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Kurzfassung

Mit tierischen Exkrementen, die als Wirtschaftsdiinger angewendet werden, gelangen die
nach Medikation ausgeschiedenen Antibiotika sowie resistente Bakterien auch auf Gemii-
sefelder. Vorstudien ergaben, dass ein Transfer antibiotisch wirksamer Stoffe aus dem Bo-
den in Nutzpflanzen moglich ist. Daher sind als Eintragsquelle fiir Antibiotika in die Nah-
rungsmittelkette auch kontaminierte Gemiise in Betracht zu ziehen.

Um Erkenntnisse liber die Kontamination von verzehrstarken Gemiise durch Antibiotika
und resistente Bakterien zu gewinnen, wurden im Rahmen des BMBF-Forschungsverbun-
des RESET (,ESBL und Fluorchinolon-Resistenz in Enterobacteriaceae”) in zwei Anbauperi-
oden Weifskohl und Porree in konventioneller Landwirtschaft auf Versuchsparzellen (FH
Stiidwestfalen, Soest) angepflanzt. In praxisiiblichen Aufwandmengen wurde mit tierischen
Exkrementen aus der Schweine- und Gefliigelhaltung gediingt. Die Exkremente waren vor
der Ausbringung definiert mit Antibiotika (Tetracyclin, Enrofloxacin, Amoxicillin oder Cef-
tiofur: je 75 mg/kg) und ESBL/PMQR-Escherichia coli (10* KBE/mL) dotiert worden. Zur
riickstandsanalytischen Bestimmung der Gehalte an Antibiotika und Umwandlungsproduk-
ten in Giille, Boden und Ernteproben, wurden LC-MS-Methoden entwickelt. Ebenso erfolg-
ten bakteriologische Analysen auf resistente Mikroorganismen (FU Berlin).

Im Porree und Weifskohl, die auf mit Enrofloxacin-dotierter Schweinegiille oder Hithnerkot
gediingten Parzellen angebaut worden waren, wurden im essbaren Teil ENR-Gehalte bis zu
0,3 pg/kg FG (Frischgewicht) nachgewiesen. Die Diingung mit Tetracyclin-dotierten Tierex-
krementen flihrte beim Porree in jungen Blattern zu einer Belastung von maximal 5 pg/kg
FG. Gemiisepflanzen beider Anbauperioden enthielten in Wurzeln und verzehrbaren Be-
standteilen Tetracyclin- und ENR-Spuren, aber keine messbaren (-Lactam-Riickstiande.
Auswertealgorithmen von full-MS-Spektren fiihrten jedoch zu Hinweisen auf Umwand-
lungs- und Abbauprodukte von Amoxicillin und Ceftiofur in Pflanzen, Boden und Giille.
Sowohl aus dem Boden als auch aus Gemiisepflanzen der Versuchsparzellen wurden resis-
tente Mikroorganismen isoliert. Anscheinend iiberlebten die zur Giille dotierten Resisten-
zen im Boden die fiinfmonatige Anbauperiode. Der organisch gediingte Boden stellt somit
ein Reservoir fiir (Multi-)Resistenzen in der Umwelt dar. Eine weitere Folgerung aus den
Ergebnissen der Riickstandsanalysen und der mikrobiologischen Untersuchungen ist, dass
Konsumenten von konventionell angebautem Gemdiise sowohl Antibiotikariickstdnden als
auch resistenten Bakterien ausgesetzt sein konnen. Die Frage, ob in Nutzpflanzen inkorpo-
rierte Antibiotika nach Verzehr in subinhibitorischer Konzentration zur Bildung von Resis-
tenzen flihren konnen, ist Gegenstand weiterer Untersuchungen im Rahmen des For-

schungsverbundes RESET-II.



Abstract

A potentially large source of antibiotics and resistant bacteria is livestock waste, distributed
on fields as fertilizer. Former investigations show the incorporation of antibiotics into vari-
ous crops under hydroponic and field conditions. In particular the role of frequently con-
sumed vegetables as carrier of antibiotic contaminants as well as multiresistant pathogenic
bacteria, requires clarification. In order to assess possible consequences with regard to food
safety in two cultivation periods leek and white cabbage were grown on experimental plots.
Excrements from pigs and poultry were spiked separately with enrofloxacin (ENR), tetracy-
cline (TC), amoxicillin (AMO) or ceftiofur (CEF), each 75 mg/kg. Furthermore extended-
spectrum-f-lacatamases (ESBL) producing and fluorchinolon resistant (PMQR) E. coli (103
cfu/ml) were added to the manure and then applicated to the fields combined with the an-
tibiotics. Analytical methods (LC/MS) were developed to determine extractable amounts of
antibiotics (active compounds and metabolites) in various organs of harvested plants, soil
and excreta. In addition, microbiological studies were carried out.

The content of antibiotic residues in the vegetables was generally low. However, in the edible
parts ENR concentrations up to 0.3 pg/kg fw were found. The fertilization with tetracyclin-
spiked animal excrements resulted in 5 pg/kg fw in young leaves of leek. ESBL/PMQR-E. coli
findings in/on plant seedlings and in/on leaves of a cabbage sample (ENR-spiked manure)
are noticeable. Vegetable plants of both cultivation periods contained none 3-lactam-resi-
dues. Specially tailored evaluations of full-MS-data (spectral counting) indicate products of
degradation and conversion of AMO and CEF in plants, soil and manure. The microbiological
studies lead to several positive findings of ESBL-E. coli in soil, roots and plants. Obviously. E.
coli originally occurring in manure seem to survive in the soil over the whole sampling pe-
riod of nearly five months. The organic fertilized ground shows therefore a reservoir for
(multi)-resistance in the environment. As a consequence of the results, the distribution of
both antibiotic active compounds and multi-resistant populations from animal husbandry
via nutrition plants into the food chain might be possible. Further studies (RESET II, IP 7)

will investigate possible effects of these contaminations.
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1 Einleitung

“But I would like to sound one note of warning. Penicillin is to all intents
and purposes non-poisonous so there is no need to worry about giving an
overdose and poisoning the patient. There may be a danger, though, in
underdosage. It is not difficult to make microbes resistant to penicillin in the
laboratory by exposing them to concentrations not sufficient to kill them,
and the same thing has occasionally happened in the body.”

Alexander Fleming, Nobelpreisrede 1945 [1]

Die Entdeckung der Antibiotika war eine der grofdten Entdeckungen in der Medizin. Doch
bereits Alexander Fleming warnte, nur wenige Jahre nach der ersten Anwendung von Peni-
cillin (1941), vor falschem Einsatz und der Gefahr der Resistenz: Jede Anwendung von An-
tibiotika in der Veterindr- und der Humanmedizin birgt das Risiko, dass Bakterien gegen
antimikrobiell wirksame Stoffe resistent werden und die Wirkung von Antibiotika abnimmt
[1]. Die Haufigkeit von bakteriellen Erregern, die Resistenzen gegen Antibiotika aufweisen,
hatin den letzten Jahrzehnten weltweit zugenommen. Diese Zunahme stellt die Human- und
Veterindrmedizin sowie die gesamte Gesellschaft vor eine grofie Herausforderung [2].

