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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf eine Testvorrichtung fiir die Bestimmung von Analyten in
einem flissigen Milchprodukt, wie der Milch. Sie betrifft auch ein Verfahren, das den Nachweis und die quan-
titative Bestimmung von Analyten in der Milch durch diese Testvorrichtung erméglicht, sowie ein Testkit, das
diese Testvorrichtung umfasst.

[0002] Derzeit schreiben die gesundheitspolizeilichen Forderungen zahlreicher Lander vor, die Gegenwart
von verschiedenen Substanzen in den Milchprodukten, wie Tierarzneimittel und Hormone, die in der Viehzucht
Ublicherweise verwendet werden, regelmafig zu kontrollieren. Aus offensichtlichen medizinischen Grinden
mussen diese Substanzen in den Milchprodukten, die fiir den menschlichen Konsum bestimmt sind, vermieden
werden.

[0003] In anderen Fallen ist es wiinschenswert, Uber Tests zu verfligen, die es ermdglichen, die Gegenwart
von endogenen Substanzen in der Milch nachzuweisen, um die Viehzuchtpraktiken zu optimieren. Insbeson-
dere ermdglicht die schnelle Bestimmung des Hormongehalts in der Milch, die fir die Reproduktion guinstigen
Perioden leicht zu erkennen.

[0004] In noch anderen Fallen sucht man nach praktischen und verlasslichen Verfahren, um die Herkunft der
von Milch verschiedener Tierspezies stammenden Milchprodukte zu kontrollieren. Man sucht also nach Ver-
fahren, die es ermdglichen wirden, die Gegenwart von charakteristischen Proteinen der Milch bestimmter
Spezies, verglichen mit anderen, zu erkennen.

[0005] Im Ubrigen sind verschiedene Tests fiir den Nachweis von Analyten in biologischen Fliissigkeiten in
der Literatur bekannt. Diese Tests verwenden im Allgemeinen Nachweisverfahren, die ein Erkennungsmittel
(Rezeptor oder Antikorper), das den Analyten oder ein Analoges dieses Analyten spezifisch erkennt, und ein
Markierungsmittel (radioaktives Isotop, Enzym, fluoreszierende Substanz usw.) einsetzen, die im Folgenden
Nachweisreagenzien genannt werden. In Abhangigkeit von den gewahlten Elementen spricht man von Radio-
immuno-Assay (RIA), Radiorezeptor-Assay (RRA), Enzymimmuno-Assay (EIA) usw. In ihrem allgemeinen
Prinzip setzen diese Tests die minimale Kombination der beiden oben angefiihrten Elemente (Nachweisrea-
genzien) ein, die es ermoglicht, ein Ergebnis zu erhalten, dessen Wert eine Angabe der Menge an vorhande-
nem Analyten ist.

[0006] Man sollte anmerken, dass in Abhangigkeit von dem gewahlten Nachweisverfahren das Markierungs-
mittel entweder an das Erkennungsmittel oder an den Analyten oder an eine unter dem Gesichtspunkt ihrer
Erkennung durch das Erkennungsmittel analoge Substanz des Analyten gekoppelt sein kann. Es gibt auch
Verfahren, bei denen das Erkennungsmittel oder der Analyt oder die analoge Substanz des Analyten von sich
aus das Markierungsmittel enthalt (beispielsweise ein radioaktiv markierter Analyt).

[0007] Fur die Milchprodukte betreffen die am haufigsten beschriebenen Tests zum Nachweis von Analyten
den Nachweis von Antibiotika. Es ist namlich gut bekannt, Antibiotika fiir die Behandlung bestimmter Infekti-
onskrankheiten des Viehs, das Milch produziert, zu verwenden.

[0008] Nun muss aus offensichtlichen medizinischen Griinden die fir den menschlichen Konsum bestimmte
Milch im Prinzip frei von jeglicher Spur von Antibiotika sein. Aulerdem kénnen Penicillinkonzentrationen von
0,005 IE/ml oder weniger bei der Herstellung von Produkten, die von der Milch abgeleitet sind, wie Kase, Jo-
ghurt usw., verheerende Folgen haben.

[0009] Mehrere Situationen kénnen in Betracht gezogen werden. In einem ersten Fall beispielsweise wird, um
die Gegenwart von Antibiotika auf dem Hof nachzuweisen, bevor in einen Lastwagen umgegossen wird, ein
extrem schneller (unter 5 Minuten) und einfacher Test bevorzugt werden. Man kann auch daran denken, einen
solchen Schnelltest zu verwenden, wenn beispielsweise das Antibiotikum, das fiir die Behandlung verwendet
wurde, bekannt ist und wenn aufRerdem dieser Test den Nachweis des fraglichen Antibiotikums in der gesetz-
lichen Norm ermdoglicht. Im zweiten Fall, wenn die Betonung nicht auf der Schnelligkeit liegt, ist es von Bedeu-
tung, die Mehrheit, wenn nicht sogar alle Antibiotika in den gesetzlichen Normen nachzuweisen.

[0010] Die Gesetzgebung bestimmter Lander schreibt nadmlich sehr genaue Qualitdtsnormen vor. Beispiels-
weise fordern die amerikanischen Behoérden, dass die Konzentrationen der sechs folgenden Antibiotika in der
Milch ganz genaue Werte nicht Gberschreiten: Penicillin, 5 ppb; Ampicillin, 10 ppb; Amoxicillin, 10 ppb; Cloxa-
cillin, 10 ppb; Cephapirin, 20 ppb; Ceftiofur, 50 ppb. Auch die Europaische Gemeinschaft fordert Qualitatsnor-
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men: Penicillin 4 ppb; Amoxicillin 4 ppb; Ampicillin 4 ppb; Cloxacillin 30 ppb; Dicloxacillin 30 ppb; Oxacillin 30
ppb; Cephapirin 10 ppb; Ceftiofur 100 ppb; Cefquinon 20 ppb; Nafcillin 30 ppb; Cefazolin 50 ppb.

[0011] Es kdnnte also interessant sein, Uber einen Test zu verfligen, der den Nachweis der Mehrheit der An-
tibiotika ermdglichen wirde. Auflerdem kann man im Bereich der Milchindustrie der Meinung sein, dass man-
gels eines Tests, der alle Merkmale an Schnelligkeit, Empfindlichkeit und Einfachheit aufweist, ein Test, der es
ermdglichen wirde, diese drei Parameter aufs Beste zu vereinen, selbst wenn sie nicht ganz abgedeckt sind,
interessant ware.

[0012] Das Patent US 4.239.852 beschreibt ein mikrobiologisches Verfahren fiir den Nachweis von Antibioti-
ka mit B-Laktamkern in der Milch. GemaR diesem Verfahren wird die Milchprobe einerseits in Gegenwart von
Zellteilen eines gegen die Antibiotika sehr empfindlichen Mikroorganismus, insbesondere Bacillus stearother-
mophilus, und andererseits in Gegenwart eines mit einem radioaktiven Element oder mit einem Enzym mar-
kierten Antibiotikums inkubiert. Die Inkubation wird unter Bedingungen ausgefiihrt, die es den gegebenenfalls
in der Probe vorhandenen Antibiotika und dem markierten Antibiotikum ermdglichen, sich an die Zellteile zu
binden.

[0013] Nach der Inkubation werden die Zellteile von dem Gemisch getrennt, dann gewaschen. Anschlielend
wird die Menge an markiertem, an die Zellteile gebundenem Antibiotikum bestimmt und mit einem Standard
verglichen. Die Menge an markiertem, an die Zellteile gebundenem Antibiotikum ist umgekehrt proportional zu
der Konzentration an Antibiotikum, das in der analysierten Milchprobe vorhanden ist.

[0014] Dieses Verfahren erfordert relativ schwierige Manipulationen, insbesondere bei der Abtrennung der
Zellteile von dem Gemisch. AuRerdem verwendet dieses Verfahren in seiner empfindlichsten Version ein An-
tibiotikum, das mit einem radioaktiven Element markiert ist (**C oder '®I). In diesem Fall erfordert die Bestim-
mung der Menge an Antibiotikum, das gegebenenfalls in der Milch vorhanden ist, dass man Zugriff auf ein spe-
zielles Gerat, wie beispielsweise einen Scintillationszahler hat.

[0015] Zudem ist die Handhabung von radioaktiven Produkten, selbst in sehr geringen Mengen, nicht voll-
kommen gefahrlos fur die Person, die die Analyse ausfuhrt.

[0016] Die Europaische Patentanmeldung 593.112 beschreibt ein anderes Verfahren, das den Nachweis von
Antibiotika in der Milch ermdglicht. Dieses Verfahren verwendet ein Protein, das aus einem gegen die Antibio-
tika empfindlichen Mikroorganismus, wie Bacillus stearothermophilus, isoliert wird. Dieses Protein wird auf3er-
dem mit einem Enzym, wie einer Peroxidase markiert.

[0017] Dieser Test geht auf die folgende Weise vor: eine Milchprobe wird in einem Réhrchen in Gegenwart
des markierten Proteins inkubiert; nach der Inkubation wird die Milch in ein zweites Réhrchen Uberfuhrt, auf
dessen Wanden ein Referenz-Antibiotikum immobilisiert wurde; man nimmt eine zweite Inkubation vor, dann
wird der Inhalt des Réhrchens entfernt; die Wande dieses zweiten R6hrchens werden dreimal mit einer Wasch-
I6sung gewaschen, die selbst entfernt wird, dann werden die in dem zweiten Réhrchen vorhandenen Riick-
stéande auf ein absorbierendes Papier Gberfihrt; man gibt dann ein farbendes Substrat in das zweite Réhrchen,
das von neuem inkubiert wird, dann gibt man eine Lésung zu, die die Farbentwicklung stoppt; die Farbung des
Roéhrchens wird mit der Farbung eines identischen Tests verglichen, der parallel an einer Standard-Antibioti-
kumprobe ausgefiihrt wurde. Die Menge an markiertem Protein, das auf dem Trager immobilisiert ist, und folg-
lich die Intensitat der Farbung ist umgekehrt proportional zu der Menge an Antibiotikum, das in der analysierten
Milchprobe vorhanden ist.

[0018] Gemal Beispiel 1 dieser Patentanmeldung ermdglicht dieser Test, Penicillin G bis zu Konzentrationen
in der GréRRenordnung von 5 ppb nachzuweisen, und erméglicht den Nachweis von Amoxicillin (5 ppb), Ampi-
cillin (10 ppb), Cephapirin (5 ppb) und Ceftiofur (5 ppb).

[0019] Jedoch ist dieser Test ziemlich anspruchsvoll in der Durchfiihrung, insbesondere durch nicht qualifi-
ziertes Personal. Dieser Test umfasst namlich zahlreiche Schritte, einschlieRlich Schritte des Umfiillens von
Flissigkeit und Riickstanden und mehrere Schritte des Spulens. Aufgrund der Anzahl und der Art der Schritte,
die in diesem Test erforderlich sind, hangt der Erhalt eines zuverlassigen Ergebnisses stark vom experimen-
tellen Kénnen des Ausfiihrenden ab.

