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7.1 Zusammenfassung

PenicillinegehdrenzudeninderV eterindrmedi zinamstérksteneingesetztenArzneimittel n.Siewerdenvor
allem zur Therapie und Prophylaxe von Euterentziindungen (Mastitis), bakteriellen Infektionen des
V erdauungsapparatesundder Harnwegeverwendet. WerdenPenicillineinder TiermastzurL ebensmittel -
gewinnung e ngesetzt, kdnnen Riickstandebei nicht sachgemafer V erwendung und Nichteinhaltenvon
Wartezeiten in den Lebensmitteln auftauchen. Der wirtschaftliche Schaden, der durch Antibiotika-
ricksténde- besondersinMilch -durchStérungbei derHerstellungfermentierter L ebensmittel verursacht
werden kann, ist betrachtlich. Vereinzelt wurden auch allergische Reaktionen durch den Verzehr von
penicillinhaltigenL ebensmittel nbeobachtet. Inder Européi schenGemeinschaftwurdendeshal bHOchst-
wertefUr PenicillinriicksténdeinMilch, Muskel flei sch, L eberundNierefestgel egt.
Antibiotikariickstandein L ebensmittel nwerdendurchmehrstufigeV erfahrenanalysiert, wobei dieerste
Stufedurchmikrobiol ogischeV erfahren(, screening-tests” )abgedecktwird.Diesel assenimAllgemeinen
weder el neA ussagetiber dieEinzel substanznochdieArtdesA ntibi otikumszu. DieQuantifizierungistmit
diesenTestsebenfall snureingeschranktmoglich.Daheri stbei riickstandshal tigenProbeneineAnalysemit
einemgeei gnetenphysikali sch-chemischenV erfahrennotwendig.ErstsokannderWirkstoffqualitativund
guantitativermitteltwerden.

Diephysikalisch-chemischenV erfahrenerfordernsowohlbeigas-al sauchbeif issigchromatographi schen
M ethodenvi el everschiedeneundaufwendigeArbeitsschritte: Nachder Protei nfal lungundExtraktionder
Analytenfol gteinezeit-undmaterial aufwendigeRei nigungdesRohextraktessowi edieA nreicherungder
Analyten.V order abschlief3enden ChromatographiewirdindenmeistenFallenderivatisiert.
EinrelativneuesV erfahrenzurlsolierungder Anal ytenausder Probenmatrixistdiel mmunatffinitétschro-
matographie. Dabel werden gegen den oder die Analyten spezifische Antikorper erzeugt, diean einen
wasserunl 6slichenTragergebundenwerden.Dassoerhal teneChromatographi ematerial wirdineineSaule
gefullt, auf dieder Probenrohextrakt gegebenwird. Durch die Antikorper-Antigen-Wechselwirkungen
werdendieAnalytenausder M atrix andasSaul enmateri al gebundenundkdnnenineinemnéchstenSchritt
wieder el uiertwerden. Zur anschlief3enden Anreicherungwird mei stensdi e Festphasenextraktioneinge-
Setzt.

Mit Hilfe der Immunaffinitatschromatographie wurden bisher u.a. Proteine, Hormone und Aflatoxine
analysiert.ChloramphenicolistdaseinzigeTierarzneimittel ,dasbishermitHilfederlmmunaffinitatschro-
matographieanalysiert wurde. Allen Methodenist gemeinsam, dal3nur ein einzelner Analyt betrachtet
wurde.BeiallenAnalytenhandel tessichumM ol ekiile, mitdenenhoheAntikorpertiterzuerzielensind. Bei
der Gewinnungvonanti-Penicillin-Antikorpernwurdenbisher mitverschiedenenM ethodennur geringe
Titererreicht.

ZieldieserArbeitwar,einAntiserumzuentwickel n,dasf Ural leveterindrmedi zi ni schrel evantenPenicilline
spezifischist,umdamitnachder ImmobilisierungineinemAnalysenlauf allePenicillinezuisolierenund
anschlief3endineiner direkt angekoppel ten Festphasenextraktion automatisch anzureichernund mittels
HochdruckflGissigchromatographi ezuanaysi erenundzuquantifizieren.

Zur Gewinnungder benttigtenmultispezifischen Antikorper mul3teein K onzept f ir dieGestal tungeines
Immunogensaufgestel lt werden. V orgabewar, dal3der 3-L actam-Ringerhal tenbl eibensol lte,aufl3erdem
mussen Penicillineanein Tragermol ekdl gebundenwerden, dasi ealleinekeinelmmunantwort ausl 6sen
konnen. Siewerdendaher al sHaptenebezei chnet. AlsHaptenwurdedasGrundgertstaller Penicilline,die
6-Aminopenicillansaurg6-A PA )gewahlt Diesi nzel nerPenicillinaunterschei dersi chdurchdi eSubstitution
an der 6-Amino-Funktion. Mit der Aminofunktion wurde daher auch an das Trégerprotein gekoppelt.
Dadurchwurdegewahrleistet,dal3derallenPencillinengleicheM ol ekiltei |, némlichder Thiazolidin-und
der B-Lactam-Ring, imImmunogennachauf3engerichtetwurde. DieSeitenkettender Penicillinesollten
daher keinenEinfluRauf dieErkennbarkeit durchdieresultierenden Antikorper haben.