Ein Grofdteil der zur Behandlung eingesetzten Pharmaka und ihre Metabolite werden von
Mensch und Tier wieder ausgeschieden [3, 4]. Durch das kommunale Abwassersystem und
die Ausbringung von Wirtschaftsdiingern auf landwirtschaftlich genutzte Flachen gelangen
Arzneimittel in die Umwelt [5-9]. Durch die Giillebeaufschlagung kann es zur Hemmung der
Bioaktivitdt des Bodens kommen. Es ist auch moglich, dass Antibiotika und Bakterien in tie-
fere Bodenschichten ausgewaschen werden. Eine Resistenziibertragung wurde dabei nicht
beobachtet [10-13]. Auch nach mehreren Monaten sind Antibiotika im Boden noch nach-
weisbar. Antibiotika, die mit der Giille in den Boden gelangen, kdnnen von Pflanzen aufge-
nommen werden [14, 15]. Abhdngig von unterschiedlichen Bedingungen (Wetter, Boden,
Antibiotikagehalt in der Giille) sind Tetracycline im Getreide nachzuweisen [16, 17]. Somit
besteht die Moglichkeit, dass der Mensch neben tierischen Produkten auch durch pflanzli-
che Lebensmittel ungewollt Antibiotika aufnimmt. Die grundsatzliche Aufnahme von Anti-
biotika iiber die Pflanzenwurzeln wurde bereits 1958 experimentell erkannt [18]. Die rela-
tiv lange Wachstumszeit und der grofde Nahrstoffbedarf einiger Gemiisearten (,Starkzeh-
rer”, wie z.B. Kohlsorten und Porree) kdnnten den moglichen Transfer begiinstigen. Im Ar-
beitskreis durchgefiihrte Studien unter Hydrokulturbedingungen zeigten die Aufnahmefa-
higkeit von Antibiotika in Pflanzen [19, 20]. Diese Aufnahmefahigkeit konnte fiir Rotkohl
auch unter Freilandbedingungen beobachtet werden [21].

Riickstandshdchstmengen, wie sie es fiir Fleisch, Eier und Milch gibt [22], wurden bisher

nicht festgelegt, unter anderem ist dies durch die schmale Datenlage begriindet [23].
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Neben den Antibiotikariickstinden dringen ebenso Mikroorganismen, die gegebenenfalls
Resistenzen tragen, durch Giillebeaufschlagung in den Boden. Aufierdem ist eine Resistenz-
induktion aufgrund der eingetragenen Antibiotika denkbar. Die Resistenzfaktoren kdnnten
sich danach auch in den natiirlich vorkommenden Populationen verbreiten. Zusammen mit
den bereits vorhandenen intrinsischen Resistenzen bilden Bodenbakterien so ein Reservoir
fiir Resistenzgene mit hoher genetischer Diversitit [24, 25]. Wechselwirkungen wurden bis
zum subinhibitorischen Konzentrationsbereich, also unterhalb der wirksamen, Selektions-
druck erzeugenden Konzentration, beobachtet [26, 27]. Die Auswirkungen derartiger, mog-
licherweise synergistischer Effekte von Bakterien und Antibiotika auf landwirtschaftlich ge-
nutzte Boden sind noch nicht abschatzbar [28-30]. Durch die auf diesen Béden angebauten
Pflanzen, die als Futter-und Lebensmittel verwendet werden, kann so auch eine Gefahr fiir
den Menschen am Ende der Nahrungsmittelkette entstehen.

Vor dem Hintergrund der drastischen Zunahme an bakteriellen Krankheitserregern, die ge-
gen Antibiotika resistent sind, ist der unkontrollierte Eintrag von Veterinarantibiotika iiber
Nutzpflanzen in die Nahrungskette und in Futtermittel kritisch zu bewerten. Nach Aussage
des Bundesinstituts fiir Risikobewertung (BfR) im Februar 2010 ist, die Frage der Resisten-
zentwicklung und -ausbreitung unter Einwirkung einzelner oder mehrerer antibiotischer
Wirkstoffe gleichzeitig in geringen Konzentrationen und iiber langere Zeitraume nicht hin-
reichend wissenschaftlich bearbeitet” [31]. Auch gegenwartig ist das Risiko der Resistenz-
entstehung aufgrund der Aufnahme geringer Antibiotikamengen durch pflanzliche Lebens-
mittel nicht geklart.

Der Forschungsverbund RESET (,,ESBL und Fluorchinolon-Resistenz in Enterobacteria-
ceae“, Koordination: Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover) beschéftigt sich mit der
Erforschung, Entstehung und Verbreitung von Resistenzen gegen Antibiotika, schwerpunkt-
maflig bei Bakterien der Familie Enterobacteriaceae. Dazu zahlen u.a. Escherichia coli und
Salmonella enterica, die bei Mensch und Tier und ubiquitdr in der Umwelt vorkommen. Ins-
besondere besteht die Aufgabe des Verbundes darin, eine umfassende Kenntnis der Verbrei-
tung von B-Laktamasen, wie ESBLs (extended-spectrum B-lactamases), und Fluorchinolon-
resistenz, wie PMGR, bei E. coli und S. enterica zu gewinnen [32].

Im Teilprojekt 8 des ,RESET-Verbundpartners Universitdt Paderborn” in Kooperation mit
der FH-Siidwestfalen mit dem Titel: ,Aufnahme antimikrobiell wirkender Stoffe in Gemiise
aus Giille-gediingtem Boden und mikrobiologische Effekte”, wurden u.a. die in dieser Arbeit
beschriebenen Modellversuche durchgefiihrt, bei dem sowohl riickstandsanalytische als

auch mikrobiologische Fragestellungen beriicksichtigt wurden.
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2 Zielsetzung

Die Rolle von Nutzpflanzen als Reservoir von Antibiotikariickstdnden und (Multi-)Resistenz
tragenden Bakterien, wie ESBL-produzierende E. coli, erfordert Aufklarung: Es kann nicht
ausgeschlossen werden, dass subinhibitorische Konzentrationen an Antibiotika in Nutz-
pflanzen zur Entwicklung von Antibiotikaresistenzen beim Menschen beitragen. Um mogli-
che Konsequenzen im Hinblick auf die Lebensmittelsicherheit zu erkennen, soll das Aufnah-
mepotential von Antibiotika in Gemiise wahrend zwei praxisnahen, modellartigen Feldver-
suchen im Rahmen des RESET-Projektes untersucht werden. Bereits in vorhergehenden Stu-
dien konnte nachgewiesen werden, dass in Gebieten mit hohem Viehbestand Antibiotika
aus Giille gediingtem Boden von Weizenpflanzen iiber die Wurzel aufgenommen und bis in
das Getreidekorn transportiert werden konnen [10, 12, 16, 17, 19].

