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Carry-over von Kontaminanten in die Milch
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Themen M R |

» Carry-over von Aflatoxin M, in die Milch {—1

» Carry-over von Dioxinen und PCBs in die Milch {—
» Carry-over von Tropanalkaloiden in die Milch

» Carry-over von Pyrrolizidinalkaloiden in die Milch

» Carry-over von Per- und Polyfluorierten Alkylsubstanzen (PFAS) in die Milch (Neu!)
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MRI

Carry-over von Aflatoxin M, in die Milch
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Mykotoxine in Futtermitteln MRI ;7

» Uber 300 Mykotoxine in Futtermitteln nachgewiesen

» haufigste Mykotoxine in Futtermitteln fur Milchvieh
e Deoxynivalenol
e Zearalenon

e Aflatoxine (B,, B,, G,, G,)

Foto: Robert Bellm

A. flavus, A. parasiticus

> AﬂatOXi n -p rOd UZierende P i Ize graugriiner oder olivgriiner Schimmel

e Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. nomius

» Toxinproduktionssteigerung durch
e heille, trockene Witterung (> 30°C) wahrend der Bestaubung und des
Kornwachstums, warme Nachte (> 21°C)
e Beschadigungen durch Insekten, Trockenheitsstress oder Hagel

e Toxinbildung am hochsten bei einer Kornfeuchte von 18-20%; Stopp ab < 15%
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Hochstmengen fiir Aflatoxin B, in der Futtermittelgesetzgebung’ MRI ;’7

Zur Tierernahrung bestimmte Erzeugnisse Hochstgehalt (ug/kg)

bei 88% Trockenmasse
Mischfuttermittel fir Milchrinder und Kalber, Milchschafe

und Lammer, Milchziegen und Ziegenlammer, Ferkel und 5
Junggeflugel

Mischfuttermittel fur Rinder (auBer Milchrindern und 20
Kalbern)

Erganzungsfuttermittel und Alleinfuttermittel 10
Futtermittel-Ausgangserzeugnisse 20

1 Futtermittelverordnung, § 23 Unerwiinschte Stoffe, vom 27.07.2011 bzw. EU-VO 574/2011
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Hochstmengen fiir Aflatoxin M, in der Lebensmittelgesetzgebung’ MRI ;’7

AFM,-Hochstgehalt

Lebensmittel
(ng/kg)

Rohmilch, warmebehandelte Milch und Werkmilch 50
Sauglingsanfangsnahrung und Folgenahrung, auch

. i i 25
Sauglingsmilchnahrung und Folgemilch
Diatetische Lebensmittel fur besondere medizinische 252
Zwecke, die eigens fur Sauglinge bestimmt sind

1 EU-VO 165/2010
2 Nach der Kontaminanten-Verordnung aus 2010 in Deutschland liegt der AFM,-Hochstgehalt bei didtetischen Lebensmitteln fiir

besondere medizinische Zwecke, die eigens fiir Sduglinge bestimmt sind, bei 10 ng/kg
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Ausgangssituation MRI ;7

A. flavus
A. parasiticus
A. nomius

Hochstmenge in Abbau, Carry-over-Rate??? Hoéchstmengen
Futtermitteln Verdiinnung in Lebensmitteln

Carry-over-Versuch im MRI-Versuchshof Schadtbek

28. Hulsenberger Gesprache, 31.05.-01.06.2022, Hamburg 17.08.2022




Carry-over-Versuch (05/2016) MRI ;’7

v

Deutsche Holstein-Kiihe > 11.000 Liter Milch/Jahr (2 35 Liter Milch/Tag)

> 3 Gruppen: 1) Kraftfutter-betonte Ration (n = 5 Kiihe; 15 kg/Tag Kraftfutter)
2) Grundfutter-betonte Ration (n = 5 Kuihe; 5 kg/Tag Kraftfutter)
3) Kontrollgruppe (n = 40; 10 kg/Tag Kraftfutter)

» Aflatoxin B,-Bolus (50 ug)

» Dauer des Versuchs: 2 Tage Anamnese
10 Tage Applikation (in den letzten 3 Tagen: + Mykotoxin-
Binder)
4 Tage Abklingphase