[0020] Aufierdem erfordert es die Interpretation des Ergebnisses, parallel zwei Tests zu machen, was die Ar-
beitsvorgange noch vervielfacht und kompliziert.
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[0021] Man kennt auch andere Typen von enzymatischen Verfahren, die es ermdglichen, geringe Konzentra-
tionen von Antibiotika in der Milch zu bestimmen (J.M. FRERE et al., Antimicrobial Agents and Chemotherapy,
18(4), 506-510 (1980) sowie die Patente EP 85.667 und EP 468.946), die auf der Verwendung eines spezifi-
schen Enzyms basieren, im vorliegenden Fall die I6sliche exozellulare D-Alanyl-D-alanincarboxypeptidase, die
von Actinomadura R39 produziert wird, (im Folgenden mit "Enzym R39" bezeichnet). Das Enzym R39 besitzt
eine spezifische Aktivitat zur Hydrolyse der D-Alanyl-D-alanin-Gruppen von verschiedenen Peptiden und ist
auch in der Lage, spezielle Thioester zu hydrolysieren.

[0022] Auflerdem reagiert das Enzym R39 mit den Antibiotika mit B-Laktamkern, um sehr schnell einen aqui-
molaren Enzym-Antibiotikum-Komplex zu bilden, der inaktiv und fast irreversibel ist.

[0023] In der neuesten Version dieses Tests (EP 468.946) wird ein bestimmtes Volumen einer Probe der zu
untersuchenden Flussigkeit mit einer festgelegten Menge des Enzyms R39 unter Bedingungen inkubiert, die
es dem [B-Laktam-Antibiotikum, das gegebenenfalls in der Probe vorhanden ist, ermdglichen, mit dem Enzym
zu reagieren, um einen aquimolaren Enzym-Antibiotikum-Komplex zu bilden, der inaktiv und fast irreversibel
ist.

[0024] Dann wird eine bestimmte Menge an Substrat vom Thioestertyp mit dem in der ersten Stufe erhaltenen
Produkt unter Bedingungen inkubiert, die die Hydrolyse des Substrats durch das restliche Enzym R39, das
nicht mit dem Antibiotikum bei der ersten Inkubation komplexiert wurde, ermdglichen. Die so gebildete Menge
an Mercaptoalkansaure wird dann durch kolorimetrische Bestimmung mit Hilfe eines Reagenzes bestimmt,
das in der Lage ist, durch Reaktion mit der freien SH-Gruppe der Mercaptoalkansaure eine Farbung zu erzeu-
gen. Die Intensitat der Farbung wird mit einem Eichmal} verglichen, das vorab aus Proben, die bekannte An-
tibiotikamengen enthalten, aufgestellt wurde. Die quantitative Bestimmung kann durch Messung mit dem
Spektrometer erfolgen; im Fall der Milch kann die vorherige Klarung der Probe sich als notwendig erweisen.

[0025] Klar, dieser Test umfasst weniger Schritte und ist einfacher einzusetzen als der in der Patentanmel-
dung EP 593.112 beschriebene Test. Jedoch ist er auf den Nachweis von Antibiotika mit B-Laktamkern be-
schrankt und dies bis zu den Nachweisgrenzwerten, die mit dem Enzym R39 zuganglich sind. Als solcher kann
dieser Test nicht mit anderen Antibiotikarezeptoren verwendet werden und kann nicht direkt als Grundlage fur
den Nachweis von anderen Analyten in der Milch dienen.

[0026] EP 0 408 222 beschreibt eine Vorrichtung, die es ermoglicht, die in einer Flissigkeit enthaltenen Be-
standteile zu trennen, diese Vorrichtung umfasst eine mikroporése Trennmembran.

[0027] Da die derzeitigen Tests noch verschiedene Nachteile aufweisen, hat die Anmelderin sich zum Ziel ge-
setzt, nach neuen Verfahren fur den Nachweis von Analyten in den flissigen Milchprodukten zu suchen, wobei
die gesuchten Verfahren die zuverlassige Bestimmung von verschiedenen Typen von Analyten vorzugsweise
zum Zeitpunkt des Einsammelns auf dem Hof erméglichen missen. Die Anmelderin hat also ein Verfahren ge-
sucht, das es ermdglicht, sehr schnell ein zuverlassiges und empfindliches Ergebnis in einer begrenzten An-
zahl von einfachen Schritten, die kein besonderes experimentelles Kénnen erfordern, zu erhalten. AuRerdem
hat die Anmelderin ein Verfahren gesucht, das ein Ergebnis liefert, das leicht visuell detektierbar ist und aul3er-
dem durch instrumentelle Messung quantifiziert werden kann.

[0028] Die Anmelderin hat jetzt entdeckt, dass diese Ziele durch die Verwendung einer neuen Testvorrichtung
erreicht werden kdnnen, die es ermdglicht, die Gegenwart von Analyten in den flissigen Milchprodukten, ins-
besondere der Milch, zu bestimmen.

[0029] Deshalb betrifft die vorliegende Erfindung eine Testvorrichtung, die es erméglicht, die Gegenwart von
Analyten in einem flliissigen Milchprodukt durch tangentiale Kapillarmigration besagten Milchprodukts nachzu-
weisen. Die erfindungsgemalie Testvorrichtung umfasst einen festen Trager (1), der ein erstes und ein zweites
Ende besitzt, auf dem nacheinander, ausgehend von dem ersten Ende, aufgebracht sind

— eine Membran (2), die die Reinigung der analysierten Fliissigkeit ermdglicht,

— eine Membran (3), auf der eine oder mehrere Fangsubstanzen immobilisiert sind, und

— eine absorbierende Membran (4),

dadurch gekennzeichnet, dass die Membran (2) eine Leukosorb-Membran ist, die aus nicht gewebten Poly-
esterfasern hergestellt ist und in der Lage ist, die in dem Milchprodukt vorhandenen Substanzen zuriickzuhal-
ten, die die Migration der gegebenenfalls in dem Milchprodukt vorhandenen Analyten und der gemafl dem
praktizierten Verfahren verwendeten Nachweisreagenzien auf der Testvorrichtung verhindern, und dies bei der
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tangentialen Kapillarmigration der Probe nach Eintauchen des ersten Endes der Testvorrichtung in das analy-
sierte Milchprodukt.

[0030] Gemal einer besonderen Ausfiihrungsform der Erfindung besitzt die Testvorrichtung gemag der vor-
liegenden Erfindung auRerdem eine Membran (5), auf der wenigstens ein Nachweisreagenz abgeschieden
wurde, wobei dieses Nachweisreagenz in der Lage ist, sich in Gegenwart besagten Milchprodukts schnell auf-
zulésen. Gemal dieser besonderen Ausfihrungsform muss die Membran (5) vor der Membran (3) liegen. Sie
kann beispielsweise entweder vor der Membran (2) am ersten Ende der Vorrichtung oder zwischen der Mem-
bran (2) und der Membran (3) oder auch unterhalb oder oberhalb der Membran (2) liegen.

[0031] Die verschiedenen Membranen, die in der Testvorrichtung gemaf der vorliegenden Erfindung vorhan-
den sind, Uberlagern sich an ihren Enden, so dass die kontinuierliche Migration des Milchprodukts von einer
Zone in die andere sichergestellt ist. Vorzugsweise liegt die Membran (3) so, dass ihr nahes Ende unterhalb
der Membran (2) liegt und ihr entferntes Ende unterhalb der Membran (4). Die Membranen kdnnen gegebe-
nenfalls untereinander durch einen Plasikklebefilm (6) in Kontakt gehalten werden. In diesem Fall wird der
Plastikklebefilm so gewanhlt, dass er die Migration der Flussigkeit auf der Testvorrichtung nicht beeintrachtigt.

[0032] Die Option, die Testvorrichtung mit einem Plastikklebefilm zu bedecken, weist zwei Vorteile auf: er
sorgt fiir einen sehr guten Kontakt an der Uberlappung der Membranen und stellt einen Schutzfilm dar. Der
Plastikklebefilm (6) kann entweder die Membranen (2), (3), (4) und (5) vollstandig bedecken oder die einzelnen
Membranen teilweise bedecken. Vorzugsweise bedeckt der Plastikklebefilm (6) die ersten Millimeter des ers-
ten Endes nicht, um eine schnellere Migration der Flissigkeit auf der Membran (2) der Testvorrichtung zu er-
moglichen.

[0033] Die Eig. 1 bis Eig. 3 erlautern Beispiele fur Testvorrichtungen geman der vorliegenden Erfindung. Die
Fig. 1a, Fig. 2 und Fig. 3 stellen Frontalansichten dar und die Fig. 1b stellt eine Ansicht im Langsschnitt dar.

[0034] Derin der Testvorrichtung geman der vorliegenden Erfindung vorhandene feste Trager (1) ist aus Glas
oder aus Kunststoff, vorzugsweise aus Kunststoff. Im Fall eines Tragers aus Kunststoff liegt seine Dicke im
Allgemeinen zwischen 0,05 und 1 mm, vorzugsweise zwischen 0,1 und 0,6 mm. Die Membranen sind auf dem
festen Trager (1) durch einen Kleber befestigt.

[0035] Die Membran (2) kann von verschiedenen Arten sein. Einerseits muss sie in der Lage sein, die in dem
Milchprodukt vorhandenen Substanzen zuriickzuhalten, die die Migration der gegebenenfalls in dem Milchpro-
dukt vorhandenen Analyten und der gemafl dem praktizierten Verfahren verwendeten Nachweisreagenzien
auf der Testvorrichtung verhindern. Andererseits muss sie die schnelle Migration der Analyten und Nachweis-
reagenzien auf der Testvorrichtung ermoéglichen und gleichzeitig die Aktivitat dieser Analyten und Nachweisre-
agenzien bei dieser Migration bewahren. Ein nicht beschrankendes Beispiel fur Membranen, die es ermogli-
chen, dieses Ergebnis zu erzielen, ist Leukosorb® LK4 (erhéltlich bei Pall Gelman Sciences).

[0036] Die vorzugsweise verwendete Membran Leukosorb® ist eine Membran, die aus nicht gewebten Poly-
esterfasern hergestellt ist, die zur Retention von Leukozyten aus klinischen Proben, die aus Blut, Urin, Speichel
und Gehirn-Ruckenmarksflissigkeit stammen, bestimmt ist. Die Retention der Leukozyten wird durch Filtration
der FlUssigkeit durch transversale Passage durch die Membran hindurch ausgefiihrt.

[0037] Die Anmelderin hat unerwarteterweise festgestellt, dass diese Typen von Membranen es auch ermdg-
lichen, eine sehr wichtige Funktion fiir den Nachweis von Analyten in einem Milchprodukt durch die Testvor-
richtungen gemaR der vorliegenden Erfindung sicherzustellen, namlich die Retention der in den Milchproduk-
ten vorhandenen Substanzen, die das gute Ablaufen eines Nachweistests durch tangentiale Kapillarmigration
des Milchprodukts auf besagten Testvorrichtungen verhindern, wobei sie gleichzeitig die schnelle Migration der
Analyten und Nachweisreagenzien gestatten.