Der Anbau von Gemiise im Feldversuch dient

- der Untersuchung der Aufnahme reprasentativer Veterinarwirkstoffe der Schweine-
und Gefliigelhaltung (Tetracyclin, Enrofloxacin, Amoxicillin, Ceftiofur) aus Giille-ge-
diingtem Boden iiber die Wurzeln von Porree und Weif3kohl,

- der Untersuchung der Verlagerung und Verteilung von Antibiotika in Pflanzenorga-
nen, insbesondere den essbaren Teilen, um Hinweise auf die mdgliche Exposition
des Verbrauchers durch Antibiotika-belastete pflanzlichen Lebensmittel zu erhal-
ten,

- der Untersuchung des Verbleibs von ESBL- und PMQR (Plasmid-Mediated Quinolone
Resistance)-produzierenden E. coli im Boden und der méglichen Kontamination von
Nutzpflanzen.

Dazu sind geeignete Methoden fiir die Riickstandsanalyse von Antibiotika in Nutzpflanzen,
Boden und Giille zu entwickeln, zu evaluieren und anzuwenden. Mikrobiologische Untersu-

chungen des Kooperationspartners FU Berlin sollten die Riickstandsanalytik ergdnzen.
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3 Theoretischer Teil *

3.1 Antibiotika

Der Wortursprung von Antibiotika ist griechisch und kann mit , Stoff gegen das Leben“ tiber-
setzt werden [33]. Im urspriinglichen Sinn sind Antibiotika natiirlich gebildete Stoffgruppen
niedermolekularer Metabolite aus dem Sekundirstoffwechsel von Mikroorganismen
(hauptsachlich Bodenbakterien wie Bacillus spp., Streptomyces spp. und Pilze) mit einer Mo-
lekularmasse von 2000 Da. Antibiotika hemmen bereits in sehr geringen Konzentrationen,
mit weniger als 200 ng/mL, das Wachstum anderer Mikroorganismen (z.B. Bakterien), be-
eintrachtigen den produzierenden Mikroorganismus selbst aber nicht. Antibiotika werden
von Mikroorganismen nicht nur zur Abwehr anderer Organismen gebildet, sondern mog-
licherweise ist die wichtigere Aufgabe von Antibiotika als Signalmolekiile zur intra- und in-
terspezifischen Kommunikation zu wirken [34]. Dariiber hinaus werden nach dem natiirli-

chen Vorbild Antibiotika partiell oder vollstdndig synthetisch hergestellt.

Einteilung und Wirkung

Antibiotika kdnnen nach ihrer chemischen Struktur, nach ihren Angriffsorten/ihrem Wirk-
mechanismus oder nach ihrer Wirkung/Wirksamkeit unterschieden werden. Am gebrauch-
lichsten ist die Einteilung nach ihrer chemischen Struktur, dementsprechend die Einteilung

in Antibiotikaklassen (siehe Tabelle 1).

* in Anlehnung an den theoretischen Teil der Schriftenreihe Antibiotika aus der Nutztierhaltung in

der Umwelt [35]
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Tabelle 1: In der Tiermedizin eingesetzte Antibiotika-Wirkstoffgruppen, geordnet
nach Einsatzhiufigkeit [2, 36, 37]

Anti-
bio- | - e mische Struktur Wirkung Wirk- Indikation Antibiotika
tika- prinzip (Beispiele)
klasse
Infektion des Chlortetracyclin,
Hem- .
2 mung Atmungs-, Doxycyclin,
5 . Verdauungs-und  |Oxytetracyclin,
2 bakterio- |der . ,
®) . . |Urogenitalsystems, |Tetracyclin,
@ statisch |Protein- o d locveli
2 syn- sowie der Haut Demeclocyclin,
= these starker Einsatz bei |Meclocyclin,
Masttieren Metacyclin
Benzylper}lcﬂhn_e: Benzylpenicillin,
Atemwegsinfektio-
. Penethamathydro-
nen, eitrige ‘odid
Infektionen J
Aminopenicilline:
an erster Stelle bei
Mastgefliigel, -
. schwein und -kalb -
H H Storung bei . Amoxicillin,
o | R. N. = ei Infektionen, R
o S CcH der N Ampicillin,
= 3 Euterentziindung,
= bakte- Zell- ) .
S Y N—/ "CHs . spezielle Infektions-
= o] rizid wand- . .
o krankheiten wie
| A COOH syn-
£ Rotlauf, Listeriose
o these
g Isoga'zollyl-
n pen1c1l.l.1ne. Cloxacillin,
SaB Euterentziindung, s
. Oxacillin,
Infektion des ) .
Dicloxacillin
Uterus,
Augeninfektion
Nafcillin,
Penicillin V
g | R A Stérung Cefalexin, Cefa-
CIED g d irin, Cefazoli
5 er . pirin, Cefazolin,
2l o Reserveanti-
% J;;L/ - bakte- Zell- . . Cefoperazon,
o R .. biotikum in der .
= o rizid | wand- . Cefquinom.
& Humanmedizin .
S o OH syn- Ceftiofur,
O these Cefalonium
starker Einsatz bei | Sulfaclozin, Sulfa-
Masttieren gegen | diazin, Sulfadime-
Infektionen des | thoxin, Sulfadimi-
2 O\\ //O Storung| Atmungs- und Ver- | din, Sulfadoxin,
é S\N/R . der dauungstraktes, |Sulfamerazin, Sul-
= N bakterio- . RSN
o statisch Folsaur| Listeriose; einzige |famethoxazol, Sul-
% H,N esyn- Antibiotika mit | famethoxypyrida-
2 these Wirkung gegen | zin, Sulfaquinoxa-
Protozoen lin, Sulfathiazol,
(Kokzidien bei Sulfapyridin,
Gefliigel, Kalb) Sulfaisoxazole
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Fortsetzung Tabelle 1: In der Tiermedizin eingesetzte Antibiotika-Wirkstoffgrup-
pen, geordnet nach Einsatzhaufigkeit [2, 36, 37]

Anti-
bioti- . . Wirk- R Antibiotika
Chemische Struktur (Wirkung| . . Indikation L.
ka- prinzip (Beispiele)
Kklasse
N.__NH;
L2 | Y Stérung
S5 N bakte- der eingesetzt in
£ g NH, rizid Folsdur| Kombination mit Trimethoprim
C = .
A 5 |die beiden Aminogruppen esyn- Sulfonamiden
2 | konnen auch an C5 oder these
C6 des Rings stehen
Erythromycin, Ga-
Ver- mithromycin,
ande- Tildipirosin,
© rung Tilmicosin,
= bakterio- der Atemwegsinfek- Tulathromycin,
E statisch Zell- tionen, Tylosin,
g mem- | Euterentziindung | Tylvalosin, Iver-
Erythromycin A bran- mectin, Splramy-
als Beispiel perme- cn,
P abilitiat Clarithromycin,
Roxithromycin
Apramycin
5] )
Hem- .
% Ho. . Dihydrosteptomy-
4 mung Infektionen des cin Gentamicin
= gg{mmﬁ bakterio-| der Atmungs-, Kanamvein,
& 1 Ro " | statisch |Protein-| Verdauungs- und Neom ycin ’
é syn- | Urogenitalsystems Spec tino};nyc’in
< these !
Streptomycin
vor allem bei
9 Storung| Infektionen des
= bakte- der | Verdauungstraktes
L rizid Zell- mit Colistin
%’ mem- | Enterobakterien,
A~ bran wie E. coli,
Salmonellen
vor allem bei
) Infektionen des
3 Vi Storung| Atmungssystems
g " ' ™ lpakterio-| 9€T und Lincomycin,
§ . o | statisch Protein-| gastrointestinalen Clindamycin,
= I8 syn- Stérungen Pirlimycin
3 these | verwendet; stark

eingesetzt in der
Gefliigelmast
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Fortsetzung Tabelle 1: In der Tiermedizin eingesetzte Antibiotika-Wirkstoffgrup-
pen, geordnet nach Einsatzhaufigkeit [2, 36, 37]

