillin G
innerhalb von 2 Stunden, wahrend bei einer Temperatur von 40 °C 4 Stunden erforderlich waren. Das
Temperatur-Optimum der drei Enzymldsungen liegt daher zwischen 25 °C und 37 °C.

Zur Untersuchung der Thermostabilitat der drei Enzymldsungen wurden diese fiir 15 Minuten bei 45,
50, 60 und 70 °C im thermostatischen Wasserbad erhitzt und dann wie gewohnt in Penicillin G-haltiger
Milch angewendet. Nach Erhitzung der Enzymldsungen aus Stamm 13111 und 15072 bei mind. 50 °C
fir 15 Minuten konnte bei Anwendung in Milch innerhalb von 24 Stunden kein Abbau des
Antibiotikums nachgewiesen werden, sodass man von einer vollstandigen Denaturierung des Enzyms
durch die Erhitzung ausgehen kann.

Bei der Enzyml6ésung aus Stamm 7124 war dies bei einer Erhitzungstemperatur von 60 °C der Fall.

Hinsichtlich der Haltbarkeit der Enzymlosungen eingefrorenen bei-18 °C, im Kiihlschrank bei 8 °C sowie
bei Raumtemperatur konnte folgendes festgestellt werden: Die enzymatische Aktivitat aller drei
Enzymldsungen blieb durch die Lagerung bei -18 °C fir mindestens 4 Wochen stabil. Die Lagerung im
Kihlschrank war bei den Enzymlésungen aus E. coli-Stamm 7124 und 13111 fir maximal 3 Wochen
ohne Veranderung der enzymatischen Aktivitat moglich, wahrend die Enzymldsung aus E. coli-Stamm
15072 maximal 4 Wochen dort gelagert werden konnte. Dieselben Ergebnisse wurden fiir die Lagerung
bei Raumtemperatur erzielt.

Jedoch konnte eine deutliche Abnahme der enzymatischen Aktivitdt nach drei Einfrier- und
Wiederauftauvorgangen der Enzymlosungen beobachtet werden.

Die Eigenschaften der drei Enzymlésungen werden hier noch einmal libersichtlich zusammengefasst.
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Untersuchte Enzyml6sung aus Enzymldsung aus Enzymldsung aus
Eigenschaft E. coli-Stamm 7124 E. coli-Stamm 13111 E. coli-Stamm 15072
Temperatur-Optimum | 25 °C bis 37 °C 25 °C bis 37 °C 25 °C bis 37 °C
Denaturierung bei 60 °C 50 °C 50 °C

pH-Wert-Optimum

pH-Wert 5,5 bis ca. 6,8

pH-Wert 5,5 bis ca. 6,8

pH-Wert 5,5 bis ca. 6,8

Haltbarkeit

eingefroren, 4 Wochen 4 Wochen 4 Wochen
-18°C

im Kiihlschrank, 3 Wochen 3 Wochen 4 Wochen
+8°C

bei Raumtemperatur | 3 Wochen 3 Wochen 4 Wochen

Tab. 12: Eigenschaften der Enzymldsungen.

4.2.4 Bestimmung der Gesamtkeimzahl in der Ubernachtkultur von E. coli-Stamm
7124, 13111 und 15072

Die Bestimmung der Gesamtkeimzahl wurde auf CC-Agar vorgenommen. Die hier angegebenen
Gesamtkeimzahlen wurden als durchschnittliche Gesamtkeimzahl aus jeweils drei verschiedenen
Bestimmungen der Gesamtkeimzahlen des jeweiligen E. coli-Stammes errechnet.

Fir die Ubernachtkulturen der E. coli-Stimme 7124, 13111 und 15072 ergaben sich im Mittel
Gesamtkeimzahlen von 2 x 108 KbE/ml, von 2,13 x 108 KbE/mI sowie von 1,39 x 108 KbE/ml.

4.2.5 Bestimmung der optischen Dichte bei Herstellung der Enzyml6sungen aus E.
coli-Stamm 7124, 13111 und 15072

Die optische Dichte der Hirn-Herz-Bouillon, in der die drei E. coli-Stamme jeweils angeziichtet wurden,
wurde zu unterschiedlichen Messzeitpunkten photometrisch bei 656,1 nm bestimmt. Die Ergebnisse
sind in der folgenden Tabelle 13 dargestellt. Es handelt sich hierbei fiir die Angaben bei jedem E. coli-
Stamm um Mittelwerte aus insgesamt drei voneinander unabhangigen Messungen.

Die optische Dichte von Hirn-Herz-Bouillon ohne Bakterien-Inokulum wurde als Leerwert mit einer
optischen Dichte von 0 eingestellt. Der Zeitpunkt t=0 Minuten zeigt die optische Dichte der Hirn-Herz-
Bouillon direkt nach dem Hinzufiigen vom 1 ml der Ubernachtkultur an und entspricht der in dieser
zuvor bestimmten Gesamtkeimzahl.
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Messzeitpunkt in Op der Bouillon mit Op der Bouillon mit Op der Bouillon mit
Minuten/Stunden E. coli-Stamm 7124 E. coli-Stamm 13111 E. coli-Stamm 15072
0 Minuten 0,23 0,17 0,19

20 Minuten 0,24 0,2 0,21

40 Minuten 0,3 0,25 0,28

1 Stunde 0,34 0,3 0,43

1,5 Stunden 0,48 0,51 0,54

2 Stunden 0,63 0,65 0,74

2,5 Stunden 0,88 0,85 1,01

3 Stunden 0,97 1,02 1,11

3,5 Stunden 1,1 1,08 1,11

4 Stunden 1,1 1,13 1,18

4,5 Stunden 1,27 1,19 1,24

5 Stunden 1,27 1,2 1,25

Tab. 13: Optische Dichte in der Bakterien-Bouillon zu verschiedenen Zeitpunkten.

Als Kriterium fir den richtigen Zeitpunkt zur Gewinnung der Enzymldsung kann also nicht nur die
Bebritungsdauer der E. coli-Stamme in Hirn-Herz-Boullion bei 37 °C dienen, sondern auch die optische
Dichte der Bouillon. Die Herstellung der Enzymldsung aus E. coli-Stamm 7124 ist optimal ab einer
optischen Dichte von 1,1 in der Bouillon, die der Enzymlésung aus E. coli-Stamm 13111 ab einer
optischen Dichte von 1,13 sowie die der Enzyml6sung aus E. coli-Stamm 15072 ab einer optischen
Dichte von 1,24.

4.2.6 Lyophilisation der Enzyml6sungen aus E. coli-Stamm 7124, 13111 und 15072

Jeweils 2 ml der zum optimalen Zeitpunkt aus E. coli-Stamm 7124 (nach 3,5 Stunden), 13111 (nach 4
Stunden) sowie 15072 (nach 4,5 Stunden) gewonnenen Enzymldsungen wurden dem
Gefriertrocknungsverfahren unterzogen, um eine dauerhafte Haltbarkeit zu erzielen. Jedoch musste
zunachst Gberpriift werden, ob die Gefriertrocknung zu einem Verlust der Enzymaktivitat fihrt. Aus
diesem Grund wurden die gefriergetrockneten Enzymldésungen in 2 ml destilliertem Wasser erneut
aufgelést und wie bereits beschrieben in Milch mit 25 mg/kg Penicillin G angewendet. Das
Antibiotikum wurde jedoch anstatt innerhalb von 2 Stunden nun nach 8 Stunden abgebaut.

Daraufhin wurden zur Losung der Lyophilisate jeweils 2 ml Umkehrosmose-Wasser, Leitungswasser
und Hirn-Herz-Bouillon verwendet. Das Auflésen in verschiedenen Medien bewirkte jedoch keinen
schnelleren Abbau des Penicillin G; die bendtigte Dauer betrug jeweils 8 Stunden.
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5 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, eine Abbaumethode fiir f-Laktamantibiotika bzw. fiir Penicillin G
in Milch zu entwickeln, die zur direkten Anwendung in Hemmstoffmilch auf Milchviehbetrieben
geeignet ist, da sie ohne groRen technischen Aufwand, schnell, zuverldssig und madglichst
kostenschonend funktioniert.

Zu diesem Zweck wurden drei physikalisch-chemische Abbaumethoden sowie der enzymatische Abbau
mit B-Laktamasen aus ESBL-bildenden E. coli-Stammen hinsichtlich ihrer Eignung fir die Zielsetzung
dieser Arbeit untersucht. Als Richtwert fir eine realistische Konzentration von Penicillin G in Milch
wahrend einer lokalen Mastitistherapie sowie in der darauffolgenden Wartezeit wurde basierend auf
der in Kap. 2.4 bereits diskutierten Studie von Knappstein et al. (2005) eine Konzentration von 25
mg/kg gewahlt.

Als erstes wurde untersucht, ob das alleinige Erhitzen von einer mit 4 pg/kg sehr geringen
Konzentration Penicillin G in Milch zu einem Abbau des Antibiotikums fiihrt. Dazu wurden
Temperaturen bis zu 95 °C angewendet, was jedoch in der praktischen Umsetzung auf einem
Milchviehbetrieb sehr schwierig bzw. eventuell gar nicht moglich ware. Zwar kénnen Milchtaxis mit
Pasteurisierungsfunktion haufig Temperaturen von 75 °C bei beliebiger HeiRhaltezeit erreichen, aber
es gibt nur weniger Modelle, mit denen eine maximale Erhitzungstemperatur von 90 °C moglich ist.

Wie in einigen Studien und bereits von Fleming selbst beschrieben wurde, fiihrt nur das
Sterilisationsverfahren bei 120 °C fiir eine Dauer von 20 Minuten zu einem erheblichen Abbau von
Penicillin G (Roca et al., 2011; Zorraquino et al., 2008; Fleming, 1929).

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse bestatigen, dass selbst das Erhitzen bei einer Temperatur von
95 °C fuir eine Dauer von 120 Minuten lediglich den Abbau von 4 pg/kg Penicillin G bewirken kann.
Somit stellt das alleinige Erhitzen von Penicillin G-haltiger Milch keine geeignete Methode fiir das
Vorhaben dieser Arbeit dar.