» Erwarteter Aflatoxin M,-Gehalt in der Milch:
~ 15 ng/kg (bei einer 1%igen Carry-over-Rate)
~ 90 ng/kg (bei einer 6%igen Carry-over-Rate)
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Carry-over-Versuch MRI

45

40 A x

Admonit

\ / \i\

Ry

= 25 \\

=

E 20 =& Kraftfutter-betont

T \

< == Grundfutter-betont
15

Zugabe AFB, AFM,-Gehalt in der Milch (ng/kg/Tag)

10 35,66 £ 1,11 (Kraftfutter-betont)
34,95 = 1,11 (Grundfutter-betont)

-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16

Versuchstage

Carry-over-Rate = 2%
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Fazit | M R I

>

>

b

schneller Ubergang von Aflatoxin M, in die Milch
kein Einfluss der Kraftfutterration auf die Carry-over-Rate
die Carry-over-Rate bei Hochleistungskiihen betragt ca. 2%

Aflatoxinbinder (auf Bentonit-Montmorillonit-Basis) konnen zu einer Reduktion des

Aflatoxingehaltes in der Milch fuhren

schnelle Reduktion des Aflatoxingehaltes in der Milch nach Absetzen der Eintrags-
quelle (< 50 % nach 24 h)

durch den Klimawandel muss mit einer Zunahme der Aflatoxin B,-Belastung in

Grundfuttermittel gerechnet werden
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MRI

Carry-over von Dioxinen und PCBs in die Milch
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Versuchsaufbau (1)

» funf hochleistende Milchkiihe der Rasse

Deutsch-Holstein

» orale Gabe per Bolus eines PCDD/F-PCB-
Gemisches mit einer mittleren Konzentration von 6,3 ng WHO-PCnDD/F-TEQ pro kg
Trockenfutter Uber 28 Tage (Annahme: 24 kg Futter/Kuh/Tag)

» zwei Expositionsphasen uber 28 Tage, gefolgt von je einer Auswaschphase

» erste Exposition direkt nach der Kalbung - katabole Phase, zweite Exposition zur

Mitte der Laktation - anabole Phase

28. Hulsenberger Gesprache, 31.05.-01.06.2022, Hamburg 17.08.2022 13
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Versuchsaufbau (ll) M Rl

b

» Bestimmung der Stoffwechsellage mit zwei verschiedenen Methoden:

30 50 .
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Veranderung der Fettdepots, gemessen mit Ultraschall (links); langkettige Fettsauren
in Milchfett, bestimmt mittels GC-FID (rechts) am Beispiel von Versuchskuh 3425.

» anhand der segmentierten Regression ergibt sich eine Anderung des Stoffwechsels

um Tag 105 postpartum
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PCDD/F-Transferraten MRI <=
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PCDD/F-Transferraten wahrend der katabolen und anabolen Metabolismusphasen
und Vergleich zu vorhandenen Literaturdaten

28. Hulsenberger Gesprache, 31.05.-01.06.2022, Hamburg 17.08.2022

15



PCDD/F-Konzentration im Milchfett

20
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PCDD/F-Konzentration im Milchfett (TEQ) von funf Versuchskiihen, bestimmt mittels GC-

b

MRI

days postpartum

HRMS
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PCDD/F-Halbwertszeiten in der Milch M Rl ;7

15
M catabolic metabolism (N=5) M anabolic metabolism (N=4)
E‘% . literature (N=1)
¥
: | i
E ]jjj jjjjjjjjljj
ﬂ _
150
— 125
gg 100
L_':'E 50 -~ T
25 -+
D -

0 g{) Dfr {){' {)? "DE ﬂ? "DE 2
% g % e"ﬂ‘ﬁ‘* cfl?e,ﬂﬁ A0 WP St > m% e("ﬁ G1® “‘" = *1‘3-'*‘L (:1%' gf?'a‘i W Con®

a- und B-Eliminationshalbwertszeiten der PCDD/F in der Milch wahrend der katabolen und
anabolen Stoffwechselphasen und Vergleich zu vorhandenen Literaturdaten
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dl- und ndIl-PCB-Transferraten MRI <=
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di- und ndI-PCB-Transferraten wahrend der katabolen und anabolen Metabolismusphasen
und Vergleich zu vorhandenen Literaturdaten
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dI-PCB-Konzentration im Milchfett MRI ;7
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dI-PCB-Konzentration im Milchfett (TEQ) von fluinf Versuchskiihen und vier Kontrollkiihen,
bestimmt mittels GC-HRMS
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dl- und ndI-PCB-Halbwertszeiten in der Milch M Rl ;7
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Fazit Il MRI