[0038] Um diese Funktion optimal auszufihren, muss die Membran (2) ausreichend lang sein, um die Entfer-
nung aller in dem Milchprodukt vorhandenen Substanzen, die die schnelle Migration der Analyten und Nach-
weisreagenzien auf der Versuchsvorrichtung verhindern, zu ermdglichen.

[0039] Die Membran (3) muss es ermdglichen, eine oder mehrere Fangsubstanzen zu immobilisieren, und
muss die schnelle Migration der Milchproduktprobe nach der Passage Uber die Membran (2) gestatten. Vor-
zugsweise ist die Membran (3) auf einem nicht porésen Trager vom Polyestertyp gestutzt. Nicht beschranken-
de Beispiele fir Membranen, die sich gemal der vorliegenden Erfindung eignen, sind Membranen aus Nitro-
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cellulose mit hoher Kapillargeschwindigkeit, wie die Hi-Flow-Membranen (erhaltlich bei Millipore), vorzugswei-
se die Hi-Flow-Membranen vom Typ SX oder ST. Diese Membranen liefern in Kombination mit den Membranen
(2), wie zuvor gekennzeichnet, ein optimales Ergebnis.

[0040] Eine oder mehrere Fangsubstanzen werden auf der Membran (3) immobilisiert. Der Typ von immobi-
lisierter Fangsubstanz hangt selbstverstandlich von dem fir den Nachweis der Analyten praktizierten Verfah-
ren ab; die Fangsubstanzen sind in der Lage, wenigstens einen der Bestandteile, die in der auf der Testvor-
richtung wandernden Flissigkeit vorhanden sind, wie eins der Nachweisreagenzien oder das Produkt, das aus
der Bildung eines Komplexes zwischen dem Analyten oder einer analogen Substanz dieses Analyten und we-
nigstens einem Nachweisreagenz resultiert, oder auch das Produkt, das aus der Bildung eines Komplexes zwi-
schen mehreren Nachweisreagenzien resultiert, selektiv zu immobilisieren. Die Fangsubstanz kann auch eins
der Nachweisreagenzien sein. Die Fangsubstanzen sind auf einem Teil oder mehreren gut abgegrenzten Tei-
len der Membran (3), wie Scheiben oder diinne Banden oder jedes andere flur die Anwendung geeignete Motiv,
konzentriert platziert. Wie auch immer das gewahlte Motiv sein mag, es muss es ermdglichen, ein klares Ab-
lesen des Ergebnisses zu erzielen.

[0041] Bezlglich ihrer GréRe muss die Membran (3) eine Lange haben, die ausreicht, um alle verwendeten
Fangsubstanzen zu enthalten und dies in der Reihenfolge und in den Mengen, die gemal dem praktizierten
Nachweisverfahren erforderlich sind.

[0042] Der fir die Membran (4) verwendete Membrantyp hat wenig Bedeutung, sofern diese in der Lage ist,
die Flussigkeit nach ihrer Passage Uber die vorherigen Membranen zu absorbieren und zu speichern. Die
Membran (4) ist von ausreichend gro3er Abmessung, um die Absorption der Flissigkeit nach ihrer Passage
Uber die Membran (3) zu ermdglichen, aber auch, unter einem praktischen Gesichtspunkt, um ein leichteres
manuelles Greifen der Testvorrichtung zu ermdglichen.

[0043] Gegebenenfalls kann die Testvorrichtung gemaf der vorliegenden Erfindung eine Membran (5) um-
fassen, auf der wenigstens ein Nachweisreagenz abgeschieden wurde. Die Membran (5) muss die Migration
des Milchprodukts erméglichen und gleichzeitig das Lésen und Freisetzen des (oder der) Nachweisreagenzes
(-zien) bei der Passage des Milchproduktstroms ermdéglichen. Nicht beschrankende Beispiele fir Membranen,
die sich zu diesem Zweck eignen kénnen, sind: die Membranen auf der Basis von Glasfaserharzen, wie die
Membranen T5NM (erhaltlich bei Millipore), die Membranen FO075-14 oder FO75-17 oder GF/C (erhaltlich bei
Whatman), die Membran Cytosep 1663 (erhaltlich bei Pall Gelman Sciences), die Membranen auf der Basis
von Polyesterfaserharzen, wie die Accuwick-Membranen (erhaltlich bei Pall Gelman Sciences), 3 mm-Cellulo-
sepapier (erhaltlich bei Whatman) oder auch die Membranen vom Typ Release Matrix PT-R2 (erhaltlich bei Ad-
vances Micro Devices). Vorzugsweise verwendet man eine Membran auf der Basis von Polyesterfaserharzen,
wie die Accuwick-Membranen. Die Membran (5) hat eine Lange, die ausreicht, um die gewlinschte Menge an
Nachweisreagenz zu tragen.

[0044] Die Testvorrichtungen gemaf der vorliegenden Erfindung werden durch die dem Fachmann bekann-
ten Verfahren hergestellt. Man kann beispielsweise Karten mit im Handel erhéltlichen Laminatoren herstellen.
Die verwendeten Fangsubstanzen werden in Form von Lésungen auf der Membran (3) vor oder nach dem Zu-
sammenfligen der Karten abgeschieden. Das Abscheiden dieser Lésungen kann dank im Handel erhaltlichen
Geraten, wie der Dispenser X-Y Platform Biojet Quanti-3000 von Bio Dot, Inc., sehr genau durchgefiihrt wer-
den. Diese abgeschiedenen Lésungen werden sogleich verdampft, beispielsweise indem man die Karte unter
einen Heildluftstrom bringt. Fir die Herstellung in grolem Mafstab kann man auch Rollen herstellen. Dann
werden die Karten und Rollen, die die gewlinschten Fangsubstanzen tragen, in Streifen geschnitten, wobei je-
der dieser Streifen eine erfindungsgemale Testvorrichtung darstellt.

[0045] Wenn die Testvorrichtung eine Membran (5) umfasst, kann (kénnen) das (die) Nachweisreagenz
(-zien) vor dem Zusammenfugen der Karten oder Rollen durch einfaches Eintauchen der Membran (5) in eine
Lésung, die das (die) Nachweisreagenz (-zien) enthalt, darauf abgeschieden werden. Alternativ kann (kdnnen)
es (sie) nach Zusammenfiigen der Karten oder Rollen durch eine Technik abgeschieden werden, die zu derje-
nigen, die fir das Abscheiden der Fangsubstanzen auf der Membran (3) verwendet wird, analog ist.

[0046] Bei einer Variante der Erfindung ist die Vorrichtung in ein Plastikgehduse eingebracht, das zwei Off-
nungen aufweist: die erste in Form einer Schale ist genau oberhalb der Membran (2) angebracht und ermég-
licht es, die zu analysierende Fliissigkeit aufzunehmen; die zweite ist ein Offnungsfenster, das es erméglicht,
das Ergebnis auf der Membran (3) sichtbar zu machen. In diesem Fall umfasst die Testvorrichtung keinen Plas-
tikklebefilm (6).

6/21



DE 698 30416 T2 2005.11.10

[0047] Die Testvorrichtung gemaf der vorliegenden Erfindung ermdglicht es, die Gegenwart von Analyten in
einem fliissigen Milchprodukt, insbesondere der Milch, nachzuweisen.

[0048] Deshalb betrifft die vorliegende Erfindung auch ein Verfahren fir den Nachweis von Analyten in einem
flissigen Milchprodukt, das eine Testvorrichtung gemaR der vorliegenden Erfindung sowie Nachweisreagenzi-
en verwendet, das die folgenden Schritte umfasst:
a) das Inkontaktbringen eines bestimmten Milchproduktvolumens mit der Testvorrichtung geman der vorlie-
genden Erfindung, wobei dieses Inkontaktbringen am ersten Ende der Testvorrichtung stattfindet,
b) die tangentiale Migration durch Kapillarwirkung des Milchprodukts auf der Testvorrichtung, so dass die
Analyten und die Nachweisreagenzien, die gegebenenfalls in dem Milchprodukt vorhanden sind, nach und
nach die Membran (2), dann die Membran (3) durchlaufen und so dass die Bestandteile des Milchprodukts,
die nicht von den Membranen (2) und (3) angehalten werden, in der Membran (4) enden und
c) die Bestimmung einer Fixierung auf der Membran (3).

[0049] Das Verfahren gemaR der vorliegenden Erfindung ermdglicht es, Analyten in einem flussigen Milch-
produkt, beispielsweise Milch, Molke, Buttermilch, ..., nachzuweisen. Die vorliegende Erfindung bezieht sich
spezieller auf den Nachweis von Analyten, wie Tierarzneimittel, Hormone oder Proteine, die in der Milch vor-
handen sein kdnnen.

[0050] Die gemal dem Verfahren der Erfindung verwendeten Nachweisreagenzien kénnen in Zahl und Art in
Abhangigkeit von der Ausflihrungsform der Erfindung, die selbst auf dem praktizierten Nachweisverfahren ba-
siert, variieren. Das erfindungsgemafe Verfahren verwendet wenigstens zwei Nachweisreagenzien. Das erste
Nachweisreagenz ist ein Erkennungsmittel, das in der Lage ist, den Analyten spezifisch zu erkennen, und wird
im Folgenden "ldentifizierungsmittel" genannt. Das zweite Nachweisreagenz ist ein Markierungsmittel und wird
im Folgenden "Marker" genannt. Man sollte feststellen, dass in Abhangigkeit von der gewahlten Ausfiihrungs-
form bestimmte Nachweisreagenzien auf der Membran (3) oder auf der Membran (5) vorhanden sein kénnen.
In Abhangigkeit von dem nachzuweisenden Analyten und den verwendeten Nachweisreagenzien kann es sich
als notwendig erweisen, ein oder mehrere Nachweisreagenzien vor dem Schritt des Inkontaktbringens des
Milchprodukts mit der erfindungsgemafen Testvorrichtung hinzuzufligen und dieses Gemisch unter Inkubati-
onsbedingungen zu halten, die die Bildung eines Komplexes zwischen Nachweisreagenzien und dem Analyten
oder einer analogen Substanz des Analyten ermdglichen. In Abhangigkeit von dem gewahlten Verfahren kon-
nen das Identifizierungsmittel und der Marker untereinander gekoppelt sein oder kdnnen nur eine einzige und
gleiche Substanz sein. Andererseits kann es mehrere Identifizierungsmittel und/oder Marker geben.