Es muss in diesem Zusammenhang allerdings darauf hingewiesen werden, dass die verwendete
Penicillin G-Konzentration von 4 pg/kg sehr nah an der Nachweisgrenze des verwendeten Delvotests
liegt, was bei manchen Testsystemen problematisch sein und zu falschen Ergebnissen filhren kann. Da
jedoch bei allen Proben grundsatzlich ein dreifacher Ansatz erfolgte und es keine Abweichungen
zwischen den Ansdtzen einer Probe gab, kann davon ausgegangen werden, dass die Nahe der
getesteten Penicillin G-Konzentration zur Nachweisgrenze des Tests keine Auswirkungen auf die
Ergebnisse hatte.

In den Versuchen, in denen die Kombination aus Absenkung des pH-Wertes der Penicillin G-haltigen
Milch bis maximal 4,0 und nachfolgender Hitzeeinwirkung von bis zu 90 °C untersucht wurde, konnte
eindeutig ein synergistischer Effekt zwischen den Parametern pH-Wert und Erhitzungstemperatur
nachgewiesen werden. Aksu et al. (2004) hatten ebenfalls eine Abhangigkeit des Penicillin G-Abbaus
vom pH-Wert des umgebenden Mediums und der Temperatur beschrieben.
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Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse verdeutlichen, dass der Abbau von Penicillin G in Milch umso
besser — das heillt in groReren Konzentrationen — funktioniert, je hher die Erhitzungstemperatur, je
niedriger der pH-Wert und je langer die Erhitzungszeit ist. Diese drei Parameter sind fest miteinander
verzahnt.

Der Einfluss des pH-Wertes zeigt sich beispielsweise eindrucksvoll beim Vergleich der abgebauten
Penicillin G-Konzentration durch die Erhitzung bei 75 °C fiir 2 Stunden: Wahrend durch das alleinige
Erhitzen lediglich 4 pg/kg Penicillin G in der Milch abgebaut wurden, waren es in auf pH-Wert 4,0
eingestellter Milch 500 pg/kg — also das 125-Fache.

Anhand der Ergebnisse wird zudem ersichtlich, dass das Erhitzen der Milch bei Temperaturen von 65
°C und 75 °C selbst in Kombination mit den Milch-pH-Werten 4,0 und 4,5 nicht ausreichend ist, um
Penicillin G-Konzentrationen im mg-Bereich abzubauen.

Ebenso konnten in Milch mit pH-Werten von 5,0 sowie von 5,5 auch bei einer hohen
Erhitzungstemperatur von 90 °C keine antibiotischen Konzentrationen im mg-Bereich abgebaut
werden, was darauf hinweist, dass diese pH-Werte zu nah am stabilen pH-Wert-Bereich von Penicillin
G liegen, der sich bei 6,0 befindet (Kheirolomoom et al., 1999).

Dass ein Milch-pH-Wert von 4,0 in Kombination mit hohen Erhitzungstemperaturen zum Abbau groRer
Penicillin G-Konzentrationen fihrt, ist darauf zurtickzufiihren, dass Penicillin G besonders instabil bei
pH-Werten unterhalb von 4,0 ist (Kheirolomoom et al., 1999).

Durch das Ansduern der Milch auf einen pH-Wert von 4,0 kénnen sowohl bei einer
Erhitzungstemperatur von 80 °C als auch von 90 °C nach 90 bzw. 60 Minuten nicht nur die geforderten
25 mg/kg Penicillin G, sondern noch sehr viel hhere Konzentrationen abgebaut werden. In Milch mit
pH-Wert 4,5 reicht dafiir nur das Erhitzen bei 90 °C fir mindestens 90 Minuten aus.

Nachdem dargelegt wurde, dass eine kombinierte Behandlung Penicillin G-haltiger Milch durch
Ansduern und Erhitzen eine wirkungsvolle Abbaumethode fiir das Antibiotikum darstellt, soll nun der
Frage nach der praktischen Umsetzung auf Milchviehbetrieben nachgegangen werden. Die
beschriebene Methode ist relativ einfach durch den Landwirt selbst umsetzbar. Die Anschaffung von
Milchsdure oder einer anderen organischen Sdure wie Ameisensdure zur pH-Wert-Absenkung ist
glnstig und birgt keine groBen Risiken in der Anwendung. Die erforderliche Menge an Milchsaure
kénnte mit Hilfe einer Dosierungstabelle einfach abgelesen werden. Eine anschlieRende Verwendung
als Sauermilchtranke ware denkbar, jedoch koénnten pH-Werte von 4,0 und 4,5 zu
Akzeptanzproblemen bei den Kalbern flihren, da der empfohlene pH-Wert fiir Sauermilchtranken bei
einem pH-Wert von 5,5 liegt (LAVES, 2015). Nach Anwendung der Methode kdnnte die Milch dennoch
schadlos liber die Gille entsorgt werden.

Es darf jedoch nicht auller Acht gelassen werden, dass die Erhitzung der Milch einer apparativen
Ausstattung, am besten in Form eines Milchtaxis fur Kalber mit Pasteurisierungsfunktion und
integriertem Rihrwerk, bedarf. Mittlerweile sind Milchtaxis auf vielen Betrieben zu finden, jedoch gibt
es nur wenige Modelle, die eine Erhitzungstemperatur von 90 °C bei beliebiger HeiBhaltezeit erreichen
kénnen. Gerade fir kleinere Milchviehbetriebe wiirde diese Investition einen enormen finanziellen
Aufwand bedeuten, zumal durch die hohe Erhitzungstemperatur und durch die lange Erhitzungszeit
zusatzlich betrachtliche energetische Kosten entstehen wiirden.
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Es ist daher anzunehmen, dass diese Abbaumethode fiir Penicillin G bei den Landwirten auf freiwilliger
Basis nicht auf groRen Anklang stoRen wird, da sie sehr kostenintensiv ist.

Da zum einen der Einfluss des alleinigen Erhitzens auf den Abbau von Penicillin G in Milch als auch die
Kombination aus Ansduern der Milch und Erhitzen getestet wurde, liegt es nahe, zu untersuchen, ob
auch das alleinige Ansduern von Milch beispielsweise bei Raumtemperatur einen Effekt hat. Darauf
wurde jedoch in dieser Arbeit bewusst verzichtet, da hier eine zu lange Standzeit der Milch
angenommen wurde und der Abbau des Penicillin G in einer moglichst kurzen Zeit erzielt werden
sollte. In Anbetracht der Ergebnisse des kombinierten Verfahrens scheint diese Annahme sehr
wahrscheinlich zu sein.

Mit dem Hinzufliigen von Wasserstoffperoxid zu Penicillin G-haltiger Milch und nachfolgendem
Erhitzen bei 75 °C, was der Pasteurisierungstemperatur entspricht, wurde nun eine dritte physikalisch-
chemische Abbaumethode untersucht. Es sollte Uberprift werden, ob H,0, in Kombination mit
thermischer Einwirkung einen ahnlichen synergistischen Effekt auf den Abbau von Penicillin G hat wie
das Ansdauern von Milch vor dem Erhitzen.

Leider konnten die von Hanway et al. (2005) beschriebenen Ergebnisse, namlich dass 436 pg/kg
Penicillin G durch die Zugabe von 0,34 %igem Wasserstoffperoxid, Inkubation bei 54,4 °C fiir 3 Stunden
sowie Pasteurisierung bei 62,8 °C fur 30 Minuten abgebaut wurden, weder in entrahmter Milch noch
in Milch mit einem Fettgehalt von 3,8 % reproduziert werden. Da aus dieser Studie die applizierte
Menge an Wasserstoffperoxid nicht hervorgeht, wurden hier verschiedene Kombinationen aus der
Konzentration von H;0, sowie der hinzugegebenen Menge untersucht. Keine der analysierten
Kombinationen flihrte zu einem Abbau des Penicillin G in der Milch, obwohl im Vergleich zu Hanway
et al. (2005) eine hohere Erhitzungstemperatur gewahlt wurde, die Penicillin G-Konzentration um das
10-Fache geringer war und hohere Wasserstoffperoxid-Konzentrationen angewendet wurden.
Moglicherweise kdnnte der Abbau von Penicillin G durch héher konzentriertes Wasserstoffperoxid
erreicht werden, jedoch gelten bereits fiir 5%ige Losungen besondere Sicherheitsvorschriften, da es
zu Veratzungen der Haut, bei hoheren Konzentrationen auch der Atemwege kommen kann. Zudem ist
die Anschaffung von Wasserstoffperoxid kostenintensiv.

In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen mit Wasserstoffperoxid konnte weder ein
Abbaueffekt von Wasserstoffperoxid in Penicillin G-haltiger Milch noch eine Verstarkung von dessen
oxidativer Wirkung durch das Erhitzen nachgewiesen werden.

Der zweite Teil dieser Arbeit befasst sich mit dem enzymatischen Abbau von Penicillin G in Milch durch
aus ESBL-bildenden E. coli-Stammen isolierten B-Laktamasen. Es konnten drei Enzymldsungen
gewonnen werden, die einen Abbau von 25 mg/kg Penicillin G in Milch innerhalb einer zweistiindigen
Inkubationszeit erzielen kénnen. In bisher durchgefiihrten Studien (siehe Kap. 2.5.2.3) wurde der
Einsatz von B-Laktamasen zwar bereits als gut funktionierend beschrieben, allerdings lagen die
abgebauten Penicillin G-Konzentrationen im pg/kg-Bereich und waren zum Teil aus dem Handel
bezogen worden.