» ein Transfer von PCDD/F sowie dl- und ndI-PCBs in die Kuhmilch ist nach oraler

Aufnahme der Substanzen nachweisbar

» die Carry-over-Rate der verschiedenen PCDD/F-Kongenere ist sehr unterschiedlich

(1 bis ca. 30%)

» im Fall der PCDD/F wurden mittlere Halbwertszeiten von 4 und 39 Tagen fiir die

schnelle a-Auswaschphase bzw. fur die langsamere B-Auswaschphase ermittelt
» die Carry-over-Rate der dI-PCBs betragt ca. 30% (Mittelwert aller Kongenere)

> im Fall der dI-PCBs wurden mittlere Halbwertszeiten von 4 und 60 Tagen fur die

schnelle a-Auswaschphase bzw. fur die langsamere B-Auswaschphase ermittelt

> letztendlich soll ein toxikokinetisches Modell zur Expositionsabschatzung unter

Berucksichtigung der Stoffwechsellage der Kiihe erstellt werden (— BfR)

28. Hulsenberger Gesprache, 31.05.-01.06.2022, Hamburg 17.08.2022
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MRI

Vorkommen von bovine meat and milk factors (BMMF) in

Lebensmitteln tierischen und pflanzlichen Ursprungs
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Einleitung (1) MRI <=

Meat consumption per capita (kg/year) in Japan,

S0 Korea and India between 1961 and 2002
.
s A Lo [ Lo Lo e Lo
- Japan 176 30.6 38.8 447 439
30
Rep. Korea 4.1 5.3 129 25.2 459 48.0

* Korea

Japan India 37 36 37 46 50 5.2
20
15
10
; _ —— India
v ]
1975% 168% 199% J00%

colorectal cancer Incidence

Indien

Int. J. Cancer 137: 959-967.

BoIivien/7
Quelle: zur Hausen, H., de Villiers, E.-M. (2015) r

GLOBOCAN (2008)
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Einleitung (1) MRI <=

2010 2012 2014 2015 2017 2019 2021
Nachweis Nuklease- SPHINX-like cssDNAs aus Weitere BMMF BMMF Rep-Protein in der
resistenter zirkularer Blut-Serum bzw. Milch SPHINX-like Nihe von Darmkrebszellen
DNA-Molekile von Kihen und cssDNAs aus nachgewiesen;
(SPHINX) in TSE- Hirngewebe von Kuhmilch-> SPHINX/BMMF Genome aus
Zellkulturen Menschen isoliert bovine meat and Wasserbiiffel, Ziege und
L. Manuelidis l M. Funk et al. milk fGCtOfS Schaf
i i C. Whitley et al. BMMEF),
£ Theor.l? eines I.Lam:oer\t/o etal. ( ) T.Bundetal,
infektidsen Agens K. Gunst et al. Nachweis der M.T Konig et al.,
in bovinen intrazellularen
Lebensmitteln Postulat, dass Transkription,
aufgestellt Faktoren aus Strukturanalyse Nahrungsbedingte Infektion mit
T Rinderserum und Rep-Protein BMMF erhéhen Risiko flr Krebs
Milchprodukten e —— Jahrzehnte spater
Krebs begiinstigen  S-Eilebrecht et al. - Pressekonferenz DKFZ
T. Kilic et al.

- Stellungnahme BfR/MRI

E.-M. de Villiers et al.,
H. zur Hausen et al.,

H. zur Hausen and E.-M. de Villiers

28. Hulsenberger Gesprache, 31.05.-01.06.2022, Hamburg 17.08.2022 Folie 24



Aufbau der SPHINX/BMMF-Genome MRI ;7

» GrofBe < 3000 Basen
» inverted repeat (10nt)
» tandem repeat (22nt, 3-4fache Wdh.)