[0051] Das Identifizierungsmittel ermdglicht es, die Gegenwart des gesuchten Typs von Analyt aufgrund sei-
ner Fahigkeit nachzuweisen, diesen Analyten oder eine analoge Substanz dieses Analyten spezifisch zu er-
kennen. Es kann sich um einen Rezeptor, der in der Lage ist, selektiv einen stabilen und im Wesentlichen ir-
reversiblen Komplex mit dem Analyten oder einer analogen Substanz des Analyten zu bilden, oder um einen
spezifischen monoklonalen oder polyklonalen Antikérper des Analyten oder einer analogen Substanz des Ana-
lyten handeln. Fir den Nachweis von Antibiotika kann das Identifizierungsmittel ausgewahlt sein unter spezi-
fischen monoklonalen oder polyklonalen Antikérpern oder unter den Rezeptoren, die aus Mikroorganismen er-
halten werden, die gegen die Antibiotika empfindlich sind, wie die Rezeptoren, die aus den Spezies Bacillus
(Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, ...), Streptococcus (Streptococcus ther-
mophilus, ...), Actinomvcetes (Actinomadura R39, ... ) erhalten werden.

[0052] Gemal einer bevorzugten Durchflihrungsform der Erfindung verwendet man ein Identifizierungsmittel,
das einen gegen die Antibiotika mit B-Laktamkern empfindlichen Rezeptor umfasst, der aus Bacillus lichenifor-
mis erhalten wird, wie der Rezeptor BlaR oder der Rezeptor BlaR-CTD. Die Isolierung und die Peptidsequenz
des Proteins BlaR sind in Y. ZHU et al., J. Bacteriol., 1137-1141 (1990) beschrieben; der Rezeptor BlaR-CTD
ist die endstandige Carboxydomane von BlaR, dessen Isolierung und Peptidsequenz in B. JORIS et al., FEMS
Microbiology Letters, 107-114 (1990) beschrieben sind.

[0053] Die Verwendung der Rezeptoren BlaR oder BlaR-CTD gemal der vorliegenden Erfindung fir den
Nachweis von Antibiotika mit B-Laktamkern weist wichtige Vorteile verglichen mit den bis heute verwendeten
Erkennungsmitteln auf. Die Rezeptoren BlaR und BlaR-CTD sind namlich in der Lage, eine grof3e Anzahl an
Antibiotika sehr schnell zu komplexieren und dies bei einer Inkubationstemperatur, die niedriger als diejenige
ist, die fur die bekannten Erkennungsmittel, wie beispielsweise die Rezeptoren, die aus Bacillus stearothermo-
philus erhalten werden, benétigt wird.

[0054] Der zweite Typ von verwendetem Nachweisreagenz ist ein Marker, der es ermdglicht, direkt oder indi-
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rekt die Gegenwart der Analyten in dem Milchprodukt sichtbar zu machen und zu quantifizieren. Die erfin-
dungsgemal’ verwendbaren Marker kénnen partikelartig, fluoreszierend, radioaktiv, lumineszierend oder en-
zymatisch sein. Man wahlt vorzugsweise einen Partikelmarker, der ein leicht detektierbares visuelles Signal
liefert, selbst wenn dieser in geringer Menge vorhanden ist. Als nicht beschrankende Beispiele seien die kol-
loidalen Metallpartikel (Platin, Gold, Silber usw.), die kolloidalen Selen-, Kohlenstoff-, Schwefel-, Tellurpartikel
oder auch die kolloidalen Partikel von farbigen synthetischen Latizes angefuhrt. Die kolloidalen Goldpartikel
mit einem Teilchendurchmesser zwischen 1 und 60 nm sind besonders bevorzugt: sie liefern eine intensive ro-
sa-rote Farbung, die leicht detektierbar ist.

[0055] Der Marker ermoglicht es, die Gegenwart des Analyten in der Milchproduktprobe durch seine Kopp-
lung an ein oder mehrere Nachweisreagenzien, an den Analyten oder an eine analoge Substanz des Analyten
zu bestimmen.

[0056] Die Kopplung zwischen dem Marker und dem Nachweisreagenz kann gemaf den Verfahren, die dem
Fachmann bekannt sind, durchgefiihrt werden. Wenn man einen Partikelmarker verwendet, kann das Markie-
ren entweder durch direkte Adsorption an die Partikel oder indirekt Gber den Umweg eines chemischen Veran-
kerungsarms, wie beispielsweise ein Biotin/Anti-Biotin-Komplex, stattfinden. Diese Kopplung kann entweder
vor dem Schritt des Inkontaktbringens des Milchprodukts mit der erfindungsgemalfen Testvorrichtung oder
wahrend der Migration des Milchprodukts auf der erfindungsgemafien Testvorrichtung stattfinden.

[0057] GemalR einer besonderen Ausflihrungsform der Erfindung verwendet man einen dritten Typ von Nach-
weisreagenz, der im Folgenden "Referenz" genannt wird. Es handelt sich um eine Substanz, die in bekannter
Menge zu der analysierten Probe hinzugefligt wird und die sich an einer spezifischen Fangsubstanz, die auf
der Membran (3) immobilisiert ist, fixiert. Die Referenz liefert eine Bande, deren Intensitat als Standard fiir die
Quantifizierung des Analyten dient.

[0058] Das Inkontaktbringen des Milchprodukts mit der erfindungsgemafen Testvorrichtung (Schritt a) des
Verfahrens), wird durchgefiihrt, indem man die Testvorrichtung gemaf der vorliegenden Erfindung in einen Be-
halter gibt, auf dessen Boden sich die zu analysierende Probe befindet. Die Testvorrichtung wird im Wesentli-
chen vertikal in dem Behaélter platziert, so dass das erste Ende der Vorrichtung mit dem Gemisch in Kontakt ist.

[0059] Bei der Variante der Erfindung, die eine in einem Plastikgehduse eingebrachte Testvorrichtung ver-
wendet, wird dieses horizontal aufgestellt und das Inkontaktbringen erfolgt, indem man ein Aliquot an zu ana-
lysierender Probe in die Offnung in Form einer Schale, die oberhalb der Membran (2) angebracht ist, gibt.

[0060] Fur den Migrationsschritt b) lasst man die Flissigkeit durch Kapillarwirkung auf der erfindungsgema-
Ren Testvorrichtung wandern. Die Flissigkeit, die durch Kapillarwirkung auf der erfindungsgemafien Testvor-
richtung wandert, trifft zuerst auf die Membran (2), die es ermdglicht, die in dem Milchprodukt vorhandenen
Substanzen, die die Migration der gegebenenfalls in dem Milchprodukt vorhandenen Analyten und Nachweis-
reagenzien auf der Testvorrichtung verhindern, zurlickzuhalten. Die Analyten und die Nachweisreagenzien
wandern dann Uber die Membran (3), auf der eine oder mehrere Fangsubstanzen immobilisiert wurden. Die
Fangsubstanzen immobilisieren selektiv wenigstens einen der Bestandteile, die in der analysierten Flissigkeit
vorhanden sind. Gemal einer besonderen Ausfihrungsform der Erfindung verwendet man eine Fangsub-
stanz, die am Ende der Migrationsstrecke der Flissigkeit auf der Membran (3) platziert ist, die in der Lage ist,
alle Marker, die nicht durch die vorherigen Fangsubstanzen angehalten wurden, zu fixieren. Diese Fangsub-
stanz ermdglicht es, die von den vorherigen Fangsubstanzen gelieferten quantitativen Informationen zu ver-
vollstandigen.

[0061] Die Bestimmung einer Fixierung auf der Membran (3) (Schritt c) des Verfahrens) erfolgt einfach, indem
man die Gegenwart von Markern in dieser Zone bestimmt. Diese Bestimmung ist einfach visuell méglich. Wenn
man jedoch eine genaue Messung der Intensitat der beobachteten Signale haben will, kann man auf ein Gerat
zurlickgreifen, das in der Lage ist, die Intensitat des beobachteten Signals zu messen. Wenn man eine Refe-
renz verwendet, wird sie durch eine spezifische Fangsubstanz fixiert, die einen inneren Standard flr die Mes-
sung der Intensitat der beobachteten Signale liefert.

[0062] Die Interpretation des erhaltenen Ergebnisses hangt von dem praktizierten Nachweisverfahren, nam-
lich den verwendeten Nachweisreagenzien und Fangsubstanzen ab.

[0063] Verglichen mit den zuvor in der Literatur beschriebenen Verfahren zum Nachweis von Analyten in der
Milch weist das Verfahren gemaf der vorliegenden Erfindung die folgenden Vorteile auf. An erster Stelle ist
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dieses Verfahren sehr schnell und extrem einfach durchzufihren: es umfasst im Wesentlichen zwei leichte Ma-
nipulationsschritte, die kein besonderes experimentelles Kénnen erfordern. Dann ist die qualitative und quan-
titative Auswertung des Ergebnisses unmittelbar und erfordert keine besonderen zusatzlichen Arbeitsvorgan-
ge, wie diejenigen, die erforderlich sind, wenn der Nachweis mit Farbstoffen und/oder enzymatischen Markern
ausgefuhrt wird. Aulerdem ist dieses Verfahren direkt anwendbar fir den Nachweis von verschiedenen Typen
von Analyten. Schlief3lich ist bei der Ausfiihrungsform, die eine Referenz verwendet, das Ergebnis direkt inter-
pretierbar und quantifizierbar, ohne dass es notwendig ware, auf einen oder mehrere Vergleichstests zurtick-
zugreifen.

[0064] Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein Verfahren, wie in den Anspriichen 14, 15 und 19 definiert.

[0065] Die vorliegende Erfindung betrifft auch ein Testkit fir den Nachweis von Analyten in einem Milchpro-
dukt, das eine Testvorrichtung gemaf der vorliegenden Erfindung umfasst. Gegebenenfalls kann das Testkit
gemal der vorliegenden Erfindung auch Nachweisreagenzien enthalten, die der Probe vor dem Inkontaktbrin-
gen des Milchprodukts mit der Testvorrichtung hinzuzufiigen sind.

[0066] Die folgenden Beispiele erlautern verschiedene Aspekte und Ausflihrungsformen der vorliegenden Er-
findung ohne jedoch dadurch ihre Reichweite zu beschranken.

Beispiel 1. Herstellung der Testvorrichtungen. Allgemeine Arbeitsweisen.
1.1. Zusammenfugen von Membrankarten.

[0067] Karten mit einer Groflie von 300 x 76,2 mm werden mittels eines Laminators vom Typ Chlamshell La-
minator (erhaltlich bei Bio Dot, Inc.) gemaf dem folgenden Verfahren zusammengebaut:

Man schneidet ein Rechteck aus einem Plastiktrager vom Typ ArCare 8565 (erhaltlich bei Adhesive Research)
in der GroRe 300 x 76,2 mm zu (fester Trager (1)). Man schneidet dann ein Rechteck aus der Membran Leu-
kosorb® LK4 (erhaltlich bei Pall Gelman Sciences) in der GréRe 300 x 20 mm (Membran (2)), ein Rechteck aus
der Membran Hi-Flow SX (erhaltlich bei Millipore) in der Gré3e 300 x 25 mm (Membran (3)), ein Rechteck aus
der Membran 3 mm-Cellulose (erhaltlich bei Whatman) in der GréRe 300 x 40 mm (Membran (4)) und ein
Rechteck aus der Membran Accuwick (erhaltlich bei Pall Gelman Sciences) in der Grée 300 x 0,8 mm (Mem-
bran (5)) zu.