Anti-
bioti- Chemische Struktur |Wirkung "‘f‘“‘.‘ Indikation Antl.bl(?tlka
ka- prinzip (Beispiele)
klasse
.QE) Hem-
= mung .
-~
= bakterio-| der [nfektionen des Tiamulin,
£ ) . Verdauungs- und .
S statisch [Protein- Valnemulin
5 Atmungssystem
2 syn-
A these
Hem-
o - mung .
S R, bakterio-| der Infektion des Chlqrampheplcol,
= . . Thiamphenicol,
S statisch [Protein-| Atmungstraktes :
2 HN R, Florfenicol
Ry \”/ Syn_
0 these
R R -

z N R Hem . Danofloxacin,
L8 mung Infektionen des : .
5= bakte- Difloxacin,
5 2 | Ho | id der Re- Atmungs- und a .
= 8 F rizi _ Enrofloxacin,

= plika- | Verdauungstraktes .

3} 5 0 R ] Marbofloxacin

ion

Die Einteilung der Antibiotika nach ihrer Wirksamkeit ist folgendermaf3en:

bakteriostatisch:

Bakterien werden an der Vermehrung gehindert. Die im Wachstum gestorten Krank-
heitserreger miissen von korpereigenen Abwehrmechanismen eliminiert werden.
bakterizid:

Durch Schadigung essentieller Bakterienzellstrukturen (z.B. der Bakterienzell-
wand) sterben die Erreger ab, sie sind aber weiterhin physisch vorhanden.
bakteriolytisch:

Bakterien werden getotet und deren Zellwand aufgeldst.

Die meisten Antibiotika wirken durch Stérung der Proteinsynthese, indem sie an der grof3en

Untereinheit des Ribosoms intervenieren und die Bindung der t-RNA verhindern [2, 38].

Antibiotika wirken dadurch gegen proliefernde und selten gegen ruhende Bakterien [36].

Molekulare Angriffsorte von Antibiotika sind:

die Zellwandsynthese bei den Penicillinen und Cephalosporinen,

Struktur und Funktion der DNA bei den Fluorchinolonen,

die Folsduresynthese bei den Sulfonamiden,

die Proteinsynthese zu Beginn bei den Aminoglykosiden, im Mittelteil bei den Tetra-

cyclinen und am Ende bei den Makroliden [39].
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Nach ihrer Wirkungsweise werden Antibiotika wie folgt eingeteilt:
- Hemmung der Zellwandsynthese
- Interferenz mit der bakteriellen DNA bzw. RNA
- Hemmung der bakteriellen Proteinbiosynthese
- Hemmung der Kofaktorbiosynthese

- Membranporenbildung [40-42].

Von den Antibiotika wurden frither die Chemotherapeutika abgegrenzt, die synthetisch her-
gestellt werden und ebenso bei bakteriellen Infektionen zum Einsatz kommen. Die Begriffe
Antibiotikum, Chemotherapeutikum, Antiinfektivum werden liberwiegend parallel genutzt
[43]. Im weiteren Sinne werden alle Substanzen, die gegen Mikroorganismen jedweder
Form (Bakterien, Viren, Pilze) wirksam sind, unabhéngig davon, ob sie hoch- oder nieder-
molekular, natiirlicher oder synthetischer Herkunft sind, als Antibiotika verstanden. Je nach
Umfang ihres Wirkspektrums werden die einzelnen antibiotischen Substanzen in Schmal-
band- (nur gegen einige wenige Mikroorganismen wirkend), Mittelband- oder Breitband-

Antibiotika (gegen ein weites Spektrum wirkend) eingeteilt [36].

Antibiotikaforschung

Die erste Beobachtung einer antibiotischen Wirkung anderer Mikroorganismen auf be-
stimmte Bakterien (Milzbranderreger) machte der franzdsische Chemiker Louis Pasteur im
19. Jahrhundert. Etwa im Jahr 1900 isolierte der deutsche Bakteriologe Rudolf von Em-
merich den antibiotischen Stoff Pyocyan, welcher im Laborversuch gegen Cholera und Diph-
therie wirkte [44-46]. Das 1910 von Paul Ehrlich eingefiihrte Arsphenamin war zwar im
Wirkungsspektrum auf Spirochiten begrenzt, es ermdoglichte dadurch aber erstmals eine
wirksame und relativ ungefahrliche Therapie der damals weit verbreiteten Syphilis [47].
Der schottische Bakteriologe Alexander Fleming entdeckte 1928 zuféllig Penicillin. Um
1935 gelang es Bayer bzw. Gerhard Domagk, das erste Sulfonamid, ein synthetisch entwi-
ckeltes Antibiotikum, herzustellen [48]. Die spateren, seit 1970, neu entwickelten Antibio-
tika basieren samtlich auf den schon bekannten Antibiotikaklassen (siehe Abbildung 1).

Die neuen Antibiotika haben hohere mikrobielle Aktivitat, weisen bessere pharmakokineti-
sche Eigenschaften auf, umgehen bekannte Resistenzmechanismen oder sind sicherer. Zwi-
schen 2000 und 2011 wurden weltweit zwanzig neue Antibiotika auf den Markt gebracht,
elf davon basieren auf Naturprodukten und neun sind synthetisch entwickelt worden [49].
Sie wurden fast alle mit dem ausdriicklichen Ziel entwickelt, vorhandene Resistenzen zu

iberwinden
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Pleuromutiline, 2007
Glycylcycline, 2005
zyklische Lipopeptide, 2005

Ketolide, 2001
Oxazolidinone, 2000

Carbapeneme, 1985
Fluorchinolone, 1983
Lincosamide, 1964
Glykopeptide, 1958

Cephalosporine, 1953
Makrolide, 1952

Amphenicole, 1949
Tetrazykline, 1948
Polymyxine, 1947

Aminoglykoside, 1944
Penicilline, 1943
Sulfonamide, 1936

Arsphenamin, 1910

1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010

Abbildung 1: Einfiihrung neuer Antibiotikaklassen weltweit [49]

Die Jahreszahlen in Abbildung 1 zeigen, wann das erste Medikament in den Antibiotikaklas-
sen in Deutschland oder einem anderem Land eingefiihrt wurde (ohne Beriicksichtigung

der Medikamente gegen Tuberkulose) [49].