Hier konnte jedoch dargelegt werden, dass der Einsatz von B-Laktamasen den Abbau von deutlich
grofleren antibiotischen Konzentrationen ermoglicht.
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Eine der wichtigsten Erkenntnisse dieser Arbeit war, dass die B-Laktamasen durch das sterile Filtrieren
aus der Hirn-Herz-Bouillon von den Bakterien isoliert werden konnten, obwohl in der Literatur
beschrieben wurde, dass die B-Laktamasen gramnegativer Enzyme im periplasmatischen Raum der
Bakterien konzentriert, also zellgebunden seien, wahrend grampositive Bakterien die Enzyme in das
sie umgebende Medium abgeben (Aktories et al., 2004; Guay et al., 1987). Durch das Ausstreichen der
Enzymlosungen auf Blutagar und die anschlieRende Bebriitung wurde verifiziert, dass keine
Kontamination der Loésung mit Bakterien erfolgt war und diese den Abbau des Penicillin G bewirkt
hatten.

Es wdare natlirlich moglich, dass die gewonnenen Enzyme aus abgestorbenen, lytischen Bakterien
stammen und nicht aus aktiv freigesetzten Enzymen. Dies erscheint jedoch in Anbetracht des
Gewinnungszeitpunktes der Enzymldsungen, dem eine entscheidende Rolle zukommt, als sehr
unwahrscheinlich. Die Enzymlosungen wurden nach einer Inkubationszeit von 3,5, 4,0 sowie 4,5
Stunden aus der Bakterien-Bouillon gewonnen. Zu diesen Zeitpunkten befinden sich E. coli-Bakterien
in der logarithmischen Wachstumsphase mit optimalem Teilungswachstum, die nach einer
anfanglichen Adaptionsphase von ca. 1 Stunde, auch lag-Phase genannt, in der sich die Bakterien
zunachst an die neue Umgebung adaptieren missen, ca. 8 bis 10 Stunden andauern kann (Duffy et al.,
1999). Zwar konnte es vor allem in einer statischen Bakterienkultur durch die toxische Wirkung der
bakteriellen Stoffwechselprodukte wie Sdure rasch zum Absterben von Bakterien kommen, allerdings
handelte es sich hier um eine fed-batch Kultur, da keine neuen Nahrstoffe zugefiihrt wurden, jedoch
durch die pH-Wert-Korrektur das Stoffwechselprodukt Sdure neutralisiert wurde (Rolle et al., 2007).
Die Freisetzung von B-Laktamasen aus lytischen Bakterien ist insofern unwahrscheinlich, als dass diese
vor allem der stationdren Phase bzw. die Abbauphase des Bakterienwachstums zuzuordnen ist. Auch
wenn das Absterben einiger weniger Bakterien grundsatzlich immer stattfindet, ware nach 3,5 bis 4,5
Stunden Wachstum mit Sicherheit keine ausreichende Menge an Enzymen in der Bouillon vorhanden,
um 25 mg/kg Penicillin G in Milch abzubauen.

Des Weiteren spricht auch dagegen, dass die Gewinnung der Enzyme zu spateren Zeitpunkten,
beispielsweise nach 5 Stunden, keine Beschleunigung des antibiotischen Abbaus erbrachten. Dies
misste dann jedoch bei einer groBeren Menge von durch Zerfall von Bakterien freigesetzten Enzymen
in der Losung der Fall sein.

Da die Generationszeit von E. coli in vitro im kiirzesten Fall 20 Minuten betragt, kann davon
ausgegangen werden, dass du den Zeitpunkten, an denen die Enzymlosungen in diesem Versuch
gewonnen wurden, eine sehr hohe Gesamtkeimzahl vorherrschte und somit eine entsprechend grolRe
Enzymmenge produziert wurde.

Dennoch bleibt unklar, warum der Zusatz von 10 mg/kg Penicillin G zur Hirn-Herz-Bouillon keinen
stimulierenden Effekt auf die Produktion der B-Laktamasen hatte. So hatten Hirai et al. (1980)
bezlglich der Gewinnung einer [B-Laktamase aus dem ebenfalls gramnegativen Bakterium
Pseudomonas cepacia die ca. 10-Fache Konzentration von 100 mg/| als fur die Enzyminduktion
geeignet beschrieben.

Es ist denkbar, dass das Wachstum der drei E. coli-Stamme in Anwesenheit des Penicillin G langsamer
erfolgte und dies folglich zu einer geringeren bzw. langsameren Enzymproduktion fihrte. Vor dem
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Hintergrund, dass alle drei Stamme ESBL-Bildner mit Resistenz gegeniiber Penicillin G sind, stellt dies
jedoch keine plausible Erklarung dar. Geklart werden konnte dieser Sachverhalt Gber die Bestimmung
und den Vergleich der optischen Dichte bzw. der Gesamtkeimzahl in der Bakterien-Bouillon mit und
ohne Penicillin G. Ein langsameres Wachstum der E. coli-Stamme in Anwesenheit von Penicillin G
wirde sich dann in einer geringeren Optischen Dichte bzw. in einer geringeren Gesamtkeimzahl zum
selben Zeitpunkt im Vergleich zu jener in der Bakterien-Bouillon ohne Penicillin G widerspiegeln. Ein
solcher Vergleich wurde in der vorliegenden Arbeit nicht vorgenommen, da die daraus resultierende
Erkenntnis flr das Ziel dieser Arbeit wenig Relevanz hatte. Alternativ ware es moglich gewesen, eine
geringere Konzentration von Penicillin G zu verwenden und den dadurch erzielten Effekt zu
untersuchen. Es wurde jedoch entschieden, auf den Zusatz von Penicillin G in Hirn-Herz-Bouillon mit
den drei E. coli-Stammen zu verzichten, da die gewonnenen Enzymldsungen bereits eine ausreichend
hohe enzymatische Aktivitat aufwiesen.

In Anbetracht der Ergebnisse lasst sich schlussfolgern, dass die drei E. coli-Stamme auch ohne die
Anwesenheit eines B-Laktamantibiotikums kontinuierlich B-Laktamasen in das sie umgebende
Medium abgeben, das heilt, dass die Enzymproduktion nicht induziert werden muss.

Welche B-Laktamase-Typen gewonnen wurden, lasst sich nur Gber weitere Untersuchungsmethoden
wie zum Beispiel eine PCR klaren. Da fiir ESBL kodierende Gene haufig auf Plasmiden lokalisiert sind
(Ghafourian et al., 2015; Freitag et al., 2017), sollten diese Gegenstand weiterer Forschung sein.

Es muss des Weiteren die Tatsache bedacht werden, dass die Enzymlosungen Plasmide aus lytischen
E. coli-Bakterien enthalten kénnen. Da die GréBe von Plasmiden im nm-Bereich einzuordnen ist
(Arkhangelsky et al., 2011) und die hier verwendeten Filter erst Partikel ab einer GréRe von 0,2 um
zurickhalten, besteht die Moglichkeit, dass Plasmide in das Filtrat (ibergegangen sind. Dies ware
insofern unglinstig, als dass bei der Anwendung der Enzymlésungen in Milch und dem darauffolgenden
Entsorgen liber die Giille oder dem Verfiittern der Milch an Kalber diese mit Resistenzgenen beladenen
Plasmide in die Umwelt bzw. in den Organismus der Kalber gelangen wiirden, wo sie wiederum von
anderen Bakterien aufgenommen werden und somit deren Resistenzspektrum erweitern kénnten. Vor
der Anwendung der Enzymldsungen in Milch auf Milchviehbetrieben sollte also definitiv sichergestellt
werden, dass diese frei von Plasmiden sind.

Da DNA jedoch nicht durch die Pasteurisierungstemperatur denaturiert wird, misste sie beispielsweise
durch das Hinzugeben einer Desoxyribonuklease zerstért oder durch die Anwendung eines
physikalischen Trennverfahrens wie der Dichtegradientenzentrifugation von den anderen
Bestandteilen der Enzymlosung getrennt und isoliert werden.

Dennoch muss angemerkt werden, dass es sich bei der Transformation, also der Fahigkeit von
Bakterien fremde DNA aufzunehmen, um einen Prozess handelt, der grundsatzlich allgegenwartig
stattfindet.

Eine weitere wichtige Erkenntnis, die aus den enzymatischen Versuchen gewonnen werden konnte,
ist, dass dem Zeitpunkt der Enzymgewinnung, wie bereits erwahnt, eine entscheidende Bedeutung
zukommt. Der jeweils optimale Zeitpunkt der Enzymgewinnung unterscheidet sich bei den drei E. coli-
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Stammen und ist bei Stamm 7124 zeitlich am ehesten ab einer 3,5-stlindigen Inkubationszeit mdglich.
Es ist jedoch normal, dass sich auch Bakterienstamme einer Art in ihren Wachstumseigenschaften
leicht unterscheiden, auch wenn die Gesamtkeimzahl in der Ubernachtkultur aller drei Stimme im
Bereich von 102 KbE/ml lag.

Dass die Gewinnung der Enzymldsungen erst ab einem gewissen Zeitpunkt in der Wachstumsphase
der Bakterien moglich ist, kann durch deren Wachstumskinetik erklart werden. Grundsatzlich werden
bei Bakterien vier Wachstumsphasen unterschieden. Die erste Phase ist die auch lag-Phase genannte
Adaptationsphase, in der es durch die Adaptation an die geanderten Umgebungsbedingungen und das
Umstellen des Stoffwechsels fiir die Teilungsprozesse zu einer GréRenzunahme und zu einem Beginn
der Teilung kommt. Nach einer gewissen Zeit erfolgt der Ubergang in die logarithmische
Wachstumsphase, die sogenannte log-Phase, die durch exponentielles Wachstum bzw. durch ein
optimales Teilungswachstum gekennzeichnet ist. In der sich anschlieBenden stationdaren Phase nimmt
die Teilungsrate durch beginnenden Nahrstoffmangel und die Anreicherung toxischer
Stoffwechselprodukte langsam ab und steht mit der Abbaurate im Gleichgewicht. Die letzte Phase ist
die Absterbephase, in der die Anzahl lebender Bakterien kontinuierlich abnimmt (Rolle et al., 2007).
Die Abbildung 7 zeigt die Wachstumskinetik von E. coli.
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Abb. 7: Diese Grafik ist der Arbeit von Duffy et al. (1999) entnommen und zeigt die Wachstumskurven von
E. coli bei 37 °C in Hirn-Herz-Bouillon bei neutralen (obere Kurve mit schwarzen Quadraten) und
sauren pH-Wert-Verhaltnissen an.