[0068] Man bringt nacheinander die Membranen (2) und (4), dann (5), dann (3) an einer speziellen Stelle der
unteren Form des Laminators unter. Der mit Kleber bedeckte feste Trager (1) wird im Deckel des Gerats ge-
halten, wobei die Kleberseite der Luft ausgesetzt ist. Die in der unteren Form untergebrachten Membranen
werden mit dem klebenden Trager in Kontakt gebracht, indem man den Laminator schlief3t; die Membranen
werden mittels Luftabsaugen, das durch eine Vakuumpumpe ausgefiihrt wird, exakt an Ort und Stelle gehalten.
Wenn das Vakuum unterbrochen wird, gewinnt man eine Karte, die aus dem festen Trager (1) besteht, auf dem
die Membranen (2), (3), (4) und (5) fixiert sind.

1.2. Abscheidung der Fangsubstanzen auf der Membran (3).

[0069] Die Abscheidung der Fangsubstanzen auf der Membran (3) wird vor oder nach dem Zusammenfligen
gemal Beispiel 1.1. ausgefihrt.

[0070] Man stellt eine wassrige Losung, die die Fangsubstanz enthalt, her. Sie wird auf der Membran (3) der
in Beispiel 1.1. hergestellten Membrankarte mit einem "Dispenser" vom Typ X-Y Platform Biojet Quanti-3000
von Bio Dot, Inc. abgeschieden.

[0071] Die abgeschiedenen Lésungen werden sofort verdampft, indem man die ganze Karte eine Minute lang
unter ein HeiBluftgeblase bei 60 °C stellt.

1.3. Abscheidung der Markierungssubstanz auf der Membran (5).
a) Vor dem Zusammenfigen gemalf Beispiel 1.1.
[0072] Man stellt eine wassrige Losung, die die Markierungssubstanz enthalt, her. Die Membran (5) wird in

diese Lésung eingetaucht. Man lasst sie dann abtropfen, dann wird sie eine Nacht bei Raumtemperatur unter
einem Vakuum von 0,5 bar getrocknet.
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(b) Nach dem Zusammenfligen gemaf Beispiel 1.1.

[0073] Man verfahrt gemaR der in Beispiel 1.2. fir die Abscheidung der Fangsubstanzen beschriebenen Ar-
beitsweise.

1.4. Aufbringen des Plastiklebefiims (6).

[0074] Man schneidet ein Rechteck aus Klebefilm vom Typ ArCare 7759 (erhaltlich bei Adhesive Research)
in der Grof3e von 300 x 20 mm fur eine teilweise Bedeckung und 300 x 71,2 mm fir eine Bedeckung aller Mem-
branen zu.

[0075] Die gemal Beispiel 1.1. erhaltene Karte wird in die untere Form eines Laminators gegeben und der
Klebefilm wird in den Deckel des Laminators gelegt, wobei die Klebeseite der Luft ausgesetzt ist. Der Plastik-
klebefilm wird mit der Membrankarte beim Schlieen des Gerats in Kontakt gebracht.

1.5. Zuschnitt zu Streifen.

[0076] Die nach dem Zusammenfiigen erhaltenen Karten werden mit Hilfe eines Gerats vom Schlagscheren-
typ oder mit Hilfe eines rotierenden Gerats (erhaltlich bei Bio Dot, Kinematic oder Akzo) zu Streifen geschnit-
ten. Die Endstreifen werden entfernt und die anderen Streifen sind gebrauchsfertig.

[0077] Fur ihre Aufbewahrung werden die Testvorrichtungen in einen lichtundurchlassigen und hermetisch
verschlossenen Behalter in Gegenwart eines Trocknungsmittels (Silgelac, Frankreich) gegeben.

1.6. Anordnung in einem Plastikgehause.

[0078] Man gibt die Testvorrichtung in ein Plastikgehduse, das zwei Offnungen aufweist: die erste in Form ei-
ner Schale ist genau oberhalb der Membran (2) angeordnet und erméglicht es, die zu analysierende Flissigkeit
aufzunehmen; die zweite ist ein Offnungsfenster, das es erméglicht, das Ergebnis auf der Membran (3) sichtbar
zu machen.

Beispiel 2. Nachweis von Antibiotika mit B-Laktamkern in der Milch mittels des Enzyms R39.
2.1. ldentifizierungsmittel.

[0079] Das in diesem Beispiel verwendete Identifizierungsmittel ist die I6sliche exozellulare D-Alanyl-D-ala-
nin-carboxypeptidase, die von Actinomadura R39 produziert wird, erhalten gemaf der von J.-M. FRERE et al.,
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 18(4), 506-510 (1980) beschriebenen Arbeitsweise.

2.2. Kopplung des Identifizierungsmittels an den Marker.
2.2.1. Biotinylierung des Identifizierungsmittels.

[0080] 250 pl einer wassrigen Lésung von Enzym R39 mit 1 mg/ml werden 24 Stunden lang gegen 500 ml
HNM-Puffer (Hepes 10 mM, pH 8, NaCl 10 mM, MgCl, 5 mM) dialysiert. Man fligt dann zu dieser dialysierten
Lésung von Enzym R39 2 ml Bicarbonatpuffer (0,1 M an Natriumbicarbonat, pH 9) und 250 pl einer Lésung
von 6-(Biotinamido)capronsaure-N-hydroxysuccinimidester mit 5 mg/ml in wasserfreiem DMF hinzu. Diese L6-
sung wird langsam auf einem Rihrer fir Réhrchen auf einer Drehachse vom Typ LABINCO (erhaltlich bei VEL,
Belgien) mit einer Geschwindigkeit von 2 Umdrehungen/Minute 3 Stunden lang bei Raumtemperatur und vor
Licht geschutzt geriihrt. Die so erhaltene Lésung wird gegen HNM-Puffer (Hepes 100 mM; pH 8, NaCl 100 mM,
MgCl, 50 mM) 24 Stunden lang dialysiert. Auf diese Weise erhdlt man eine Lésung von biotinyliertem Enzym
R39, die man in HNM-BSA-Puffer (Hepes 500 mM; pH 8, NaCl 500 mM, MgCl, 250 mM, BSA 10 mg/ml) bis
auf eine Konzentration von 100 uyg Enzym R39 pro ml Puffer verdiinnt. Diese Lésung bei —20 °C aufbewahrt.

2.2.2. Marker.
[0081] Als Marker verwendet man Goldpartikel mit einem Durchmesser von 40 nm, auf denen ein anti-Bio-
tin-Antikdrper aus der Ziege abgeschieden wurde, in Form von Suspensionen in einer wassrigen Natriumtetra-

boratlésung mit 2 mM bei pH 7,2, die durch Natriumazid 0,1%ig stabilisiert ist, (erhaltlich bei BRITISH BIOCELL
(Ref. GAB40)). Die optische Dichte dieser Suspensionen bei 520 nm betragt etwa 10 und die Konzentration
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an Protein ist etwa 24 pg/ml.
2.2.3. Kopplung des biotinylierten Identifizierungsmittels an den Marker.
Lésung A fiir den Schnelltest

[0082] Die Lésung von biotinyliertem Enzym R39, die in Beispiel 2.2.1. hergestellt wirde, wird 25-mal mit
HNM-BSA-Puffer (Hepes 500 mM, pH 8, NaCl 500 mM, MgCl, 250 mM, BSA 10 mg/ml) verdlinnt. Man mischt
bei Raumtemperatur 17,5 Volumenteile dieser verdinnten Lésung von biotinyliertem Enzym R39, 9,27 Volu-
menteile Goldpartikelsuspension, die dazu dient, das Enzym R39 zu markieren, und 6 Volumenteile Refe-
renz-Goldpartikelsuspension (siehe Beispiel 2.3).

Lésung B fir den empfindlichen Test

[0083] Die Lésung von biotinyliertem Enzym R39, die in Beispiel 2.2.1. hergestellt wurde, wird 50-mal mit
HNM-BSA-Puffer (Hepes 500 mM, pH 8, NaCl 500 mM, MgCl, 250 mM, BSA 10 mg/ml) verdlinnt. Man mischt
bei Raumtemperatur 17,5 Volumenteile dieser verdinnten Lésung von biotinyliertem Enzym R39, 9,27 Volu-
menteile Goldpartikelsuspension, die dazu dient, das Enzym R39 zu markieren, und 6 Volumenteile Refe-
renz-Goldpartikelsuspension (siehe Beispiel 2.3).

2.3. Referenz.

[0084] Als Referenz verwendet man Goldpartikel mit 40 nm, auf denen ein Anti-Kaninchen-Immunoglobu-
lin-Antikdrper aus der Ziege abgeschieden wurde. Diese Partikel sind bei BRITISH BIOCELL (Ref. GAR40) er-
haltlich in Form von Suspensionen in einer wassrigen Natriumtetraboratlésung mit 2 mM bei pH 7,2, die durch
Natriumazid 0,1%ig stabilisiert ist. Die optische Dichte dieser Suspensionen bei 520 nm betragt etwa 3 und die
Konzentration an Protein ist etwa 6 ug/ml.

2.4. Fangsubstanzen.
2.4.1. Erste Fangsubstanz.

[0085] 8 ml einer Losung, die 213 mg menschliches Gammaglobulin (G4386, Sigma) und 8,6 mg 2-Iminothi-
olan Hydrochlorid (Aldrich, 33056-6) in Natriumcarbonatpuffer (100 mM; pH 9) enthalt, werden eine Stunde
lang bei 25 °C inkubiert.

[0086] Auflerdem werden 20 ml einer LOsung, die 119,8 mg Cephalosporin-C und 54 mg Sulfosuccinimi-
dyl-4-(N-maleimidomethyl)cyclohexan-1-carboxylat (sSMCC, 22322 Pierce) in Natriumcarbonatpuffer (100
mM, pH 9) enthalt, eine Stunde lang bei 25 °C inkubiert.

[0087] Die beiden zuvor hergestellten L6sungen werden dann gemischt. Man stellt den pH der resultierenden
Lésung durch Zugabe von 3 ml NaH,PO, 500 mM auf 7,1 ein und man inkubiert zwei Stunden lang bei 25 °C.
Das nach Inkubation erhaltene Gemisch wird dreimal gegen 1 Liter Natriumphosphatpuffer (10 mM, pH 7,5)
dialysiert. Die resultierende Lésung wird Uber ein 0,22 pm-Filter filtriert und dann wird sie in gleiche Teile auf-
geteilt und bei —20 °C bis zur Verwendung eingefroren.

[0088] Beider Verwendung werden die Aliquote aufgetaut und man fiigt dazu einen Lebensmittelfarbstoff hin-
zu, bevor man die Abscheidung auf der Membran ausfiihrt, um zu jedem Zeitpunkt die exakte Position der Ab-
scheidung und die Qualitat des Strichs zu beurteilen.