Einsatz von Antibiotika

Antibiotika sind iiberlebenswichtige Arzneimittel zur Therapie von Infektionskrankheiten
bei Mensch und Tier. Seit der Einfithrung von Penicillin in der 1940er Jahren sind antimik-
robielle Mittel von wesentlicher Bedeutung fiir die Behandlung vieler mikrobieller Infekti-
onen bei Mensch und Tier. Neben ihrem Einsatz zur Behandlung von Infektionskrankheiten
(z. B. Lungenentziindung, Tuberkulose, Malaria, HIV/Aids) und Infektionen durch , Kranken-
hauskeime" (z. B. MRSA, Methicillin resistenter Staphylococcus aureus) sind sie unverzicht-
bar fiir die Senkung des Risikos von Komplikationen bei komplexen medizinischen Eingrif-
fen wie Hiiftoperationen, Organtransplantationen, Chemotherapie und bei der Versorgung
Frithgeborener. Zudem werden Antibiotika auch in der Veterinarmedizin und zu nicht-the-
rapeutischen Zwecken eingesetzt (z. B. Desinfektionsmittel, Konservierungsmittel sowie Le-
bens- und Futtermittelzusatze) [50]. Der Einsatz von Arzneimitteln in der Tiermedizin kann
verschieden erfolgen: Werden Antibiotika zur Vorbeugung angewendet, so spricht man von
einem prophylaktischen Einsatz. Bei einem metaphylaktischen Einsatz sind einige Tiere in
der Gruppe erkrankt, es wird aber die gesamte Gruppe behandelt, da davon ausgegangen

wird, dass sich die noch gesunden Tiere anstecken werden bzw. bereits angesteckt haben
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[51]. Ein prophylaktischer und metaphylaktischer Einsatz erfolgt in der Regel fiir die ge-
samte Tiergruppe, die Antibiotika werden dabei vorwiegend tiber das Futter oder das Was-
ser verabreicht. Die dritte Einsatzmoglichkeit ist der therapeutische Einsatz, hier erfolgt die
Behandlung ausschliefilich bei Erkrankung, demzufolge zumeist als Einzeltierbehandlung.
Ferner kdnnen Antibiotika als Leistungsforderer bei der Mast wirken. Die Anwesenheit mi-
nimaler Antibiotikamengen verdndert die Darmflora und fiihrt zur verbesserten Futterver-
wertung [52]. In der EU ist der Einsatz von Leistungsférderern seit 2006 verboten [53].

Neben dem Einsatz in Human- und Veterindrmedizin werden z.B. Oxytetracyclin (OTC) oder
Streptomycin auch gegen Feuerbrand in Obstplantagen angewendet. In den USA werden bis
zu 0,5% des Gesamtantibiotikaverbrauchs an Pflanzen angewendet [54]. In der EU sind an-

tibiotikahaltige Pflanzenschutzmittel nur in Ausnahmeféllen erlaubt [55-57].

Kurze Beschreibung ausgewdhlter Antibiotikaklassen:

3.1.1 B-Lactame

Das wohl bekannteste Antibiotikum Penicillin geh6rt zu den -Lactamen. Penicilline werden
von Schimmelpilzen der Gattung Penicillium gebildet. §-Lactame sind eine grof3e Klasse von
Antibiotika, zu denen neben den Penicillinen, die Peneme und Carbapeneme, die Cephalos-
porine und die Monolactame gehoren. Zusammen verfiigen sie Uber eine grofde therapeuti-
sche Breite. Allen gemeinsam ist der 3-Lactamring (siehe Abbildung 2), der fiir die Funktion

verantwortlich ist.

a) b) O~ OH
Abbildung 2: Grundgeriist der a) Penicilline und b) Cephalosporine, der -Lactam-
ring ist rot eingekreist.

Alle B-Lactame wirken bei der Zellwandbiosynthese auf die Penicillin-Binde-Proteine, die

an der Peptidoglycansynthese beteiligt sind. Sie verhindern die Transpeptidation, die Quer-
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vernetzung der Zellwandkomponenten, so dass die Zellwand ihre Stabilitét verliert und an-
fallig gegeniiber osmotischem Druck ist, was schlief3lich zur Zelllyse fiihrt [36, 37, 41]. -
Lactame werden nach Einnahme in groflen Mengen wieder ausgeschieden, Amoxicillin
(AMO) weist eine Ausscheidungsrate von 60-80% auf. Es werden die Muttersubstanz oder
aktive sowie inaktive Metabolite ausgeschieden. Abbildung 3 zeigt die Penicilloinsidure von

AMO (AMA) und 2,5-Diketopiperazin des AMO (Diketo) als inaktive Metabolite von AMO.

1
S OH
NH, ﬁ OHSNso
H
o H

HO

a) Natriumsalz der 4S)-2-[[[(2R)-2-Amino-2- b) (4S)-2-[5-(4-Hydroxyphenyl)-3,6-diox-
(4-hydroxyphenyl)acetyl]amino]carboxyme-  opiperazin-2-yl]-5,5-dimethylthiazolidin-
thyl]-5,5-dimethylthiazolidin-4-carbonsdure;  4-carbonsaure;

Penicilloinsidure von AMO (AMA) 2,5-Diketopiperazin von AMO (Diketo)

Abbildung 3: Hauptmetabolite von AMO: a) AMA und b) Diketo

Ein Verbleib von AMO in der Umwelt ist kurzlebig, da es schnell zur Aufspaltung des [3-Lac-
tamringes und anschliefiend zur Mineralisierung durch Mikroorganismen kommt [58]. Um
die Okotoxizitit von Antibiotika abzuschitzen, wird der Quotient aus zwei Konzentrationen
gebildet. Die maximal gemessene Konzentration in der Umwelt (MEC measured environmen-
tal concentration) wird durch die Konzentration dividiert, bei der voraussichtlich noch keine
nachteiligen Effekte auf Organismen in der Umwelt (PNEC predicted no effect concentration)
bestehen. Bei MEC/PNEC > 1 besteht ein Umweltrisiko, bei einem Quotienten kleiner eins
ist keine Umweltschddigung zu erwarten. Es wird hier die aquatische Umwelt betrachtet.
Das IWW Rheinisch-Westfilisches Institut fiir Wasser- Beratungs- und Entwicklungsgesell-
schaft mbH hat im Auftrag des Umweltbundesamt 479 Literaturquellen (bis 2010) hierauf-
hin ausgewertet. Es konnte ein MEC/PNEC-Verhaltnis fiir Penicillin G, Ampicillin und AMO
berechnet werden. Fiir die beiden ersten besteht kein Umweltrisiko, fiir AMO jedoch schon.
Bei den Cephalosporinen konnte fiir Cefuroxim ein MEC/PNEC-Verhaltnis von null errech-
net werden, flir Ceftiofur, Ceftbuten, Ceprozil sind keine MEC-Werte bekannt, die PNEC-Wer-

te liegen zwischen 0,25 und 26 pg/L. Allgemein miissen weitere Untersuchungen erfolgen,

23



insbesondere fiir die Cephalosporine, da hier fiir viele Antibiotika dieser Klasse steigende

Verbrauchszahlen zu verzeichnen sind [59].

3.1.2 Chinolone

Chinolone sind eine synthetisch hergestellte Antibiotikaklasse mit einer grof3en therapeuti-
schen Breite. Der Einsatz sollte der Therapie von ,Problemkeimen” vorbehalten bleiben und
nicht zur Behandlung banaler Infektionen und nicht zur oralen Metaphylaxe in Bestdnden
verwendet werden [37].