Zwischen Hapten und Trégerproteinwar ein Spacer einzusetzen, um dasHapten frei zuganglich fur das
I mmunsystemzupl azi eren. Al sSpacerwurded-A zi dobenzoesauresi ngesetzt,di eausd-Aminobenzoesdure
durchDiazotierungundnucl eophileSubstitutionmitNatriumazi dhergestel I twurde.NachUmsetzungmit
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Oxal sauredichl oridwurdemitdementstandenenSaurechl oriddie6-A minopenicillansdureacyliert. Dasso
synthetisierteAmidwurdeineinemletztenSchrittandieTragerproteineOva bumin(OV A)undKeyhole
l[impethemocyanin(K L H)gebunden. DazuwurdedieAzidgruppegenutzt,ausderdurchUV-Bestrahlung
einreaktivesNitrengeneriertwerdenkann,dasunspezifischmitdenTrégerproteinenreagiert.Diemitdieser
M ethodeerziel tenHaptenkonzentrationenimTrégerprotei nlagenzwischen59und 114 pg/mg.

AlsV ersuchstieredientendrel Kaninchenundfunf L egehennen. L egehennendeponi erenihreAntikorper
inhoher Konzentrationim Eidotter, so daf3hier Blutentnahmen entfallen. Die Kaninchen wurdenmit 6-
APA-KLH und 6-APA-OVA immunisiert, zur Immunisierung der L egehennen wurde nur das KL H-
| mmunogernverwendet.

DieCharakterisierungder Antikorpererfol gtebel denK aninchenserenmittel sSRIA, bel denDotternwurde
einEL1SA verwendet, dader RIA nichtgeeignet war.

Eskonnten sowohl bei den Kaninchen alsauch bei den Hennen multispezifische Antikorper gewonnen
werden. Die Titerfaktoren waren jedoch nur gering (50 - 100 bei den Kaninchen, wobei das KLH-
ImmunogendenhdchstenTiter erzeugteund 100- 2000bei denL egehennen). DieKreuzreaktivitétfirdie
PenicillindBenzylpenicillinPhenoxymethylpenicillinAmpicillinAmoxicillinOxacillinCloxacillirund
Dicloxacillin waren hoch, Cephalexin sowie ein Derivat mit getffnetem [3-Lactamring wurde von den
Antikdrpernnichterkannt.

Waéhrend die Kaninchen keine grof3en Unterschiedeinihrer individuellen Reaktion zeigten, waren die
Unterschiedezwischendenfinf Hennenaufféllig. Bei einemHuhnwurdenzunéchst 6-A PA-spezifische
Antikorper festgestellt, erst im Laufe der Immunisierungsperiode entwickelte sich die gewiinschte
Multispezifitat,el nHuhnentwi ckeltekei nebefriedigendeM ultispezifitét.

Die Isolierung der Antikorper erfolgte mittels Ammoniumsulfatféllung aus den Seren und mit
PolyethylenglykolféllungausdenDottern.

DieHerstellungrort mmunaffinitétschromatographi eséul enmi Hil felegewonnenerK aninchenanti korper
scheiterteandenni edrigenTiterfaktoren.DieerzieltenSaul enkapazitétenwarenzugering(0-79ng/miGel).
BeidenDotteranti korpernwaraufgrundderhohenzurV erfligungstehendenM engeei neA ffinitéatsreinigung
aneinerSaulemitimmobilisierter6-A PAmoglich.DieAktivitatundSpezifitatder Antikorperwurdedurch
dieAffinitatschromatographieni chtbeeintrachtigt.

Dielmmobilisierungdergerei nigtenAntikorpergel angerstnachBl ocki erenderAntigenbi ndungsstel lemit
Phenoxymethylpenicillin. Die erzielte Sdulenkapazitét war mit 2 pug/ml Gel ausreichend hoch. Die
Hal tbarkeit der Saulebetrugaber nurwenigeTage, dadieaffinitatsgereinigten Antikorper sowohlinPBS
alsauch inimmobilisierter Form bel 4 °C nicht stabil waren. Die nur mit Polyethylenglykol gefélten
Antikoérperwarenunter diesen BedingungendagegenmehrereWWochenstabil .

FurdieL ebensmittel untersuchungenkamei neAffinitétssaul ezumEinsatz, dieunsfreundlicherwei sevon
Prof.E.MéartlbauerundDr.E.Usl eber,UniversitdtM tinchen,zurV erfligunggestel ltwurde.DieAntikdrper
warendurchlmmunisierungvonKaninchenmiteinem Cloxacillin-Humanserumal bumin-K onjugat ge-
wonnenwordenundancyanbromi daktivierteSepharosagebunden DieA ntikorperhattenK reuzreaktivitéten
zu Oxacillinund Dicloxacillin, so da3 diefolgenden Untersuchungen auf diedrei 1soxazolylpenicilline
beschranktwaren.