[0089] Die erste Fangsubstanz ermdglicht es, die freien an die Marker gekoppelten Identifizierungsmittel, die
in Bezug auf die Menge an in der Probe vorhandenem Antibiotikum im Uberschuss sind, zu fixieren.

2.4.2. Zweite Fangsubstanz.
[0090] Fur die zweite Fangsubstanz verwendet man eine Lésung von Kaninchen-Immunoglobulin (Sigma |
5006) mit einer Konzentration von 0,5 mg/ml an Immunoglobulin in Natriumphosphatpuffer 10 mM, pH 7,5,

menschliches Gammaglobulin 5 mg/ml. Diese zweite Fangsubstanz stoppt die Referenz bei der Migration der
Flissigkeit auf der Testvorrichtung.
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2.5. Testvorrichtung.

[0091] Man verwendet Testvorrichtungen, die die Membranen (2), (3) und (4) enthalten, die gemaf der in Bei-
spiel 1.1. beschriebenen Arbeitsweise zusammengefligt sind. Die Membran (3) dieser Vorrichtungen tragt auf
der nahen Seite die in Beispiel 2.4.1. beschriebene Fangsubstanz und auf der entfernten Seite die in Beispiel
2.4.2. beschriebene Fangsubstanz. Die Fangsubstanzen wurden gemaf dem in Beispiel 1.2. beschriebenen
Verfahren abgeschieden.

2.5.1. Test 1 — Schnelltest

[0092] Man stellt sieben Milchproben her, die jeweils 0; 2; 4; 5; 6; 8 und 10 ppb Penicillin G enthalten. Jede
dieser Losungen wird dann auf die folgende Weise analysiert.

[0093] Man entnimmt ein Aliquot von 200 pl Milchprobe und 32,8 pl in Beispiel 2.2.3. hergestellte Lésung A,
die man in ein Eppendorf-Réhrchen gibt. Dieses Gemisch wird 3 Minuten lang bei 47 °C inkubiert. Man stellt
dann eine Testvorrichtung vertikal in das Eppendorf-Rdhrchen, so dass das erste Ende der Testvorrichtung in
Kontakt mit dem Gemisch ist. Man lasst das Gemisch auf der Testvorrichtung wandern und inkubiert gleichzei-
tig das Ganze 2 Minuten lang bei 47 °C.

[0094] Die folgende Tabelle 1 gibt die Ergebnisse wieder, die fir die 7 getesteten Proben erhalten wurden.
Ein Intensitatswert von 0 bis 10 wird den detektierten Banden zugewiesen, wobei der Wert 10 flr die intensivste
Bande gegeben wird und der Wert O flr die am wenigsten intensive Bande gegeben wird. GemaR diesem Mal3-
stab weist man der Referenzbande einen Wert 6 zu. Die Intensitdt des beobachteten Signals in der ersten
Nachweisbande ist umgekehrt proportional zu der in der Probe vorhandenen Menge an Penicillin G.

Tabelle 1
Penicillin G Intensitat
{ppb) 1. Bande 2. Bande
0 10 6
2 8 6
4 5 6
5 3 6
6 2 6
8 1 6
10 0 6

[0095] In diesem Beispiel wird, wenn die erste Bande eine geringere Intensitat als diejenige der Referenzban-
de hat, der Test als positiv betrachtet. Die in der Tabelle 1 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass dieser Test
es ermdglicht, in 5 Minuten bis 4 ppb Penicillin G in einer Milchprobe nachzuweisen.

2.5.2. Test 2 — empfindlicher Test.

[0096] Man stellt sechs Milchproben her, die jeweils 0; 2; 2,5; 3; 4 und 5 ppb Penicillin G enthalten. Jede die-
ser Losungen wird dann auf die folgende Weise analysiert.

[0097] Man entnimmt ein Aliquot von 200 pl Milchprobe und 32,8 pl in Beispiel 2.2.3. hergestellte Lésung B,
die man in ein Eppendorf-Réhrchen gibt. Dieses Gemisch wird 5 Minuten lang bei 47 °C inkubiert. Man stellt
dann eine Testvorrichtung vertikal in das Eppendorf-Rdhrchen, so dass das erste Ende der Testvorrichtung in
Kontakt mit dem Gemisch ist. Man lasst das Gemisch auf der Testvorrichtung wandern und inkubiert gleichzei-
tig das Ganze 2 Minuten lang bei 47 °C.

[0098] Die folgende Tabelle 2 gibt die Ergebnisse wieder, die fir die 7 getesteten Proben erhalten wurden.
Ein Intensitatswert von 0 bis 10 wird den detektierten Banden zugewiesen, wobei der Wert 10 flr die intensivste

12/21



DE 698 30416 T2 2005.11.10

Bande gegeben wird und der Wert O flr die am wenigsten intensive Bande gegeben wird. GemaR diesem Mal3-
stab weist man der Referenzbande einen Wert 6 zu. Die Intensitdt des beobachteten Signals in der ersten
Nachweisbande ist umgekehrt proportional zu der in der Probe vorhandenen Menge an Penicillin G.

Tabelle 2
Penicillin G Intensitat
(ppb) 1. Bande 2. Bande
0 10 6
2 7 6
2,5 5 6
3 4 6
4 1 6
5 0 6

[0099] In diesem Beispiel wird, wenn die erste Bande eine geringere Intensitat als diejenige der Referenzban-
de hat, der Test als positiv betrachtet. Die in der Tabelle 2 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass dieser Test
es ermdglicht, in 7 Minuten bis 2,5 ppb Penicillin G in einer Milchprobe nachzuweisen.

Beispiel 3. Bestimmung von Antibiotika mit B-Laktamkern in der Milch mit BlaR.

[0100] Dieses Beispiel erlautert den Nachweis von Antibiotika mit B-Laktamkern, die von den Gesundheits-
behorden kontrolliert werden, in der Milch. Der in diesem Beispiel beschriebene Test verwendet den Rezeptor
BlaR-CTD, gekoppelt an Goldkiigelchen, die als Markierungsmittel dienen, und verwendet einen Trager, der in
Form einer Testvorrichtung vorliegt, die einen festen Trager, auf dem Membranen fixiert sind, umfasst.

3.1. Kopplung von BlaR-CTD (Identifizierungsmittel) an die Goldkligelchen (Marker).
3.1.1. Biotinylierung von BlaR-CTD.

[0101] 3,79 ml einer Lésung von Erkennungsmittel BlaR-CTD mit 6,6 mg/ml werden in Natriumphosphatpuffer
20 mM pH 7 aufgenommen. Man fiigt dann zu dieser Losung von BlaR-CTD 41,71 ml Bicarbonatpuffer (0,1 M
an Natriumbicarbonat, pH 9) und 2 ml einer Lésung von 6-(Biotinamido)capronsaure-N-hydroxy-succinimides-
ter mit 2,23 mg/ml ebenfalls in Bicarbonatpuffer hinzu. Diese Lésung wird langsam auf einem Rihrer fiir Réhr-
chen auf einer Drehachse vom Typ LABINCO (erhaltlich bei VEL, Belgien) mit einer Geschwindigkeit von 2
Umdrehungen/Minute 2 Stunden lang bei Raumtemperatur und vor Licht geschiitzt gertihrt. 2,5 ml einer Lo6-
sung von Tris-Puffer 1 M pH 8 werden mit dem Reaktionsgemisch 30 Minuten lang unter den gleichen Bedin-
gungen inkubiert. Die so erhaltene Lésung wird gegen HNM-Puffer (Hepes 100 mM, pH 8, NaCl 100 mM,
MgCl, 50 mM) 24 Stunden lang dialysiert. Auf diese Weise erhalt man eine L&sung von biotinyliertem
BlaR-CTD, die man in HNM-BSA-Puffer (Hepes 500 mM, pH 8, NaCl 500 mM, MgCl, 250 mM, BSA 10 mg/ml)
bis auf eine Konzentration von 250 ug biotinyliertem BlaR-CTD pro ml Puffer verdiinnt. Diese Lésung bei —20
°C aufbewahrt.

3.1.2. Markierungsmittel.
[0102] Als Markierungsmittel verwendet man Goldpartikel mit einem Durchmesser von 40 nm, auf denen ein
anti-Biotin-Antikdrper aus der Ziege abgeschieden wurde, in Form von Suspensionen in einer wassrigen Nat-
riumtetraboratlésung mit 2 mM bei pH 7,2, die durch Natriumazid 0,1%ig stabilisiert ist, (erhaltlich bei BRITISH
BIOCELL (Ref. GAB40)). Die optische Dichte dieser Suspensionen bei 520 nm betragt etwa 10 und die Kon-
zentration an Protein ist etwa 24 ug/ml.

3.1.3. Kopplung von biotinyliertem BlaR-CTD an die Goldktgelchen.

[0103] Die Lésung von biotinyliertem BlaR-CTD, die in Beispiel 3.1.1. hergestellt wurde, wird 114,7-mal mit
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HNM-BSA-Puffer (Hepes 500 mM, pH 8, NaCl 500 mM, MgCl, 250 mM, BSA 10 mg/ml) verdlinnt. Man mischt
bei Raumtemperatur 22,5 Volumenteile dieser verdiinnten Lésung von biotinyliertem BlaR-CTD, 7,5 Volumen-
teile HNM-BSA-Puffer, 9,27 Volumenteile Goldpartikelsuspension, die dazu dient, biotinyliertes BlaR-CTD zu
markieren, und 6 Volumenteile Referenz-Goldpartikelsuspension (siehe folgendes Beispiel 3.1.4).

3.1.4. Unabhéangige Referenz.

[0104] In diesem Test verwendet man ebenfalls eine Referenzsubstanz, die eine Bande liefert, deren Intensi-
tat es ermaglicht, schnell die Menge an Antibiotikum, das in der Probe vorhanden ist, quantitativ zu bestimmen.

[0105] Dazu verwendet man Goldpartikel von 40 nm, auf denen ein Anti-Kaninchen-Immunoglobulin-Antikor-
per aus der Ziege abgeschieden wurde. Diese Partikel sind bei BRITISH BIOCELL (Ref. GAR40) erhaltlich in
Form von Suspensionen in einer wassrigen Natriumtetraboratlésung mit 2 mM bei pH 7,2, die durch Natrium-
azid 0,1%ig stabilisiert ist. Die optische Dichte dieser Suspensionen bei 520 nm betragt etwa 3 und die Kon-
zentration an Protein ist etwa 6 pg/ml.

3.2. Fangsubstanzen.
3.2.1. Erste Fangsubstanz — Referenz-Antibiotikum.

[0106] 8 ml einer Losung, die 213 mg menschliches Gammaglobulin (G4386, Sigma) und 8,6 mg 2-Iminothi-
olan Hydrochlorid (Aldrich, 33056-6) in Natriumcarbonatpuffer (100 mM, pH 9) enthalt, werden eine Stunde
lang bei 25 °C inkubiert.