Die meisten Antibiotika dieser Klasse gehoren zur Unterklasse der Fluorchinolone. Auf-
grund ihrer Wirkung werden sie auch als Gyrasehemmer bezeichnet [37, 41]. Chinolone in-
hibieren die Typ Il DNA Topoisomerase, diese besteht aus den Enzymen Gyrase und To-
poisomerase IV. Beide Enzyme sind fiir die Replikation der DNA essentiell. Die DNA-Gyrase
ermoglicht die Entwicklung der DNA in negative supercoils, diese Formation ist fiir die Rep-
likation der DNA zwingend notwendig. Die Topoisomerase [V 16st die beiden DNA-Strange
auseinander. Werden die Gyrase oder die Topoisomerase IV durch Komplexbildung mit Chi-
nolonen gehemmt, so fiihrt dies zum Stopp der Replikation und schlief3lich zum Zelltod. Die
prokaryontische Topoisomerase dhnelt der eukaryontischen, somit konnen Chinolone auch
auf Eukaryonten wirken [60, 61]. In Anwesenheit von Sauerstoff haben Fluorchinolone ei-
nen bakteriziden Effekt, der sich durch die Hemmung der beiden Topoisomerasen nicht er-
klaren lasst. Es gibt demnach aufderdem einen heute noch nicht bekannten Wirkungsme-
chanismus.

Fluorchinolone werden durch Licht in wenigen Tagen abgebaut. Diese Photokatalyse ge-
schieht an der Oberflache. Fluorchinolone, die an der Bodenmatrix sorbieren und sich z.B.
in Nanoporen einlagern, sind unerreichbar fiir den Abbau. So kann es Jahre dauern, bis Flu-
orchinolone mineralisiert sind [62]. Cyanobakterien, Algen und Pflanzen zeigen héhere Sen-
sitivitdt als Invertebraten und Fische [63]. Enrofloxacin (ENR), Ofloxacin und Norfloxacin
werden vom IWW mit MEC/PNEC < 1, also ohne Umweltrisiko, bewertet, Ciprofloxacin stu-

fen sie jedoch als umweltgefahrdend ein.
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3.1.3 Tetracycline

Tetracycline sind durch ihre vier Sechsringe (Naphthacen) gekennzeichnet und komplexie-
ren stark mit Metallionen. Sie werden hauptsachlich von Streptomyceten gebildet. Chlorte-
tracyclin (CTC) wurde Ende der 1940er-]Jahre entdeckt. Tigecyclin wurde 2005 zuletzt ein-
gefiihrt und gehort zur Untergruppe der Glycylcycline.

Tetracycline wirken bakteriostatisch, indem sie die Proteinsynthese an den Ribosomen in-
hibieren und die Anlagerung der tRNA verhindern [41, 64]. Es gibt mehrere Bindestellen fiir
Tetracycline am Ribosom. Abhédngig vom Tetracyclin und der Bindestelle ist die Affinitat zur
Bindung hoch oder niedrig. Diese Wirkung ist die klassische Tetracyclinwirkung, wie sie bei
Tetracyclin (TC), Doxycyclin, Minocyclin, Tigecyclin, und Omadacyclin vorliegt. Daneben gibt
es auch atypische Tetracycline wie Chelocardin und Anhydrotetracyclin. Sie wirken, indem
sie die Cytoplasmamembran perturbieren [65]. Tetracycline sind Breitspektrumantibiotika
mit wenigen Nebenwirkungen. Sie wirken gegen gram-positive und gram-negative Bakte-
rien, sowie Chlamydien, Mycoplasmen, Rickettsien und Protozoen [64]. Tetracycline kénnen
auf Pflanzen letal wirken, auch Hefepilze werden durch CTC gehemmt. CTC hat keinen Effekt
auf die biologische Aktivitit des Bodens. Es kann aber zur Hemmung der Nitrifikation durch
Tetracyclinderivate kommen [66].

Tetracycline sind schlecht in Wasser loslich. Die Ausscheidungsrate (Mensch, Tier) von CTC
liegt bei 30%, fiir TC liegt sie bei 30-70%. Tetracycline werden wenig metabolisiert, somit
gelangen grofie Teile der aktiven Muttersubstanz durch Ausscheidungen in die Umwelt. Te-
tracycline sind in der Umwelt langlebig [58] und haben PNEC-Werte im ng/L-Bereich, so

dass fiir Tetracycline ein Umweltrisiko besteht [59].

3.2 Antibiotikaresistenz

Bakterien sind gegen Antibiotika resistent, wenn die Wirkung des Arzneimittels aufgehoben
ist. Die Bakterien werden dann nicht mehr abgetotet bzw. an ihrem Wachstum gehindert. Es
gibt verschiedene Grenzwerte, mit denen die Resistenz einer Bakterienspezies zu einem An-
tibiotikum beschrieben werden kann: Der epidemiologische Cut-off-Wert (ECOFF) ist die
grofdte Antibiotikakonzentration bei der der Wildtyp weiterhin wéchst. Beim Clinical Break-
point ist die Antibiotikakonzentration gerade so hoch, dass der Therapieausgang noch er-
folgreich ist. Hier kann somit eine Resistenz bereits vorliegen. Beide Grenzen (ECOFF und
Breakpoint) werden vom europdischen Komitee fiir antimikrobielle Sensibilititstests
(EUCAST) festgelegt. Hierzu sammeln sie u.a. von den nationalen Komitees zahlreiche Werte
der minimalen Hemmkonzentration fiir die Kombinationen Bakterienisolat und Antibioti-

kum [67, 68].
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Das Vorhandensein von Antibiotikaresistenzgenen und ein in der Regel entsprechender An-
tibiotikaselektionsdruck sind Voraussetzungen fiir die Verbreitung und Entstehung von re-
sistenten Bakterien. Hierbei darf das unerschopfliche Reservoir von Antibiotikaresistenzge-
nen in Boden-Bakterien (Resistom) nicht tibersehen werden. Z.B. gab es bereits Resistenzen
gegen Tigecyclin bevor es therapeutisch eingesetzt wurde. Wright und Poinar (2012) fanden
unter anderem Resistenzen gegen Vancomycin bei der Untersuchung von 30.000 Jahre alten
Permafrost-Bohrkernen auf resistenzkodierende DNA [69]. Mikroorganismen sind in der
Lage, sich aufderordentlich schnell an verdnderte Umweltbedingungen anzupassen: Eine
wichtige Funktion zur Erhaltung des Gleichgewichtes im Okosystem ist z.B. die Bildung von
antibakteriell wirksamen Substanzen durch Mikroorganismen und die Entwicklung von Ab-
wehrstrategien gegen diese Antibiotika. Resistenzen konnen entweder direkt vorliegen, so
wird von primdrer oder intrinsischer Resistenz gesprochen oder die Resistenz wird erst er-
worben, so liegt eine sekundéare Resistenz des Organismus vor.