Die Affinitdtssaule wurde in ein automatisiertes HPLC-System eingebunden, in dem nach der
Affinitatsrei nigungdesRohextraktesei né-estphasenextrakti onsowi edi @A uftrennung,| dentifizierungund
Quantifizierungmittel sHPL CundUV -Detektionbei 230nmerfol gte.ZurAnalysevonRinderl eberwareine
photochemi scheNachsaulenderivatisierungerforderlich,sodal3bei 300nmdetektiertwerdenkonnte.
DieHerstellungei nesgeei gnetenRohextraktesgel angbeiderMilchmitUl trafil trati onbeieinemA usschl uf3-
volumenvon30kDa. Zum Einsatzkam 1 ml desFiltrates. Fir Rindermuskel und Rinderleber wurdemit
Acetonitril/Natriumchloridl 6sung(1+1)extrahiert. Eswurden250pl desM uskel extraktesoder 500pl des
L eberextraktesauf dieAffinitétssaul egegeben.

DieHdchstmengenkonzentrationen (30 pg/kg Milchund 300 ug/kg Muskel oder L eber) konnten sicher
erfaldtwerden. DieV ariationskoeffizientenfir Cloxacillinlagenbei 9%ausMilch, 1,5%ausM uskel und
6,5% ausL eber.
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7.2 Abstract

Multispecific antibodies against penicillins were induced in three rabbits and five laying hens, using
an immunogen with 6-aminopencillanic acid as immunogenic epitope. The immunogen was synthe-
sized by coupling 6-aminopenicillanic acid (6-APA) via the 6-amino group to keyhole limpet
hemocyanin or ovalbumin as carrier proteins.

Theanti bodi esshowedhi ghcrossreactivitieswithbenzyl penicillin,phenoxymethylpenicillin,ampicillin,
amoxicillin, oxacillin, cloxacillinand dicloxacillin, whilecephalexin or apenicilloyl derivativedid not
react.

The antibody titers were between 50 and 100 in rabbit serum after the 6™ booster injection. In order to
increasethetiter, immunizing of the rabbitswas stopped and resumed 7 weekslater. The antibody titer
was not increased and surprisingly the cross reactivities to all penicillins but benzylpenicillin had
disappeared.

Inegg yolk thetiter development wasfollowed up over thewholeimmunizing period. Two animals(no.
15and 19) showed arapidincreaseof thetiter to about 2000 at the beginning of theimmunization period
which was followed by slow decrease to values about 100 - 200. The other three hens (no. 57, 79 and
81) showed a constant titer on alow level of about 250.

Thedevel opment of the specificity wasscreened with benzylpenicillinand ampicillinand wasdifferent
between theanimals, too. Intheyolksof oneanimal the crossreactivitieswerelow at the beginning (20
%) of theimmunization period, increased at alater stage (250 %) and decreased at the end of the period
to 100 % compared with 6-APA.

The obtained rabbit antibodies were immobilized after ammonium sulphate precipitation via the
oxidized carbohydrates of the F_region with the intention of using them for immunoaffinity chroma-
tography. However, binding capacitiesof theimmobilized antibodiesweretoo low (< 25 ng/ml gel) for
using the column for residue analysis of penicillins.

Immobilizing the yolk antibodies via the amino groups after isolation with affinity chromatography
resulted in colums without binding capacity. On the other hand, columswith capacities of about 2 ug/
ml gel could be obtained by an identical immobilization procedure with the only exception that the
antigen binding sites were blocked by phenoxymethylpenicillin. As a drawback, the antibodies lost
their activity within one week at + 4 °C. The immobilization of the polyethylene glycol precipitated
antibodies resulted in columns which were too low in capacity (80 ng/ml gel).

The application of an immunoaffinity cleanup in penicillin residue analysis was tested with a column
which had the following characteristics. Antibodies from rabbit serum, induced with a cloxacillin-
human serum abumin conjugate, crossreactivities: 4 % for oxacillin and 62 % for dicloxacillin.
The immunoaffinity column was integrated in a HPLC system with an automated solid phase
extraction. Detection was at 230 nm when analyzing milk and bovine muscle and at 300 nm after
photochemical post-column derivatization when analyzing bovine liver.

The crude extracts were obtained by ultrafiltration of milk at amolecular weight cut off of 30,000 Da
and by extraction of homogenized muscle and liver with a mixture of sodum chloride solution and
acetonitrile in an ultrasonic bath.

30 pg/kg isoxazolylpenicillin in milk and 300 pg/kg in muscle and liver (corresponding to the EU-
maximumresiduelevel) could beanalyzed with coefficientsof variation of 9 % frommilk, 1.5 % from
muscle and 6.5 % from liver.