Die optimalen Gewinnungszeitpunkte fir alle drei Enzymldsungen liegen innerhalb der exponentiellen
Wachstumsphase der E. coli-Stamme. Dies erscheint logisch, da sich die Bakterien in diesem Zeitraum
besonders stark vermehren, d.h. in groRBer Zahl vorliegen und deshalb eine entsprechende
Konzentration an PB-Laktamasen vorhanden ist. Von einer Enzymgewinnung in den spateren
Wachstumsphasen sollte abgesehen werden, da nicht bekannt ist, ob die durch die abgestorbenen
Bakterien freigesetzten Substanzen negative Auswirkungen auf die Funktion der B-Laktamasen haben
bzw. welche von ihnen bei der Filtration den Filter passieren und in die Enzyml6sung gelangen kdnnen.
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Dariliber hinaus kommt es insbesondere gegen Ende der exponentiellen Wachstumsphase zu einer
massiven Zunahme von Prozessen wie der Transformation.

Es sei zudem auf die Bedeutung der Aufrechterhaltung neutraler pH-Wert-Bedingungen im
Ndahrmedium hingewiesen. Zum einen bewirkt ein saures Milieu ein weniger starkes
Bakterienwachstum und somit vermutlich eine geringere Enzymproduktion und zum anderen kénnte
das saure Milieu zu einem nachhaltigen Funktionsverlust der B-Laktamasen fiihren. In den im Rahmen
dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen konnte gezeigt werden, dass B-Laktamasen gut in einem pH-
neutralen Milieu arbeiten, wahrend saure Bedingungen mit einem pH-Wert unter 5,5 zu einer
verringerten Aktivitat fiihren.

Vergleicht man nun die drei untersuchten physikalisch-chemischen Abbaumethoden von Penicillin G
mit dem enzymatischen Abbau durch die gewonnenen Enzymlésungen aus den drei E. coli-Stammen,
lasst sich zundchst einmal feststellen, dass sowohl durch das Ansauern von Penicillin G-haltiger Milch
mit nachfolgender Erhitzung als auch durch die Anwendung von Enzymlésungen mit B-Laktamasen ein
effektiver Abbau des Antibiotikums in Milch erfolgt. Wahrend bei der Methode aus Ansduern und
Erhitzen nicht nur der Abbau von 25 mg/kg Penicillin G in Milch untersucht wurde, sondern auch die
jeweils maximal abbaubaren Konzentrationen des Antibiotikums ermittelt wurden, konzentrierten sich
die Versuche zum enzymatischen Abbau auf die Kapazitat der Enzyme, die ebengenannte antibiotische
Konzentration abzubauen. Sicherlich kénnen die Enzyme auch zum Abbau héherer Penicillin G-
Konzentrationen eingesetzt werden, wobei sich die benotigte Inkubationszeit der Enzyme in Milch
moglicherweise verlangern wird. Diese Untersuchung wurde hier nicht vorgenommen, da mit 25
mg/kg Penicillin G bereits eine sehr hohe Konzentration gewahlt wurde, die in praxi wahrscheinlich
nicht erreicht wird. Die maximale enzymatische Kapazitat der Enzyml6sung kann jedoch jeder Zeit
ermittelt werden.

Im Hinblick auf die Eignung dieser beiden Abbaumethoden zur Anwendung auf Milchviehbetrieben
stellt der Einsatz von B-Laktamasen eine deutlich geeignetere Methode dar. Die Enzymldsung kann der
Hemmstoffmilch in der benétigten Menge beigefligt und diese danach in einem Milchtaxi fir Kalber
mit integrierter Rihrfunktion auf eine Temperatur von 37 °C erhitzt werden. Nach zwei Stunden ist die
Milch dann frei von Penicillin G-Riickstanden. Zwar ist auch hier eine zweistlindige Erhitzungszeit
erforderlich, jedoch bei einer sehr viel niedrigeren Temperatur, sodass deutlich weniger energetische
Kosten anfallen dirften. Die nachfolgende Pasteurisierung der Milch im Milchtaxi sorgt fiir die
Denaturierung der B-Laktamase, sodass der Eintrag in die Umwelt beim Ausbringen der Milch mit der
Gulle gewahrleistet ist und auch die mit dieser Milch gefiitterten Kalber nicht mit dem Enzym in
Kontakt kommen.

Dennoch stellt sich natirlich auch hier die Frage nach den Kosten, da die B-Laktamasen im groRen Stil,
beispielsweise in Form eines industriellen Fermentationsprozesses, hergestellt werden missten.
Zudem besteht die Notwendigkeit aus den Enzymlésungen ein Produkt zu entwickeln, das die hier
untersuchte Haltbarkeit von einem Monat in tiefgefrorener oder von drei Wochen in gekiihlter Form
deutlich Ubersteigt.



Diskussion 61

Nach Lyophilisation der Enzymldsungen und erneuter Auflésung in verschiedenen Medien zeigte sich
beim Einsatz in Penicillin G-haltiger Milch ein deutlicher enzymatischer Aktivitatsverlust. Es ist nicht
genau bekannt, welche Substanzen der Enzymlésungen bei der Sublimation verdampfen und ob dies
den Aktivitatsverlust zur Folge hat. Moglicherweise koénnte sich der Einsatz von Kryo- und
Lyoprotektoren hier positiv auswirken. Im Rahmen dieser Arbeit kann diesbeziglich lediglich auf den
weiteren Forschungsbedarf hingewiesen werden.

Eine geeignete Produktform konnten unter anderem Tabletten sein, welche die B-Laktamasen
enthalten, sich in der Hemmstoffmilch auflésen und die Enzyme freisetzen. Eine weitere Mdoglichkeit
stellt beispielsweis die Bindung der Enzyme an Tragerstoffe wie Eupergit C dar (Katchalski-Katzir et al.,
2000). Dem technologischen Prozess der Enzymgewinnung im groRen Stil sowie der moglichen
Verarbeitung in einem fir den Handel bestimmten Produkt missen sich nachfolgende Arbeiten zu
diesem Thema widmen. Dennoch ist es mit dieser Arbeit gelungen, eine Basis fiir nachfolgende
technologische Prozesse zur Gewinnung von geeigneten B-Laktamasen zu schaffen.

Des Weiteren muss selbstverstandlich angemerkt werden, dass neben Penicillin G noch weitere
Wirkstoffe aus der Klasse der B-Laktamantibiotika zur Behandlung von Mastitiden beim Rind eingesetzt
werden, so zum Beispiel ebenfalls Cephalosporine insbesondere der dritten und vierten Generation.
Da hier nur die Wirksamkeit der drei Enzymldsungen gegenliber Penicillin G untersucht wurde, misste
in einem nachsten Schritt zunachst ihre Wirksamkeit im Abbau gegeniber anderen -
Laktamantibiotika untersucht werden. Es besteht jedoch eine hohe Wahrscheinlichkeit, dass auch
andere Vertreter der B-Laktamantibiotika abgebaut werden, weil die B-Laktamasen Uber ein
erweitertes Wirkspektrum verfiigen.

AbschlieBend kann festgestellt werden, dass der Abbau von Penicillin G in Milch durch die drei im
Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Enzymlésungen aus E. coli-Stdmmen der physikalisch-chemischen
Abbaumethode durch Ansduern und Erhitzen der antibiotikahaltigen Milch deutlich (iberlegen ist und
zudem wesentlich leichter auf Milchviehbetrieben durch die Landwirte angewendet werden kann.

Der Einsatz von B-Laktamasen in Hemmstoffmilch bietet eine groRe Chance, den Eintrag von B-
Laktamantibiotika Gber die Milch in die Umwelt zukiinftig zu verringern, sodass einer beschleunigten
Resistenzentwicklung gegeniiber dieser Antibiotikaklasse entgegengewirkt wird.
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Renner, Romina (2019): Abbau von B-Laktamantibiotika in Hemmstoffmilch

6 Zusammenfassung

Auf die Behandlung von Mastitiden entfallen 68 % der in der Milchviehwirtschaft insgesamt
eingesetzten Antibiotika. Die Mastitistherapie erfolgt i.d.R. durch die lokale Applikation von
Euterinjektoren in die Milchdriise. Dabei kommen insbesondere Wirkstoffe aus der Klasse der B-
Laktamantibiotika, also Penicilline und Cephalosporine, zur Anwendung, da sie eine gute Wirksamkeit
bei einer aktuell entspannten Resistenzlage aufweisen (S. aureus-Mastitiden ausgenommen).
Wahrend und auch noch einige Zeit nach der lokalen antibiotischen Therapie kénnen im Falle von
Penicillin G fast 50 % der applizierten Dosis unverandert tGber die Milch ausgeschieden werden. Bei der
Behandlung aller vier Viertel kann die ausgeschiedene Menge an Penicillin G in Abhdngigkeit vom
Melkintervall bei einer Konzentration von 25 mg/kg Penicillin G in der Milch liegen. Antibiotikahaltige
Milch wird als Hemmstoff- oder Sperrmilch bezeichnet und darf nicht in die Lebensmittelkette
gelangen. Zum Schutz der Verbraucher wurden aus diesem Grund in der VO (EU) Nr. 37/2010 MRL-
Werte fiir antibiotische Riickstdnde in Lebensmitteln tierischer Herkunft festgelegt, deren Einhaltung
in den Molkereien Uberprift wird. Der gesetzlich vorgeschriebene MRL-Wert fiir Penicillin G in Milch
liegt bei 4 pg/kg.

Die Entsorgung der Hemmstoffmilch erfolgt zum einen Uber das Ausbringen mit der Giille auf
landwirtschaftliche Flachen oder durch die Verwendung als Kalbermilch fiir die Nachzucht auf dem
Betrieb. Beide Praktiken sind mit negativen Auswirkungen auf die Umwelt und das Okosystem
behaftet.