[0107] Auflerdem werden 20 ml einer LOsung, die 119,8 mg Cephalosporin-C und 54 mg Sulfosuccinimi-
dyl-4-(N-maleimidomethyl)cyclohexan-1-carboxylat (sSMCC, 22322 Pierce) in Natriumcarbonatpuffer (100
mM, pH 9) enthalt, eine Stunde lang bei 25 °C inkubiert.

[0108] Die beiden zuvor hergestellten Lésungen werden dann gemischt. Man stellt den pH der resultierenden
Lésung durch Zugabe von 3 ml NaH,PO, 500 mM auf 7,1 ein und man inkubiert zwei Stunden lang bei 25 °C.
Das nach Inkubation erhaltene Gemisch wird dreimal gegen 1 Liter Natriumphosphatpuffer (10 mM, pH 7,5)
dialysiert. Die resultierende Lésung wird Uber ein 0,22 pm-Filter filtriert und dann wird sie in gleiche Teile auf-
geteilt und bei —20 °C bis zur Verwendung eingefroren.

[0109] Beider Verwendung werden die Aliquote aufgetaut und man fiigt dazu einen Lebensmittelfarbstoff hin-
zu, bevor man die Abscheidung auf der Membran ausfiihrt, um zu jedem Zeitpunkt die exakte Position der Ab-
scheidung und die Qualitat des Strichs zu beurteilen.

[0110] Die erste Fangsubstanz erméglicht es, an die Goldklgelchen gekoppeltes BlaR-CTD, das in Bezug
auf die Menge an in der Probe vorhandenem Antibiotikum im Uberschuss vorhanden ist, zu fixieren.

3.2.2. Zweite Fangsubstanz — Substanz, die in der Lage ist, die unabhangige Referenz zu fixieren.

[0111] Fur die zweite Fangsubstanz verwendet man eine Lésung von Kaninchen-Immunoglobulin (Sigma |
5006) mit einer Konzentration von 0,5 mg/ml an Immunoglobulin in Natriumphosphatpuffer 10 mM, pH 7,5,
menschliches Gammaglobulin 5 mg/ml. Diese zweite Fangsubstanz stoppt die unabhangige Referenz bei der
Migration der Flussigkeit auf der Testvorrichtung.

3.3. Testvorrichtung.

[0112] Man verwendet Testvorrichtungen, die die Membranen (2), (3) und (4) enthalten, die gemaf der in Bei-
spiel 1.1. beschriebenen Arbeitsweise zusammengefligt sind. Die Membran (3) dieser Vorrichtungen tragt auf
der nahen Seite die in Beispiel 3.2.1. beschriebene Fangsubstanz und auf der entfernten Seite die in Beispiel
3.2.2. beschriebene Fangsubstanz. Die Fangsubstanzen wurden gemafl dem in Beispiel 1.2. beschriebenen
Verfahren abgeschieden.
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3.4. Bestimmung der Antibiotika in der Milch.
3.4.1. Test in 3 Minuten — Schnelltest

[0113] Man stellt 7 Frischmilchproben her, die jeweils 0; 1; 2; 3; 4; 5 und 6 ppb Penicillin G enthalten. Jede
dieser Ldsungen wird dann auf die folgende Weise analysiert:

Man entnimmt ein Aliquot von 200 pl Milchprobe und 45,27 pl in Beispiel 3.1.3. hergestellte Losung, die man
in ein Glaskdlbchen gibt. Dieses Gemisch wird 1 Minute lang bei 47 °C inkubiert. Man nimmt eine Testvorrich-
tung, die man vertikal in das Glaskdlbchen stellt, so dass das erste Ende der Testvorrichtung in Kontakt mit
dem Gemisch ist und dass das zweite Ende auf der Wand des Glaskoélbchens aufliegt. Man lasst das Gemisch
auf der Testvorrichtung wandern und inkubiert gleichzeitig das Ganze 2 Minuten lang bei 47 °C.

[0114] Die folgende Tabelle 1 gibt die Ergebnisse wieder, die fur die 7 getesteten Proben erhalten wurden.
Ein Intensitatswert von 0 bis 10 wird den detektierten Banden zugewiesen, wobei der Wert 10 flr die intensivste
Bande gegeben wird und der Wert O fir die am wenigsten intensive Bande gegeben wird. GemaR diesem Mal3-
stab weist man der Referenzbande einen Wert von 6 zu. Die Intensitat des beobachteten Signals in der ersten
Bande ist umgekehrt proportional zu der in der Probe vorhandenen Menge an Penicillin G.

Tabelle 1
Penicillin G Intensitat
(ppb) 1. Bande 2. Bande
0 10 6
1 9 6
2 9 6
3 4 6
4 0 6
5 0 6
6 0 6

[0115] In diesem Beispiel wird, wenn die erste Bande eine geringere Intensitat als diejenige der zweiten Ban-
de hat, der Test als positiv betrachtet. Die in der Tabelle 1 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass dieser Test
es ermdglicht, in 3 Minuten weniger als 4 ppb Penicillin G in einer Milchprobe nachzuweisen.

[0116] Es wurden auch Versuche mit anderen Antibiotika mit B-Laktamkern unter den gleichen Bedingungen
durchgefihrt. Dieser in 3 Minuten durchgefuhrte Test ermoglicht es, Amoxicillin bis 5 ppb, Ampicillin bis 5 ppb,
Cloxacillin mit weniger als 10 ppb, Dicloxacillin mit weniger als 20 ppb, Oxacillin mit weniger als 20 ppb und
Cephapirin bis 20 ppb in einer Milchprobe nachzuweisen.

1.3.2. Test in 5 Minuten

[0117] Man stellt 6 Frischmilchproben her, die jeweils 0; 2; 4; 6; 8 und 10 ppb Cloxacillin enthalten. Jede dieser
Lésungen wird dann auf die folgende Weise analysiert.

[0118] Man entnimmt ein Aliquot von 200 pl Milchprobe und 45,27 pl in Beispiel 3.1.3. hergestellte Lésung,
die man in ein Glaskoélbchen gibt. Dieses Gemisch wird 3 Minuten lang bei 47 °C inkubiert. Man nimmt eine
Testvorrichtung, die man vertikal in das Glaskdlbchen stellt, so dass das erste Ende der Testvorrichtung in Kon-
takt mit dem Gemisch ist und dass das zweite Ende auf der Wand des Glaskélbchens aufliegt. Man lasst das
Gemisch auf der Testvorrichtung wandern und inkubiert gleichzeitig das Ganze 2 Minuten lang bei 47 °C.

[0119] Die folgende Tabelle 2 gibt die Ergebnisse wieder, die fir die 6 getesteten Proben erhalten wurden.
Ein Intensitatswert von 0 bis 10 wird den detektierten Banden zugewiesen, wobei der Wert 10 flr die intensivste
Bande gegeben wird und der Wert O flr die am wenigsten intensive Bande gegeben wird. GemaR diesem Mal3-
stab weist man der Referenzbande einen Wert von 6 zu. Die Intensitat des beobachteten Signals in der ersten

15/21



DE 698 30416 T2 2005.11.10

Bande ist umgekehrt proportional zu der in der Probe vorhandenen Menge an Cloxacillin.

Tabelle 2
Cloxacillin Intensitat
(ppb) 1. Bande 2. Bande
0 10 6
2 6 6
4 5 6
6 3 6
8 3 6
10 3 6

[0120] In diesem Beispiel wird, wenn die erste Bande eine geringere Intensitat als diejenige der zweiten Ban-
de hat, der Test als positiv betrachtet. Die in der Tabelle 2 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass dieser Test
es ermdglicht, in 5 Minuten bis 4 ppb Cloxacillin in einer Milchprobe nachzuweisen.

[0121] Es wurden auch Versuche mit anderen Antibiotika mit B-Laktamkern unter den gleichen Bedingungen
durchgefiihrt. Dieser in 5 Minuten durchgefihrte Test ermdglicht es, Penicillin G bis 3 ppb, Amoxicillin bis 4
ppb, Ampicillin bis 4 ppb, Dicloxacillin bis 8 ppb, Oxacillin bis 8 ppb, Cephapirin bis 16 ppb, Ceftiofur bis 100
ppb, Cefquinon mit weniger als 20 ppb, Nafcillin bis 20 ppb und Cefazolin bis 60 ppb in einer Milchprobe nach-
zuweisen.

[0122] Dieser Test eignet sich besonders gut als Auswahltest vor der Umfiillung der Milchfahrzeuge in die Si-
los.

1.3.3. Test in 9 Minuten

[0123] Man stellt 6 Frischmilchproben her, die jeweils 0; 4; 6; 8; 10 und 12 ppb Cephapirin enthalten. Jede
dieser Losungen wird dann auf die folgende Weise analysiert.

[0124] Man entnimmt ein Aliquot von 200 pl Milchprobe und 45,27 pl in Beispiel 3.1.3. hergestellte Lésung,
die man in ein Glaskoélbchen gibt. Dieses Gemisch wird 7 Minuten lang bei 47 °C inkubiert. Man nimmt eine
Testvorrichtung, die man vertikal in das Glaskdlbchen stellt, so dass das erste Ende der Testvorrichtung in Kon-
takt mit dem Gemisch ist und dass das zweite Ende auf der Wand des Glaskdlbchens aufliegt. Man lasst das
Gemisch auf der Testvorrichtung wandern und inkubiert gleichzeitig das Ganze 2 Minuten lang bei 47 °C.

[0125] Die folgende Tabelle 3 gibt die Ergebnisse wieder, die fir die 6 getesteten Proben erhalten wurden.
Ein Intensitatswert von 0 bis 10 wird den detektierten Banden zugewiesen, wobei der Wert 10 flr die intensivste
Bande gegeben wird und der Wert O fiir die am wenigsten intensive Bande gegeben wird. GemaR diesem Mal3-
stab weist man der Referenzbande einen Wert von 6 zu. Die Intensitat des beobachteten Signals in der ersten
Bande ist umgekehrt proportional zu der in der Probe vorhandenen Menge an Cephapirin.
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Tabelle 3
Cephapirin Intensitat
(ppb) 1. Bande 2. Bande
0 10 6
4 6 6
6 5 6
8 4 6
10 3 6
12 3 6

[0126] In diesem Beispiel wird, wenn die erste Bande eine geringere Intensitat als diejenige der zweiten Ban-
de hat, der Test als positiv betrachtet. Die in der Tabelle 3 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass dieser Test
es ermdglicht, in 9 Minuten bis 6 ppb Cephapirin in einer Milchprobe nachzuweisen.

[0127] Es wurden auch Versuche mit anderen Antibiotika mit B-Laktamkern unter den gleichen Bedingungen
durchgefiihrt. Dieser in 9 Minuten durchgefihrte Test ermdglicht es, Penicillin G bis 3 ppb, Amoxicillin bis 4
ppb, Ampicillin bis 4 ppb, Cloxacillin bis 4 ppb, Dicloxacillin mit weniger als 8 ppb, Oxacillin mit weniger als 8
ppb, Ceftiofur bis 80 ppb, Cefquinon mit weniger als 20 ppb, Nafcillin mit weniger als 20 ppb und Cefazolin bis
45 ppb in einer Milchprobe nachzuweisen.