» rep-Gen

20 : 2
(a) BMMF1 anti-Rep monoclonal antibody staining of colon

lamina propria cells surrounding Lieberkiihn’s crypts.
inverted repeat (b) Stars exemplify hits of suspected ROS activity.
| Int. J. Cancer 144: 1574-1583 (2019)

TAAATGCTTTTA
tandem repeat Model for BMMF-induced, Indirect Carcinogenesis
y . iz ¥  BMMF protein
3 (ATACCCCTACGTTTACCG N - o .
2k LK931493.1 ATCA) x 3,8 Y, ) ) cancer | ) < inmmec
s 2,522 bp \ |

4) Ki67+ crypt cell

Crypt of J ool . BMMF-permissive
/" Lieberkiihn _'.‘.7 \ . immune cell
8 ) ' (Rep+ CD68+)

k_)—/ ._'"_'. ; !!eginn with
2 o 2l o
» »/ .‘} Ros/RNs Ry 4 (BOHAG+)
A Ry ( At Epithelial cell
= { b < with DNA
ROS/RNS \ / ot mutations
» ‘ ) ) D3+ Tecel
-2 )
- 1#” 1 J CD20+ B-cell
D))

adapted from zur Hausen et al., 2018

Proc. Natl. Acad. Sci. USA 118: €2025830118 (2021)
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BMMF-Screening in Lebensmitteln vom Rind (Bos taurus)

Hartkdse heil3
gebrannt

Hartkdse

Frischkidse/

Quark/
Mozarella

Rindfleisch

Kuhmilch

Lebensmittel

MRI

—
/
~

Kuhmilch 49 42 + 86
4 (+) 8
3- 6

Kuhmilchprodukte 53 50 + 94
3 (+) 6
0- 0

Rindfleisch 1 + 100
Gesamt 103 93 + 90
7 (+) 7
3- 3
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BMMF-Screening in Lebensmitteln non-taurinen Ursprungs (I) MRI ;7

Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel

Fleisch- und
Milchprodukte

Abstriche und Fazes
Proben von Schwein unpg
Huhn

Fisch und
Meeresfriichte

Kooperation AG Prof. Holzel

Gemlise, Obst,
Hiilsenfriichte,
Getreideprodukte, :TE

E vN% O

DNA-Extraktion |:> PCR

Pohl et al. (2022) Detection of DNA sequences attributed to bovine meat and milk factors (BMMF/SPHINX) in food- related
samples. Food Control 135: 108779
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BMMF-Screening in Lebensmitteln non-taurinen Ursprungs (ll) MRI ;7

Relative (%) detection of BMMF1 or 2 in different Samples

Baby food I - ﬂ
Grains, grain flours I I ™ 4
' | All
|
Nuts and seeds | il
Vegetables, sprouts I
Fruits I ;

Fish and sea food

White meat products

Red meat products

N::n taun ne l||||k .|l|£| L|I4'>"\l'

Pig saliva

Pig feces

Chicken feces

0 10 20 30 40 50 60 70 BO 20 100
PCR-Ergebnisse durch Sequenzierung bestatigt » Insgesamt 143 Proben untersucht
» 57 positiv fir BMMF-Gruppe 1
» 9 positiv fir BMMF-Gruppe 2
» 25 positiv fir beide BMMF-Gruppen
» 52 Proben negativ fiir BMMF

Pohl et al. (2022) Detection of DNA sequences attributed to bovine meat and milk factors (BMMF/SPHINX) in food- related
samples. Food Control 135: 108779
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Fazit Il MRI

> 103 Lebensmittelproben vom Rind und 143 non-taurine Lebensmittelproben wurden

untersucht

» PCR-basierter Nachweis von BMMF-Gruppe 1 und BMMF-Gruppe 2 sowohl in
Lebensmitteln vom Rind als auch in anderen Lebensmitteln (Geflligel, Schwein,

Fisch, Gemiise, Obst, Getreideprodukte, Sprossen usw.)’

» BMMF sind auch in hochverarbeiteten Lebensmitteln (z.B. heiRgebrannter Kase,

Salami usw.) nachgewiesen worden

> die Herkunft der BMMF muss noch geklart werden

Offene Fragen, u.a.
> zur Infektiositat, Replikation und Expression von BMMF in eukaryotischen Zellen
> zur Inaktivierung der BMMF durch lebensmitteltechnologische Verfahren

1Pohl et al. (2022) Detection of DNA sequences attributed to bovine meat and milk factors (BMMF/SPHINX) in food-
related samples. Food Control 135: 108779
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