Das Ausbringen auf landwirtschaftliche Flachen flihrt zu einer Anreicherung von antibiotischen
Rickstanden im Erdboden, die potentiell das Grundwasser erreichen kénnen oder sich in auf diesen
Flachen angebauten Nutzpflanzen anreichern und somit in die Lebensmittelkette gelangen kénnen.
Schwerer wiegt jedoch die Tatsache, dass antibiotische Riickstande einen grofRen Einfluss auf das
Mikrobiom der im Erdboden befindlichen Bakterien haben und ihre Anwesenheit Uber langere
Zeitrdume in subtherapeutischen Dosen nachweislich zur verstiarkten Ubertragung von
Resistenzgenen zwischen den dort lebenden Bakterien fihrt.

Die Verwendung antibiotikahaltiger Milch als Kadlbertranke ist ein potentieller Risikofaktor fiir die
Selektion antibiotikaresistenter Bakterien im Darm der Kalber. Im Kot von mit Hemmstoffmilch
geflitterten Kalbern wurde bereits nach einer kurzen Expositionsdauer ein erhohtes Vorkommen
resistenter E.coli-Bakterien festgestellt. Welche weiteren negativen Auswirkungen diese Praxis
langfristig auf die Gesundheit der Kalber hat, ist weitgehend noch unklar.

In Anbetracht der immer weiter zunehmenden Problematik mit resistenten oder gar multiresistenten
Bakterien sollte versucht werden, den Eintrag antibiotischer Riickstande in die Umwelt zu reduzieren,
um einer beschleunigten und verstarkten Entwicklung von Resistenzen entgegenzuwirken. In der
Veterindrmedizin wurde der Einsatz von Cephalosporinen der 3. und 4. Generation durch die Anderung
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der TAHAV im Marz 2018 eingeschrinkt. Dies wird in Zukunft zu einem verstirkten Einsatz von
Schmalspektrum-Antibiotika aus der Klasse der Penicilline fiihren, was wiederum dauerhaft Einfluss
auf die Resistenzentwicklung gegenliber dieser Wirkstoffklasse haben kdnnte.

Die vorliegende Arbeit verfolgt das Ziel, eine Abbaumethode fiir B-Laktamantibiotika, zunachst fur
Penicillin G, zu entwickeln, mit der die im Rahmen einer lokalen Mastitisbehandlung zu erwartende
Penicillin G-Konzentration in der Milch abgebaut werden kann. Diese Methode sollte schnell und
einfach auf den Milchviehbetrieben durch den Landwirt durchfiihrbar sein und die Konzentration von
Penicillin G unter den gesetzlichen MRL-Wert von 4 pg/kg abbauen. Des Weiteren sollte die Methode
nicht mit grofem Arbeitsaufwand oder Risiken fiir die Umwelt oder die Gesundheit des Anwenders
verbunden und dabei moglichst kostenschonend sein.

Der erste Teil dieser Arbeit beschaftigt sich mit dem Abbau von Penicillin G durch die physikalisch-
chemischen Methoden Erhitzung, Anwendung von Sdure sowie Wasserstoffperoxid, wahrend sich der
zweite Teil der Arbeit dem enzymatischen Abbau durch B-Laktamasen widmet.

Grundsétzlich erfolgt der Abbau aller B-Laktamantibiotika tiber die Offnung des B-Laktamringes, der
das aktive Zentrum darstellt und fiir die antibiotische Aktivitat verantwortlich ist. Folglich bedingt die
Offnung der Ringstruktur den Verlust der antibiotischen Aktivitidt. Chemisch gesehen handelt es sich
dabei um eine Hydrolyse der Ringstruktur.

Als erstes wurde die alleinige Erhitzung von Milch mit 4 ug/kg Penicillin G bei Temperaturen bis zu 95
°C untersucht. Durch die Einwirkung von 95 °C fur 120 Minuten konnte jedoch nur ein maximaler
Abbau von 4 pg/kg Penicillin G erzielt werden.

Da ein alleiniger Erhitzungsvorgang keine ausreichende Inaktivierung von Penicillin G erbrachte, wurde
ein kombiniertes Verfahren aus Herabsetzen des Milch-pH-Wertes (pH 4,0, 4,5, 5,0, 5,5) mit
Milchsdure sowie anschlieRender Erhitzung bei verschiedenen Temperaturen von 75 °C bis 90 °C fir
unterschiedliche Zeitintervalle angewendet.

Hier zeigte sich, dass der Abbau von Penicillin G in Milch umso besser funktioniert, je héher die
Erhitzungstemperatur, je niedriger der pH-Wert in der Milch und je langer die Erhitzungszeit ist. Jedoch
erwiesen sich nur die pH-Werte 4,0 und 4,5 sowie die Erhitzungstemperaturen von 80 °C und 90 °C als
geeignet, um einen Abbau von Penicillin G im erforderlichen mg/kg-Bereich zu erreichen.

In Milch mit einem pH-Wert von 4,0 kénnen beispielsweise durch eine 90-minitige Erhitzung bei 80 °C
64 mg/kg Penicillin G abgebaut werden, wihrend es unter denselben Bedingungen bei 90 °C bereits
100 mg/kg sind. Fir Milch mit einem pH-Wert von 4,5 lassen sich nur durch die Erhitzung bei 90 °C
gute Abbauergebnisse erzielen. So werden nach 90-mindtiger Erhitzung 64 mg/kg abgebaut.

Fiir beide pH-Werte ist durch eine Erhitzung bei 90 °C fiir 120 Minuten der Abbau von deutlich hoheren
Penicillin G-Konzentrationen moglich.

Fiir die Anwendung dieser Methode auf Milchviehbetrieben ist eine apparative Ausstattung noétig, die
das Erhitzen von Milch auf 90 °C ermoglicht. Dies ist in einigen Milchtaxis fir Kalber moglich, die
normalerweise nur zur Pasteurisierung von Milch genutzt werden und mittlerweile auf sehr vielen
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Milchviehbetrieben vorhanden sind. Das Verfahren aus Ansduern und Erhitzen der Milch ist an sich
einfach und schnell durchfiihrbar, jedoch durch die langen Erhitzungszeiten bei hohen Temperaturen
energie- und somit kostenintensiv, weshalb diese Methode auf freiwilliger Basis bei den Landwirten
wahrscheinlich wenig Anklang finden wird. Hinzu kommt, dass sich eine Verwendung der angesaduerten
Milch als Sauermilchtranke fur Kalber schwierig gestalten kdnnte, da ein pH-Wert von 5,5 fiir eine gute
geschmackliche Akzeptanz nicht unterschritten werden sollte. Somit kann die mit dieser Methode
behandelte Milch sehr wahrscheinlich lediglich Gber die Giille entsorgt werden.

Ein dritter physikalisch-chemischer Abbauversuch, bei dem Penicillin G-haltige Milch mit
Wasserstoffperoxid versehen und nach einer Inkubationszeit ebenfalls erhitzt wurde, konnte gar
keinen Abbau des Antibiotikums erzielen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden aus in der Hochschule Hannover aus Mastitismilchroben isolierte
coliforme Bakterien mit einem auffilligen Resistenzspektrum gegeniliber verschiedenen -
Laktamantibiotika mit dem Double Disk Approximation Test nach Jarlier auf die Produktion von ESBL
Uberprift. Die acht positiv auf ESBL-Bildung getesteten Bakterien wurden dann mittels MALDI-TOF-
Massenspektrometrie als E. coli-Stdmme identifiziert. Im nachsten Schritt wurde versucht, die B-
Laktamasen dieser Stamme wahrend ihrer Anzucht in Hirn-Herz-Bouillon zu verschiedenen
Zeitpunkten ihres Wachstums bei 37 °C durch sterile Filtration zu gewinnen. Dabei zeigte sich, dass die
Enzymproduktion dieser E. coli-Stamme nicht — wie in der Literatur beschrieben — verstarkt durch eine
Konzentration von 10 mg/kg Penicillin G in der Hirn-Herz-Bouillon induzierbar war. Die einzige logische
Erklarung dafir scheint ein verzégertes Wachstum der Bakterien in Gegenwart von Penicillin G zu sein.
Dies ist jedoch auf Grund der Tatsache, dass es sich bei den verwendeten E. coli-Stammen um ESBL-
Bildner mit Resistenz gegeniiber Penicillin G handelt, wenig wahrscheinlich. In dieser Arbeit wurde
nach dieser Feststellung auf die Zugabe von Penicillin G in der Hirn-Herz-Bouillon verzichtet, allerdings
sollte die Ursache fiir den ausbleibenden stimulierenden Effekt ndaher untersucht werden und es
sollten gegebenenfalls geringere Penicillin G-Konzentrationen zur Stimulation getestet werden.

In den durchgefiihrten Versuchen konnte nachgewiesen werden, dass die aus den E. coli-Stammen
gewonnenen Filtrate ab einem fir jeden Stamm individuellen Zeitpunkt ihrer exponentiellen
Wachstumsphase B-Laktamasen enthalten, die bei der Anwendung in Milch bei 37 °C unterschiedliche
Inkubationszeiten benétigen, um 25 mg/kg Penicillin G abzubauen. Insgesamt waren Enzymlésungen
aus drei der acht E. coli-Stamme dazu geeignet diese Penicillin G-Konzentration in einer moglichst
kurzen Inkubationszeit abzubauen. 25 mg/kg Penicillin G in Milch konnten bei 37 °C innerhalb von 2
Stunden durch zu folgenden Wachstumszeitpunkten aus Hirn-Herz-Bouillon gewonnenen
Enzyml6sungen abgebaut werden: Die Enzymlosung aus E. coli-Stamm 7124, 13111 und 15072
konnten nach 3,5 Stunden, 4,0 Stunden sowie 4,5 Stunden und bei einer optischen Dichtevon 1,1, 1,13
sowie 1,24 gewonnen werden. Die bendtigte Menge an Enzymldsung betragt 0,5 % bezogen auf die
Menge der zu bereinigenden Milch.