- Primér oder natiirlich resistent sind bestimmte Gattungen oder Spezies, wenn ein
Antibiotikum bei ihnen eine Wirkungsliicke besitzt. So sind Enterokokken natiirlich
unempfindlich gegen Cephalosporine und Ampicillin wirkt nicht bei Pseudomonas
aeruginosa. Die priméare oder natiirliche Resistenz findet man z.B. bei Pseudomona-
den auch gegen die meisten 3-Lactam-Antibiotika.

- Die sekundare Resistenz zeichnet sich durch den Verlust der Wirksamkeit eines An-
tibiotikums bei einem primar (nattirlich) nicht resistenten Bakterium aus. Sie kann
nach der Anwendung von Antibiotika bei zundchst sensiblen Bakterienarten auftre-
ten. Die sekundire Resistenz kann spontan durch Mutation oder durch Ubertragung
entstehen.

Resistenzen, die durch Genmutationen erworben wurden, werden vertikal an die folgenden
Generationen vererbt. Wird die Resistenzeigenschaft unabhangig von der Fortpflanzung von
einem zum nachsten Organismus iibertragen, so findet ein horizontaler Gentransfer statt.
Dieser kann auf unterschiedliche Weise erfolgen:

- Bei der Transduktion libertragen Bakteriophagen, das sind spezielle Viren, die re-
sistenztragenden Gene zwischen den Bakterien.

- Bei der Transformation nehmen lebende Bakterien resistenzvermittelnde DNA aus
der Umgebung, z.B. von toten Zellen stammend, auf und integrieren diese in das ei-
gene Genom.

- Bei der Konjugation geben die Bakterien ihre Resistenzgene direkt an andere Mik-
roben weiter, indem sie schlauchférmige Fortsitze, sogenannte Pili ausbilden und

damit am Nachbarorganismus andocken [70].
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Die Gentibertragung erfolgt bei den zwei letztgenannten haufig in Form von Plasmiden. Plas-
mide sind ringférmige DNA-Strange, die leicht sowohl innerhalb derselben Bakterienspe-
zies als auch zwischen verschiedenen Arten iibertragbar sind. Plasmide konnen mehrere
Gene enthalten, tiberdies kann das Bakterium Gene zwischen seinem Erbgut und den in der
Zelle vorliegenden Plasmiden austauschen. Die neuen Eigenschaften von den erworbenen
Genen konnen fiir das Wirtsbakterium zu einem Selektionsvorteil fithren.
Die Antibiotikaresistenz wird durch verschiedene Mechanismen ausgeiibt:
- Blockade der Aufnahme des Antibiotikums z.B. durch Verdnderung in der Zusam-
mensetzung der Zellmembran,
- Inaktivierung des Antibiotikums z.B. durch Spaltung des B-Lactamringes, der akti-
ven Struktur,
- Verdnderung von Zielstrukturen in der Bakterienzelle, wie die Modifikation der Pe-
nicillinbindeproteine, so dass die $-Lactame nicht mehr binden kénnen,

- Efflux des Antibiotikums durch aktiven Export des Hemmstoffes aus der Zelle [71].

Resistenzentwicklung bei Bakterien - Human- und Veterindrmedizin

Betrachtet man die Resistenzentwicklung in der Humanmedizin genauer, so konnen be-
stimmte Erregergruppen erkannt werden, bei denen die Verbreitung der Resistenz beson-
ders stark zu sein scheint. Hier sind vor allem die grampositiven Kokken (Staphylokokken,
Enterokokken, Pneumokokken) zu nennen. MRSA-Stdmme traten in den letzten Jahren zu-
nehmend in den Brennpunkt. Sie sind in der Humanmedizin weltweit die am meisten ge-
fiirchteten Erreger nosokomialer Infektionen.

Zudem wird seit 2004 ein deutlicher Anstieg der Haufigkeit von Enterobacteriaceae (gram-
negativ) mit ESBL beobachtet. ESBL sind (3-Lactamasen. Diese konnen die molekulare Struk-
tur, den B-Lactamring vieler verschiedener 3-Lactam-Antibiotika (z.B. Penicilline, Cephalo-
sporine, Monobactame) spalten und das Antibiotikum damit unwirksam machen. ESBL kon-
nen aufgrund von Aminosaureaustauschmutation(en) auch Cephalosporine der 3. und 4.
Generation und Carbapeneme hydrolysieren. Sie haben somit ein erweitertes Substratspek-
trum (engl. ,extended spectrum*) im Vergleich zu ihren Vorlaufern - daher die Bezeichnung
ESBL (extended spectrum beta lactamases) [72]. Einfache (-Lactamasen sind bei Bakterien
evolutionar weit verbreitet, z.B. ampC bei Enterobacteriaceae oder als chromosomale Gene
bei Bacteroides spp. und anderen Aerobiern, wie Pseudomonas spp. oder Bacillus spp. [73].
Die ersten E. coli mit 3-Lactamasen wurden 1940 identifiziert. [74].

Die Anzahl der ESBL-Varianten steigt stetig. So konnen neun (evolutiondre) Familien (TEM,
SHV, CTX-M, PER, VEB, GES, TLA, BES und OXA) unterschieden werden. Die Gene fiir diese

[-Lactamasen sind zumeist auf Plasmiden lokalisiert, was letztendlich die weite Verbreitung
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dieser Enzyme ermdoglicht. Die Plasmide besitzen einen breiten Wirtsbereich, d. h. sie kon-
nen zwischen verschiedenen Arten der Enterobacteriaceae ibertragen werden. Die mobilen
Plasmide tragen hdufig noch andere Resistenzgene und vermitteln somit Resistenzen gegen
weitere Antibiotika. Sind dies Resistenzen gegen dieselbe Antibiotikaklasse, so wird von Ko-
resistenz gesprochen. Bei einer Kreuzresistenz besitzt das Bakterium Resistenzen gegen
verschiedene Antibiotikaklassen. Das Robert Koch Institut (RKI) fithrte zur Bestimmung der
Haufigkeit und geografischen Verteilung von ESBL in Deutschland, in den Jahren 2004, 2008
und 2011 eine reprasentative Stichprobe von phanotypisch ESBL-positiven E. coli-Isolaten
durch [75]. In den Proben wurden zu mehr als 90% CTX-M-Enzyme als Resistenzursache
identifiziert. Die Variante CTX-M-15, welche Cephalosporine der 3. Generation besonders
effektiv hydrolysieren kann, war besonders haufig (> 50% aller CTX-M-ESBL). Die zweithadu-
figste Variante war CTX-M-1 (>30% aller CTX-M-ESBL). Im RESET-Verbund wurden in
Deutschland erste Ergebnisse von ESBL-Untersuchungen in verschiedenen Bestdnden
(Schwein, Rind, Gefliigel) veroffentlicht [76-79]. Danach wurden im Grofdteil der Schweine-
bzw. Gefliigelbestinde ESBL-E. coli (darunter ein hoher Anteil CTX-M-ESBL) nachgewiesen.
Die in E. coli beim Menschen haufigste Variante CTX-M-15 war beim Tier nur sehr selten
nachweisbar. Insbesondere in Gefliigelbestanden wurden neben ESBL auch Plasmid-vermit-
telte AmpC-B-Lactamasen des Typs CMY (Anteil bis zu 20%) als Resistenzursache identifi-
ziert [80]. Eine schwedische Studie konnte zeigen, dass die Besiedlung mit CMY-E. coli ent-
lang der gesamten Produktionskette nachgewiesen und von den Elterntieren auf die Nach-
kommen weiter gegeben wird [81].