[0128] Dieser in 9 Minuten durchgefiihrte Test ermdglicht es folglich, alle derzeit von den europaischen Be-
hérden kontrollierten Antibiotika nachzuweisen und dies bis zu den von diesen Behdrden vorgeschriebenen
Gesetzesgrenzen.

1.3.4. Test in 20 Minuten

[0129] Man stellt 6 Frischmilchproben her, die jeweils 0; 20; 30; 40; 50 und 60 ppb Ceftiofur enthalten. Jede
dieser Losungen wird dann auf die folgende Weise analysiert.

[0130] Man entnimmt ein Aliquot von 200 pl Milchprobe und 45,27 pl in Beispiel 3.1.3. hergestellte Lésung,
die man in ein Glaskdlbchen gibt. Dieses Gemisch wird 18 Minuten lang bei 47 °C inkubiert. Man nimmt eine
Testvorrichtung, die man vertikal in das Glaskdlbchen stellt, so dass das erste Ende der Testvorrichtung in Kon-
takt mit dem Gemisch ist und dass das zweite Ende auf der Wand des Glaskdlbchens aufliegt. Man lasst das
Gemisch auf der Testvorrichtung wandern und inkubiert gleichzeitig das Ganze 2 Minuten lang bei 47 °C.

[0131] Die folgende Tabelle 4 gibt die Ergebnisse wieder, die fir die 6 getesteten Proben erhalten wurden.
Ein intensitatswert von 0 bis 10 wird den detektierten Banden zugewiesen, wobei der Wert 10 flr die intensivste
Bande gegeben wird und der Wert O fiir die am wenigsten intensive Bande gegeben wird. GemaR diesem Mal3-
stab weist man der Referenzbande einen Wert von 6 zu. Die Intensitat des beobachteten Signals in der ersten
Bande ist umgekehrt proportional zu der in der Probe vorhandenen Menge an Cetftiofur.
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Tabelle 4
Ceftiofur Intensitat
(ppb) 1. Bande 2. Bande
0 10 6
20 6 6
30 5 6
40 4 6
50 3 6
60 3 6

[0132] In diesem Beispiel wird, wenn die erste Bande eine geringere Intensitat als diejenige der zweiten Ban-
de hat, der Test als positiv betrachtet. Die in der Tabelle 4 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass dieser Test
es ermdglicht, in 20 Minuten bis 30 ppb Ceftiofur in einer Milchprobe nachzuweisen.

[0133] Dieserin 20 Minuten durchgeflihrte Test ermdglicht es folglich, alle derzeit von den europaischen und
amerikanischen Behdrden kontrollierten Antibiotika in einem einzigen Test nachzuweisen und dies bis zu den
von diesen Behdrden vorgeschriebenen Gesetzesgrenzen.

Beispiel 4. Verwendung einer Testvorrichtung in einem Plastikgehause.

[0134] Man verwendet eine Testvorrichtung, wie in Beispiel 1.6. beschrieben. In diesem Fall erfolgt das Inkon-
taktbringen der Probe mit der Testvorrichtung, indem man das inkubierte Gemisch in die Offnung in Form einer
Schale, die zu diesem Zweck vorgesehen ist, einbringt.

Patentanspriiche

1. Testvorrichtung, die es ermdglicht, die Gegenwart von Analyten in einem flissigen Milchprodukt durch
tangentiale Kapillarmigration besagten Milchprodukts nachzuweisen, umfassend einen festen Trager (1), der
ein erstes und ein zweites Ende besitzt, auf dem nacheinander, ausgehend von dem ersten Ende, aufgebracht
sind
— eine Membran (2), die die Reinigung der analysierten Fliissigkeit ermoglicht,

— eine Membran (3), auf der eine oder mehrere Fangsubstanzen immobilisiert sind, und

— eine absorbierende Membran (4),

dadurch gekennzeichnet, dass die Membran (2) eine Leukosorb®Membran ist, die aus nicht gewebten Po-
lyesterfasern hergestellt ist und in der Lage ist, die in dem Milchprodukt vorhandenen Substanzen zurlickzu-
halten, die die Migration der gegebenenfalls in dem Milchprodukt vorhandenen Analyten und der gemaR dem
praktizierten Verfahren verwendeten Nachweisreagenzien auf der Testvorrichtung verhindern, und dies bei der
tangentialen Kapillarmigration der Probe nach Eintauchen des ersten Endes der Testvorrichtung in das analy-
sierte Milchprodukt.

2. Testvorrichtung gemaR Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Membran (3) eine Membran aus
Nitrocellulose mit hoher Kapillargeschwindigkeit ist.

3. Testvorrichtung gemafl den Anspriichen 1 bis 2, dadurch gekennzeichnet, dass sie auRerdem eine
Membran (5) besitzt, auf der wenigstens ein Nachweisreagenz abgeschieden wurde, wobei die Membran (5)
vor der Membran (3) liegt.

4. Testvorrichtung gemaf den Anspriichen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Membranen voll-
standig oder teilweise mit einem Plastikklebefilm (6) bedeckt sind.

5. Testvorrichtung gemaf Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass der Plastikfilm (6) die ersten Millime-
ter der Testvorrichtung nicht bedeckt.
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6. Testvorrichtung gemaf den Anspriichen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass sie in ein Plastikgehau-
se eingebracht ist, das eine Offnung in Form einer Schale oberhalb der Membran (2) und ein Offnungsfenster
oberhalb der Membran (3) aufweist.

7. Verfahren fur den Nachweis von Analyten in einem fliissigen Milchprodukt, das eine Testvorrichtung ge-
malf einem der Anspriche 1 bis 6 sowie Nachweisreagenzien verwendet, das die folgenden Schritte umfasst:
a) das Inkontaktbringen eines bestimmten Milchproduktvolumens mit der Testvorrichtung, wobei dieses Inkon-
taktbringen am ersten Ende der Testvorrichtung stattfindet,

b) die tangentiale Migration durch Kapillarwirkung des Milchprodukts auf der Testvorrichtung, so dass die Ana-
lyten und die Nachweisreagenzien, die gegebenenfalls in dem Milchprodukt vorhanden sind, nach und nach
die Membran (2), dann die Membran (3) durchlaufen und so dass die Bestandteile des Milchprodukts, die nicht
von den Membranen (2) und (3) angehalten werden, in der Membran (4) enden und

c¢) die Bestimmung einer Fixierung auf der Membran (3).

8. Verfahren geman Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Nachweisreagenzien wenigstens eine
Substanz, die in der Lage ist, den Analyten oder eine analoge Substanz dieses Analyten spezifisch zu erken-
nen, und wenigstens ein Markierungsmittel umfassen.

9. Verfahren gemaf Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass wenigstens eine Substanz, die in der Lage
ist, den Analyten oder eine analoge Substanz dieses Analyten spezifisch zu erkennen, an wenigstens ein Mar-
kierungsmittel gekoppelt ist.

10. Verfahren gemafR den Ansprichen 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, dass das Markierungsmittel flu-
oreszierend, partikelartig, radioaktiv, lumineszierend oder enzymatisch ist.

11. Verfahren gemaf den Anspruchen 7 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass wenigstens ein Nachweis-
reagenz vor dem Schritt a) hinzugefugt wird.

12. Verfahren gemaf Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass das vor dem Schritt a) hergestellte Ge-
misch unter Inkubationsbedingungen gehalten wird, die es einem der Nachweisreagenzien ermoglichen, einen
stabilen und im Wesentlichen irreversiblen Komplex mit dem Analyten oder einer analogen Substanz dieses
Analyten zu bilden.

13. Verfahren gemal den Ansprichen 8 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Nachweisreagenzien
aullerdem wenigstens eine Referenzsubstanz umfassen.

14. Verfahren gemaf den Anspriichen 7 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass der Analyt ein Tetracyclin,
Oxytetracyclin oder Chlortetracyclin ist.

15. Verfahren gemaR den Anspriichen 7 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass der Analyt einerseits ein
exogenes Protein des fliissigen Milchprodukts oder andererseits ein endogenes Protein des Milchprodukts ist.

16. Verfahren gemaf Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass der Analyt ein Hormon ist.

17. Verfahren gemafl Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass der Analyt Progesteron oder das
Wachstumshormon ist.

18. Verfahren gemafR Anspruch 7 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass der Analyt ein Antibiotikum mit
B-Laktamkern ist.

19. Verfahren gemaf Anspruch 7 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass der Analyt ausgewahlt ist aus der
Gruppe, die besteht aus Benzylpenicillin, Ampicillin, Amoxicillin, Carbenicillin, Methylcillin, Cloxacillin, 6-APA,
Monolaktam, Aztreonam, Mecillinam, Cephalexin, Cephaloglycin, Cephaloridin, Nitrocephin, Cefatoxim, Cefu-
roxim, Ceftiofur, Cephapyrin, 7-ACA.

20. Verfahren gemaf den Ansprichen 7 oder 17, dadurch gekennzeichnet, dass die Substanz, die in der
Lage ist, den Analyten oder eine analoge Substanz des Analyten spezifisch zu erkennen, ausgewahlt ist unter
den Rezeptoren, die in der Lage sind, einen stabilen und im Wesentlichen irreversiblen Komplex mit dem Ana-
lyten oder einer analogen Substanz des Analyten zu bilden, und den spezifischen monoklonalen oder polyklo-
nalen Antikdrpern des Analyten oder einer analogen Substanz des Analyten.
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21. Verfahren gemaf Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass die Substanz, die in der Lage ist, den
Analyten oder eine analoge Substanz des Analyten spezifisch zu erkennen, ein Rezeptor ist, der aus einem
Mikroorganismus erhalten wird, der gegen die Antibiotika empfindlich ist.

22. Verfahren gemaf Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass die Substanz, die in der Lage ist, den
Analyten oder eine analoge Substanz des Analyten spezifisch zu erkennen, ein Rezeptor ist, der aus den Spe-
zies Bacillus, Streptococcus oder Actinomycetes erhalten wird.

23. Verfahren gemaR den Ansprichen 20, 21 oder 22, dadurch gekennzeichnet, dass die Substanz, die in
der Lage ist, den Analyten oder eine analoge Substanz des Analyten spezifisch zu erkennen, ein gegen die
Antibiotika mit B-Laktamkern empfindlicher Rezeptor ist, der aus Bacillus licheniformis erhalten wird.

24. Verfahren gemaf Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass der gegen die Antibiotika mit B-Laktam-
kern empfindliche Rezeptor, der aus Bacillus licheniformis erhalten wird, der Rezeptor BlaR oder der Rezeptor
BlaR-CTD ist.

25. Testkit, umfassend eine Testvorrichtung gemaf den Anspriichen 1 bis 6.

Es folgt ein Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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