Dass die B-Laktamasen der E. coli-Stamme durch steriles Filtrieren aus der Hirn-Herz-Bouillon
gewonnen werden konnten, ist insofern interessant, dass die B-Laktamasen gramnegativer Bakterien
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der einschlagigen Literatur zufolge im periplasmatischen Raum, das heif3t also in der Bakterienzelle,
lokalisiert sein sollen, wohingegen grampositive Bakterien die Enzyme Uberwiegend in das sie
umgebende Medium abgeben. Dies kann jedoch hier nicht der Fall sein, da eine Gewinnung durch
Filtration dann nicht moglich gewesen wire. Eine Freisetzung der in der Enzymlosung enthaltenen B-
Laktamasen aus abgestorbenen Bakterien ware zwar denkbar, allerdings handelt es sich aller
Wahrscheinlichkeit nach um eine aktive Sezernierung der Enzyme in das Nahrmedium, da in der
exponentiellen Wachstumsphase nur einige wenige Bakterien absterben und dadurch mit Sicherheit
keine ausreichende Konzentration an B-Laktamasen in der Enzymlésung vorhanden ware, um 25
mg/kg Penicillin G innerhalb von nur 2 Stunden in Milch abzubauen.

Die Mechanismen der Enzymfreisetzung der verwendeten E. coli-Stamme sollten daher in jedem Fall
Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

Die drei oben genannten Enzymlésungen wurden im Anschluss hinsichtlich ihres Temperatur- sowie
pH-Wert-Optimums, ihrer Thermostabilitdt sowie ihrer Haltbarkeit bei unterschiedlichen
Lagerungsbedingungen analysiert. Die hochste enzymatische Aktivitat liegt bei einer
Umgebungstemperatur zwischen 25 °C und 37 °C und das bevorzugte pH-Wert-Milieu liegt im schwach
sauren (maximal pH-Wert 5,5) bis neutralen Bereich. Die Denaturierung erfolgt bei der Enzymldsung
aus E. coli-Stamm 7124 nach 15 Minuten bei 60 °C und bei den anderen beiden Enzymlésungen bereits
bei 50 °C. In tiefgefrorenem Zustand bei -18 °C ist eine mindestens vierwdchige Lagerung ohne
enzymatischen Aktivitatsverlust moglich, wohingegen eine Lagerung im Kihlschrank bei den
Enzyml6sungen aus E. coli-Stamm 7124 und 1311 maximal 4 Wochen und bei Raumtemperatur
maximal 3 Wochen maglich ist. Die Enzymlésung aus E. coli-Stamm 15072 kann sowohl im Kihlschrank
als auch bei Raumtemperatur héchstens 4 Wochen gelagert werden.

Zwar stellt das Einfrieren und Wiederauftauen der Enzymloésungen kein Problem dar, jedoch sollte
dieser Vorgang nicht mehr als drei Mal durchgefiihrt werden, da dies zu einer deutlichen Verringerung
der enzymatischen Aktivitat fiihrt.

Der Versuch, die Enzymlésungen durch Gefriertrocknung auch fiir langere Zeitrdume haltbar zu
machen, war nicht erfolgreich bzw. war ebenfalls mit einer verminderten enzymatischen Aktivitat
verbunden. Das Verfahren der Gefriertrocknung wird unter anderem in der Pharmazie sehr haufig
angewendet, um Substanzen ohne Verlust ihrer typischen Eigenschaften schonend firr lange Zeit
haltbar zu machen. Dies kdnnte insbesondere im Hinblick auf die Entwicklung eines verkaufsfahigen
Produktes aus den Enzyml6sungen von groRer Bedeutung sein. Daher sollte genauer untersucht
werden, warum die Gefriertrocknung hier nicht erfolgreich war. So kdnnte beispielsweise der
Verwendung von Kryoprotektoren eine entscheidende Rolle zukommen.

Die Anwendung der aus den drei E. coli-Stammen gewonnenen Enzymldsungen in Hemmstoffmilch ist
vielversprechend, allerdings muss darauf hingewiesen werden, dass ihre Wirksamkeit bisher nur in
Penicillin G-haltiger Milch getestet wurde und der Abbau weiterer Substanzen aus der Klasse der B-
Laktamantibiotika unbedingt untersucht werden muss. Fir eine Verwendung der Enzymlésungen auf
Milchviehbetrieben ist der Abbau von Penicillinen und Cephalosporinen gleichermaRen relevant und
stellt die Voraussetzung fiir die Herstellung eines Produktes im groRen Stil dar. Damit die
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Umweltsicherheit eines solchen Produktes gewahrleistet ist, muss aullerdem sichergestellt werden,
dass in den Enzymldsungen keine anderen bakteriellen Bestandteile wie zum Beispiel Plasmide aus
abgestorbenen Bakterien vorhanden sind. Da ihre GroRe im nm-Bereich liegt, kdnnen sie die in dieser
Arbeit verwendeten Filter, die Partikel mit einer Grofle von lber 0,2 um zuriickhalten, problemlos
passieren.

Der Eintrag von Plasmiden in die Umwelt bzw. das Aufnehmen durch die Kalber iber die Milch muss
in jedem Fall vermieden werden, da andere Bakterien die Plasmide mit den auf ihnen enthaltenen
Resistenzgenen (iber den Mechanismus der Transformation aufnehmen wund somit ihr
Resistenzspektrum erweitern konnten. Durch das Verwenden einer Desoxyribonuklease oder die
Durchfiihrung einer Dichtegradientenzentrifugation koénnten eventuell vorhandene Plasmide
denaturiert bzw. von den anderen Bestandteilen der Enzymlosung getrennt und danach isoliert
werden.

AbschlieBend kann festgestellt werden, dass die Behandlung von Penicillin G-haltiger Milch mit den in
den Enzymlosungen enthaltenen pB-Laktamasen eine einfach anwendbare und effektive
Abbaumethode darstellt, die dem Abbau von Penicillin G durch Ansduern und Erhitzen der Milch
insbesondere aufgrund geringerer energetischer Kosten vorzuziehen ist. Allerdings entstehen durch
die Anschaffung eines solchen enzymatischen Produktes ebenfalls Kosten fiir den Landwirt, die aktuell
noch nicht vorausgesagt werden kdnnen.

Der grofSte Vorteil der enzymatischen Abbaumethode ist, dass lediglich eine Erhitzung der Milch auf
37 °C notwendig ist, die beispielsweise mit Hilfe eines Milchtaxis mit Pasteurisierungsfunktion realisiert
werden kann, wobei ein integriertes Riihrwerk vorhanden sein sollte, um die standige Durchmischung
von Milch und Enzymen zu gewdhrleisten. Nach der erforderlichen Inkubationszeit von 2 Stunden
reicht das Pasteurisieren der Milch aus (z.B. bei 63 °C fiir 30 Minuten), um eine vollstindige
Denaturierung der Enzyme herbeizufiihren. Danach kann die Milch unschadlich tiber die Giille entsorgt
oder an die Kalber verfiittert werden.

Damit eine solche Methode in der Zukunft in groRerem Umfang auf Milchviehbetrieben angewendet
werden kann, bedarf es jedoch zunachst noch eines erheblichen Forschungsbedarfs sowie im
Anschluss eines Herstellungsprozesses, der ein effektives und finanziell erschwingliches Produkt
hervorbringt. Denkbar ist beispielsweise die Galenik in Tablettenform oder auch das Koppeln der
Enzyme an Tragersubstanzen wie Eupergit C.

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit ist es gelungen, eine Grundlage fiir weitere Untersuchungen zum
Abbau von B-Laktamantibiotika in Milch zu schaffen und aufzuzeigen, dass der Einsatz von [-
Laktamasen in Hemmstoffmilch auf Milchviehbetrieben eine groRe Chance bietet, den Eintrag von B-
Laktamantibiotika in die Umwelt zukilnftig zu reduzieren.
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7 Summary

Mastitis treatment reclaims about 68 % of all the antibiotics used in the dairy sector. B-lactam
antibiotics as penicillin or cephalosporin are widely used for local treatment of mastitis due to their
high effectiveness and their currently unproblematic antimicrobial resistance situation (mastitis
caused by S. aureus excluded).

It has been established that during and after local treatment with Penicillin G almost 50 % of the
applied antibiotic dose is excreted non-metabolized via the milk and that the antibiotic amount can
reach 25 mg Penicillin G per kilogram milk after treatment of all quarters depending on the milking
frequency.

Milk obtained from cows receiving mastitis treatment is waste milk and must not enter the food chain
within the withdrawal period. For this reason, maximum residue levels (MRL) for pharmacologically
active drugs in animal tissues and their products (VO (EG) No. 470/2009) were determined by the
European Union. The MRL for Penicillin G in milk amounts to 4 pg/kg.

Waste milk is either disposed on agricultural areas with the liquid manure or it is fed to calves. Both
procedures lead to severe ecological consequences.

If manure containing waste milk is used as fertilizer, the antibiotic residues or their metabolites enter
the soil where they can persist or reach the groundwater. Subsequently, they might reach the human
food chain by plants cultivated on these areas. It has been reported that the use of manure containing
waste milk affects the bacterial microbiome of the soil and that the transfer of resistance genes is
favored by the presence of antibiotics over a long period and at subtherapeutic concentrations.

The practice of feeding waste milk to calves is considered a potential risk factor for the selection of
antimicrobial drug resistant bacteria. An increased proportion of resistant E. coli in feces from pre-
weaned calves was found when they had been fed with waste milk compared to the feces of calves
that had received bulk milk. Further negative effects on the calves’ health are still unknown.

Since the development of resistant or even multi-resistant bacteria is growing, the intake of antibiotic
residues in the environment should be minimized to reduce the promotion of antimicrobial resistance.
For example, in veterinary medicine, the use of third and fourth generation cephalosporins was
restricted by the change of the TAHAV in May 2018. This will probably lead to an increased application
of narrow-spectrum penicillin and requires a careful observation of their resistance situation.

This study aims to develop an implementable approach for the degradation of Penicillin G in waste
milk on dairy farms which works efficiently without posing a risk to the user or the environment. In
order to succeed, the degradation of Penicillin G concentrations occurring in milk during and after local
mastitis treatment is needed and the remaining antibiotic concentration in milk must fall short of the
MRL.
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The first part of the study deals with the degradation of Penicillin G by physico-chemical treatments as
exposure to heat, acid or hydrogen peroxide, while the second part is concerned with the enzymatic
degradation with B-lactamases.

Generally, B-lactam antibiotics are degraded by opening the B-lactam ring through hydrolysis. Since
this ring is the active part of the drug and therefore responsible for the antibiotic activity, changes in
its structure cause the loss of all antibiotic activity.

Firstly, sole heat treatment of milk spiked with 4 ug/kg Penicillin G with temperatures up to 95 °C was
performed. Only heating at 95 °C for 120 minutes has been successful and has led to a degradation of
the antibiotic, but higher Penicillin G concentrations could not be degraded.

This result shows that sole heat treatment is not sufficient to degrade Penicillin G in milk. Therefore,
spiked milk was heated at temperatures from 75 °C to 90 °C for several periods of time after previous
acidification with lactic acid at the pH-values 4.0, 4.5, 5.0 and 5.5.

It has turned out that the degradation of Penicillin G in milk runs easier the higher the heating
temperature, the less the pH-value and the longer the heating time is. Furthermore, it has been shown
that degradation of antibiotic concentrations in the mg-range is only possible through heat treatment
at 80 °C and 90 °C in combination with the pH-values 4.0 and 4.5.

For instance, the degradation of 64 mg/kg Penicillin G in milk at pH-value 4.0 occurs after heat
treatment at 80 °C for 90 minutes, while under the same conditions heating at 90 °C leads to the
degradation of 100 mg/kg. However, the degradation of Penicillin G in milk at pH-value 4.5 requires
the maximum temperature of 90 °C. Heating for 90 minutes degrades an antibiotic concentration of
64 mg/kg.

Both pH-values allow the degradation of even higher concentrations by heat treatment at 90 °C for
120 minutes.

The application on dairy farms requires a technical equipment for the heating process so that a
temperature up to 90 °C can be performed. On the farms, heating is possible by means of pasteurizer
for calf milk, but only a few of them can reach this temperature. The process of acidification and
heating of milk with Penicillin G works easily and quickly, but the high heating temperature and the
long heating period needs a high energy supply which is expensive. Therefore, it is highly unlikely that
this procedure will meet with the approval of the farmers.

Furthermore, calves may refuse to drink the acidified milk because the pH-value in soured milk for
calves should not fall below 5.5. As a consequence, this milk can only be disposed with the manure.

As third physico-chemical treatment, the application of hydrogen peroxide and subsequent heating
was analyzed but this method has not caused any degradation of Penicillin G in milk.

In the second part of this study, coliform bacteria isolated from mastitis milk samples of the University
of Applied Sciences and Arts Hannover were screened for the production of ESBLs with the double disk
approximation test by Jarlier et al. (1988). Eight of them have shown ESBL production and have been
identified as strains of E. coli by MALDI-TOF.
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Then, it was tried to extract the enzymes of these strains during their cultivation at 37 °C in brain heart
infusion by sterile filtration at different times. Although the addition of a low Penicillin G concentration
to the brain heart infusion is assumed to stimulate the production of B-lactamases during the growth
process, this could not be proved for 10 mg/kg Penicillin G. One reason might be that the antibiotic
slows down the growth of the E. coli-strains, but this seems highly unlikely because the strains are ESBL
producers showing resistance to Penicillin G. The missing stimulatory effect of Penicillin G on the
enzymatic production requires further research and lower antibiotic concentrations could be applied
for stimulation.

The trials have shown that the filtrates obtained from the E. coli-strains in brain heart infusion contain
a varying amount of B-lactamases depending on the collection time and that different incubation
periods are needed to degrade 25 mg/kg Penicillin G in milk at 37 °C. Three of the eight enzyme
solutions of E. coli-strains, namely from strain 7124, 13111 and 15072, have been capable to degrade
the antibiotic concentration within 2 hours. The collection of their enzymatic solutions took place after
3.5 hours and at an optical density of 1.1 in the brain heart infusion (7124), after 4 hours and at an
optical density of 1.13 (13111) as well as after 4.5 hours at an optical density of 1.24 (15072). The
required amount of enzymatic solutions is 0.5 % in relation to the amount of milk.

The fact that the enzymatic solutions could be extracted from the brain heart infusion by sterile
filtration is surprising, given that according to the relevant literature B-lactamases of gram-negative
bacteria are located in the periplasmatic space while gram-positive bacteria generally release their
enzymes in the surroundings. In this case active enzymatic secretion is most likely. However, the B-
lactamases could also originate from dead E. coli, but during exponential growth only a few bacteria
die so that the enzymatic concentration would not be sufficient to degrade 25 mg/kg Penicillin G in
milk within only 2 hours. Therefore, the mechanisms of enzymatic release should be subject of further
studies.

Subsequently, the three enzymatic solutions were analyzed regarding their preferred temperature and
pH-value range and regarding their heat stability and storage conditions at -18 °C, at 8 °C and at room
temperature. The highest enzymatic activity was determined for temperatures between 25 °C and 37
°C. Moreover, neutral and slightly acidic media conditions are preferred (max. pH-value 5.5). Enzymatic
denaturation occurs throughout heating for 15 minutes at 60 °C (7124) or at 50 °C (13111, 15072).
Storage is possible at -18 °C for at least 4 weeks without loss of enzymatic activity. Freezing and
refreezing should not be performed more than three times.

Storage at 8 °C is possible for a maximum of 4 weeks (7124, 13111, 15072), while storage at room
temperature is possible for 3 (7124, 13111) and 4 (15072) weeks respectively.

Furthermore, freeze-drying of the enzymatic solutions was performed to improve shelf life, but has led
to a reduction in the enzymatic activity. Since freeze-drying is a very popular technique in the
pharmaceutical industry, this process could be of great importance regarding a prospective
productional process. Possibly, the use of cryoprotectives will lead to improvements. However, further
studies on the process of freeze-drying should be performed.
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The application of the three enzymatic solutions in milk with Penicillin G is a promising approach but
must also be performed with other B-lactam antibiotics, penicillins and cephalosporins at the same
time.

Furthermore, to assure environmental safety enzymatic solutions must not contain bacterial
components as plasmids for example, which are very small (nm-range) and are able to pass the filters
used in this work. Since bacteria are able to incorporate plasmids by transformation, the intake of
plasmids in the environment may cause severe consequences regarding the development of resistance
in other bacteria. This might be avoided by the application of a desoxyribonuclease that splits the
plasmids or by the performance of a density gradient centrifugation in order to separate and isolate
the plasmids from the rest of the enzymatic solution.

Concluding it can be stated that the application of B-lactamases for the degradation of Penicillin G
residues in milk is more convincing than the procedure of acidification and heating of milk. This is
mainly due to the fact that a much lower heating temperature of milk is required which is more
effective from an economic point of view. However, the costs of such an enzymatic product cannot
be predicted yet.

Heating of milk at 37 °C can be effectuated easily by a pasteurizer for calf milk with an integrated
stirring unit. Afterwards, the milk should be pasteurized to guarantee the denaturation of the B-
lactamases (e.g. at 63 °C for 30 minutes). After the treatment the milk can be disposed with the manure
or fed to the calves.

The application of this degradation method requires the production of enzymatic solutions in large-
scale and the development of a product with a long shelf-life. To ensure a high adoption by the farmers
the acquisition must be affordable. The preparation in form of tablets or the linking to carrier
substances as Eupergit C is conceivable.

The results of this study can be the starting point for further studies on the degradation of B-lactam
antibiotics in milk, showing that the use of B-lactamases in waste milk on dairy farms is a great
opportunity to reduce the intake of antibiotic residues in the environment.
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9 Anhang

Ergebnistabellen zu Kapitel 4.2.2:

Anwendung von 2 % der zu unterschiedlichen Zeitpunkten gewonnenen Filtrate aus E. coli in Milch mit
25 mg/kg Penicillin G bei Inkubationszeiten von 2 bis 8 Stunden sowie anschlieRende Untersuchung
auf Penicillin G Rickstdnde mit Delvotest. Jeweils mit und ohne den Zusatz von 10 mg/kg Penicillin G
zur Stimulation der Enzymproduktion.

Enzymldsung aus E. coli-Stamm 5368:

a) Mit Zusatz von 10 mg/kg Penicillin G zur Stimulation der Enzymproduktion

Zeitpunkt Delvotest Delvotest Delvotest Delvotest
Enzymgewinnung | nach 2 h nach4h nach6 h nach 8 h

2 Stunden +
2,5 Stunden
3 Stunden
3,5 Stunden
4 Stunden
4,5 Stunden
5 Stunden

+ |+ |+ ]+ ]+]+
+ |+ |+ ]+ ]+ ]+ ]+
+ |+ |+ ]+ ]+ ]+

+ |+ |+ ]+ ]+ ]+ ]+

b) Ohne Zusatz von 10 mg/kg Penicillin G

Zeitpunkt Delvotest Delvotest Delvotest Delvotest
Enzymgewinnung | nach 2 h nach4h nach6 h nach 8 h
2 Stunden + + + +
2,5 Stunden + + + +
3 Stunden + + + +
3,5 Stunden + + + +
4 Stunden + + + +
4,5 Stunden + + + +
5 Stunden + + + +
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Enzymlosung aus E. coli-Stamm 6634:

a) Mit Zusatz von 10 mg/kg Penicillin G zur Stimulation der Enzymproduktion

Zeitpunkt
Enzymgewinnung

Delvotest
nach2h

Delvotest
nach4 h

Delvotest
nach6 h

Delvotest
nach 8 h

2 Stunden

2,5 Stunden

3 Stunden

3,5 Stunden

4 Stunden

4,5 Stunden

5 Stunden

+ |+ |+ ]+]+]+

+|+|+|+]+]+ ]+

+|+|+]+]+]+

+|+|+|+]+]+ ]+

b) Ohne Zusatz von 10 mg/kg Penicillin G

Zeitpunkt
Enzymgewinnung

Delvotest
nach2h

Delvotest
nach4 h

Delvotest
nach6 h

Delvotest
nach 8 h

2 Stunden

2,5 Stunden

3 Stunden

3,5 Stunden

4 Stunden

4,5 Stunden

5 Stunden

+ |+ |+ |+ ]+ ]+

+ |+ |+ |+ ]+ ]+

+ |+ |+ |+ ]+ ]+

+ |+ |+ |+ ]+ ]+

Enzymldsung aus E. coli-Stamm 6635:

a) Mit Zusatz von 10 mg/kg Penicillin G zur Stimulation der Enzymproduktion

Zeitpunkt
Enzymgewinnung

Delvotest
nach2h

Delvotest
nach4 h

Delvotest
nach6 h

Delvotest
nach 8 h

2 Stunden

+

2,5 Stunden

3 Stunden

3,5 Stunden

4 Stunden

+ |+ |+ |+ |+

4,5 Stunden

5 Stunden

+|+]|+]+]+]+

+ |+ |+ |+]+]+ ]+

+ |+ |+ ]+]+]+
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b) Ohne Zusatz von 10 mg/kg Penicillin G

Zeitpunkt
Enzymgewinnung

Delvotest
nach2h

Delvotest
nach4 h

Delvotest
nach6 h

Delvotest
nach8h

2 Stunden

2,5 Stunden

3 Stunden

3,5 Stunden

+ |+ |+ ]+

4 Stunden

+ |+ |+ ]|+

4,5 Stunden

5 Stunden

+ |+ ]+ ]+ ]+ ]+

+ |+ ]+ |+ ]+ ]+ ]+

Enzymlosung aus E. coli-Stamm 7124:

a) Mit Zusatz von 10 mg/kg Penicillin G zur Stimulation der Enzymproduktion

Zeitpunkt Delvotest Delvotest Delvotest Delvotest

Enzymgewinnung | nach2 h nach4h nach6 h nach 8 h

2 Stunden + +

2,5 Stunden + + +

3 Stunden + + +

3,5 Stunden + + - -

4 Stunden + = - -

4,5 Stunden + - - -

5 Stunden + - - -
b) Ohne Zusatz von 10 mg/kg Penicillin G

Zeitpunkt Delvotest Delvotest Delvotest Delvotest

Enzymgewinnung | nach2 h nach4h nach6 h nach 8 h

2 Stunden iF

2,5 Stunden +

3 Stunden + - - -

3,5 Stunden - - - -

4 Stunden - = - -

4,5 Stunden - - - -

5 Stunden
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Enzymldsung aus E. coli-Stamm 13111:

a) Mit Zusatz von 10 mg/kg Penicillin G zur Stimulation der Enzymproduktion

Zeitpunkt
Enzymgewinnung

Delvotest
nach2h

Delvotest
nach4 h

Delvotest
nach6 h

Delvotest
nach 8 h

2 Stunden

+

2,5 Stunden

+

3 Stunden

+

3,5 Stunden

+ |+ |+ |+

4 Stunden

4,5 Stunden

5 Stunden

+ |+ |+ ]+]+]+

b) Ohne Zusatz von 10 mg/kg Penicillin G

Zeitpunkt
Enzymgewinnung

Delvotest
nach2h

Delvotest
nach4 h

Delvotest
nach6 h

Delvotest
nach 8 h

2 Stunden

2,5 Stunden

3 Stunden

3,5 Stunden

+ |+ |+ ]+

4 Stunden

4,5 Stunden

5 Stunden

Enzymldsung aus E. coli-Stamm 13373:

a) Mit Zusatz von 10 mg/kg Penicillin G zur Stimulation der Enzymproduktion

Zeitpunkt Delvotest Delvotest Delvotest Delvotest
Enzymgewinnung | nach2 h nach4h nach6 h nach 8 h
2 Stunden + +
2,5 Stunden + + + +

3 Stunden + + + +
3,5 Stunden + + + +

4 Stunden + + - -
4,5 Stunden + + - -

5 Stunden + + - -
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b) Ohne Zusatz von 10 mg/kg Penicillin G

Zeitpunkt Delvotest Delvotest Delvotest Delvotest
Enzymgewinnung | nach 2 h nach4h nach6 h nach 8 h
2 Stunden + + +
2,5 Stunden + + + +

3 Stunden + + + +
3,5 Stunden + + - -

4 Stunden + = = =
4,5 Stunden + - - -

5 Stunden + = = =

Enzymldsung aus E. coli-Stamm 13512:

a) Mit Zusatz von 10 mg/kg Penicillin G zur Stimulation der Enzymproduktion

Zeitpunkt
Enzymgewinnung

Delvotest
nach2h

Delvotest
nach4 h

Delvotest
nach6 h

Delvotest
nach 8 h

2 Stunden

2,5 Stunden

3 Stunden

3,5 Stunden

4 Stunden

+ |+ |+ ]+]+

4,5 Stunden

5 Stunden

+ |+ |+ ]+ ]+ ]+

+ |+ |+ ]+]+]+]+

+ |+ |+ ]+ ]+ ]+

b) Ohne Zusatz von 10 mg/kg Penicillin G

Zeitpunkt
Enzymgewinnung

Delvotest
nach2 h

Delvotest
nach4 h

Delvotest
nach6 h

Delvotest
nach 8 h

2 Stunden

2,5 Stunden

3 Stunden

3,5 Stunden

+ |+ |+ ]|+

4 Stunden

+ |+ |+ ]+ ]+

4,5 Stunden

5 Stunden

+ |+ |+ |+|+]+ ]+

+ |+ |+ |+|+]+ ]+
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Enzymldsung aus E. coli-Stamm 15072:

a) Mit Zusatz von 10 mg/kg Penicillin G zur Stimulation der Enzymproduktion

Zeitpunkt
Enzymgewinnung

Delvotest
nach2h

Delvotest
nach4 h

Delvotest
nach6 h

Delvotest
nach 8 h

2 Stunden

+

2,5 Stunden

+

3 Stunden

+

3,5 Stunden

4 Stunden

+ |+ |+ |+ |+

4,5 Stunden

5 Stunden

+ |+ |+ ]+]+]+

b) Ohne Zusatz von 10 mg/kg Penicillin G

Zeitpunkt
Enzymgewinnung

Delvotest
nach2h

Delvotest
nach4 h

Delvotest
nach6 h

Delvotest
nach 8 h

2 Stunden

2,5 Stunden

3 Stunden

3,5 Stunden

4 Stunden

+ |+ |+ |+ |+

4,5 Stunden

5 Stunden

Ergebnistabellen zu Kapitel 4.2.2:

Abbau von 25 mg/kg Penicillin G in Milch durch die Zugabe von 2%, 1 % sowie 0,5 % Enzymldsung aus
E. coli-Stamm 6335, 7124, 13111, 13373, 13512 und 15072. Es sind nur die fiir die Enzymgewinnung

relevanten Zeitpunkte in den Tabellen aufgefihrt.

Enzymldsung aus E. coli-Stamm 6635:

a) Zugabe von 2 % und 1 % Enzymldsung

Zeitpunkt Delvotest Delvotest Delvotest Delvotest
Enzymgewinnung | nach2 h nach4h nach6 h nach 8 h
4 Stunden + + + -
4,5 Stunden + + - -

5 Stunden + + - -
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b) Zugabe von 0,5 % Enzymldsung

Zeitpunkt Delvotest Delvotest Delvotest Delvotest
Enzymgewinnung | nach 2 h nach4h nach6 h nach 8 h
4 Stunden + + + +
4,5 Stunden + + + +
5 Stunden + + + +
Enzymlosung aus E. coli-Stamm 7124:
a) Zugabe von 2 %, 1 % sowie 0,5 % Enzymlosung
Zeitpunkt Delvotest Delvotest Delvotest Delvotest
Enzymgewinnung | nach2 h nach4h nach6 h nach 8 h
3 Stunden + - - -
3,5 Stunden - - - -
4 Stunden - - - -
4,5 Stunden - - - -
5 Stunden - - - -
Enzymldsung aus E. coli-Stamm 13111:
a) Zugabe von 2 %,1 % sowie 0,5 % Enzymldsung
Zeitpunkt Delvotest Delvotest Delvotest Delvotest
Enzymgewinnung | nach2 h nach4 h nach 6 h nach 8 h
3 Stunden o - -
3,5 Stunden - - -
4 Stunden - - - -
4,5 Stunden - - - -
5 Stunden - - - -
Enzymldsung aus E. coli-Stamm 13373:
a) Zugabe von 2 % und 1 % Enzymldsung
Zeitpunkt Delvotest Delvotest Delvotest Delvotest
Enzymgewinnung | nach2 h nach4h nach6 h nach 8 h
3,5 Stunden + - -
4 Stunden + - - -
4,5 Stunden + = = =
5 Stunden + - - -
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b) Zugabe von 0,5 % Enzymldsung

Zeitpunkt Delvotest Delvotest Delvotest Delvotest
Enzymgewinnung | nach 2 h nach4h nach6 h nach 8 h
3,5 Stunden + +
4 Stunden + + + +
4,5 Stunden + + + +
5 Stunden + + + +
Enzymldsung aus E. coli-Stamm 13512:
a) Zugabe von 2 % und 1 % Enzymlosung
Zeitpunkt Delvotest Delvotest Delvotest Delvotest
Enzymgewinnung | nach 2 h nach4h nach6 h nach 8 h
4 Stunden + + + =
4,5 Stunden + + - -
5 Stunden + + - -
b) Zugabe von 0,5 % Enzymldsung
Zeitpunkt Delvotest Delvotest Delvotest Delvotest
Enzymgewinnung | nach2 h nach4h nach6 h nach 8 h
4 Stunden + + + +
4,5 Stunden + + + +
5 Stunden + + + +
Enzymldsung aus E. coli-Stamm 15072:
a) Zugabe von 2 %, 1% sowie 0,5 % Enzymldsung
Zeitpunkt Delvotest Delvotest Delvotest Delvotest
Enzymgewinnung | nach2 h nach4h nach6 h nach 8 h
3 Stunden + - - -
3,5 Stunden + - - -
4 Stunden + - - -
4,5 Stunden - - - -

5 Stunden
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