Die Rate an ESBL-produzierenden E. coli ist in den vergangenen Jahren stetig gestiegen und
liegt derzeit bei fast 15% aller nachgewiesenen E. coli-Stdmme bei Patienten auf Intensiv-
stationen und ca. 7,5% bei ambulanten Patienten [80]. In der Normalbevolkerung wurden
ESBL bei bis zu 7% der Probanden als intestinale Besiedler nachgewiesen. Die Aufnahme

von ESBL-produzierenden E. coli erfolgt vorrangig iiber den fdkal-oralen Weg [82].

Bei den Nutztieren stellt sich die Resistenzsituation in Deutschland wie folgt dar (Tabelle 2):

Tabelle 2: ESBL Besiedlung ausgewihlter Tiere in Deutschland (83)

Tier ESBL Besiedlung (E. coli)
Huhn 73-89%
Schwein 85%
Kalb/ Rind 34%
Hund 14%
16% (33% bei Ratten aus Abwassersystemen nahe Universitdtskran-
Ratte .
kenhdusern)
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ESBL-E. coli wird als Besiedler des Magen-Darmtraktes bei Vegetariern in gleicher Haufig-
keit wie bei der Bevolkerung in Deutschland allgemein beobachtet [84]. Bei Untersuchun-
gen in den Niederlanden wurden ESBL auch auf Gemiise nachgewiesen [85]. Auf die mogli-
che Verbreitung von ESBL-E. coli durch Vogel mit einem grofieren Aktionsradius wie z.B.
Saatkrdahen, machen Lonacaric et al. (2013) aufmerksam [86]. Es gibt viele Moglichkeiten
der Ubertragung oder des Erwerbs von ESBL fiir den Menschen, so zeigten von Wintersdorff
et. al. (2014), dass 30% der Reiseriickkehrer aus China und aus Siid-Ost-Asien, die vorher
ESBL- negativ waren, nach der Reise ESBL-positiv sind. Es ist unklar, in welchem Ausmaf3
das Vorkommen von ESBL-Tragern beim Nutztier zur Verbreitung von ESBL-Tragern beim
Menschen beitrigt. Dariiber hinaus ist unbekannt, ob die Ubertragung von Enterobacteri-
aceae mit ESBL zu einer voriibergehenden oder auch stdndigen Besiedlung mit ESBL-
produzierenden Enterobacteriaceae flihrt und welche Ursachen hierfiir vorliegen [87].

Die jeweilige Tendenz in der Resistenzentwicklung scheint nicht ausschlief3lich von duféeren
Faktoren, wie dem Selektionsdruck abzuhéngen. Vielmehr spielt die Fahigkeit des Erregers,
genetisches Material aufzunehmen und neu zu arrangieren eine wichtige Rolle [88].

Die Zunahme der Resistenzen unter den pathogenen Bakterien wird bzw. kann zu einem
»postantibiotischen Zeitalter” fiihren. Damit ist keine Panresistenz gegeniiber allen verfiig-

baren Antibiotika gemeint, sondern eine eingeschrankte Therapieoption.

Bodenbakterien

Die Arbeitsgruppe um Julian Davies (Universitét of British Columbia, Kanada) formulierte
1973 erstmals das Konzept des Resistoms. Bakterien der Ordnung Actinomycetales (haupt-
sachlich Unterordnung Streptomycineae), von denen die meisten antimikrobiellen Wirk-
stoffe gewonnen wurden, miissen iiber Resistenzgene verfiigen, um sich vor den selbst pro-
duzierten Stoffen zu schiitzen. Wenn pathogene Bakterien heute zunehmend resistent ge-
genlber Antibiotika sind, haben sie die Erbanlagen dafiir womdglich von den nicht patho-
genen Mikroben iibernommen. Das Resistom bodenlebender Bakterien ist moglicherweise
unerschopflich. Genetische Untersuchungen mittels PCR zeigten, dass resistenzvermit-
telnde Erbanlagen in nahezu allen Bodenbakterien vorkommen und sich wahrscheinlich,
durch menschliche Aktivitat bedingt, stark anreichern [70]. Seit der Einfiihrung der Antibi-
otika (Penicilline, 1942) haben die Resistenzen im Vergleich zur nattirlichen Hintergrund-
belastung stetig zugenommen. Das zeigen vergleichende Untersuchungen heutiger Boden

mit archivierten Boden von 1940 aus den Niederlanden [89].
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Aber nicht nur die Mikroorganismen des Erdreiches sind an der Verbreitung von Resistenz-
genen beteiligt, sie werden stark unterstiitzt von den Mikroben des menschlichen oder tie-
rischen Darms und den Bakterien aus Land- und Gewdasserwirtschaft. Nach oraler Einnahme
von Antibiotika kommen diese in Kontakt mit den Darmbakterien, bevor sie in den Organis-
mus aufgenommen werden. Empfindliche Bakterien werden im Wachstum gehemmt, un-
empfindliche kdnnen sich stirker vermehren, das Gleichgewicht (Homoostase) verschiebt
sich, die normale Darmflora kann die resistenten Erreger nicht mehr kontrollieren. Durch
den Stuhl oder die Fazes gelangen die resistenten Bakterien in die Kanalisation oder in die
Giille und spater in die Umwelt [39]. Darmbakterien von Nutztieren kdnnen Resistenzgene
mit denen der menschlichen Mikroflora austauschen. Antibiotikaresistente Bakterien von
landwirtschaftlichen Nutztieren kénnen bei der Diingung auf den Boden gelangen, wo die
Moglichkeit besteht, dass die Resistenzgene an Bodenbakterien weiter gegeben werden. Die
Nutztiere konnen wiederum durch das Erdreich mit den Bodenbakterien in Kontakt kom-
men, so dass diese ihre Erbanlagen an die Mikroflora der Tiere zuriickgeben kénnen [70].

Castro et al. (2014) kamen nach ihren Untersuchungen zum Schluss, dass Resistenzgene na-
tlirlicherweise im Boden vorkommen und dass diese mit Resistenzgenen von pathogenen
Bakterien libereinstimmen konnen, dies aber nicht immer der Fall ist [90]. Die Arbeits-
gruppe um Forsberg et al. (2012) konnte zeigen, dass multiresistente Bodenbakterien die
gleichen Resistenzgene tragen wie human pathogene Bakterien. Die jeweiligen Genpaare
stimmen in Ihren Nukleotidsequenzen liberein. Hieraus schlossen die Autoren auf einen ho-
rizontalen Gentransfer und die Moglichkeit der Verbreitung von Antibiotikaresistenzgenen
[91]. Wang et al. (2014) untersuchten Béden, die mit Wasser aus Klaranlagen bewassert
wurden, auf den Gehalt von Resistenzgenen und fanden eine Korrelation zwischen der Kon-
zentrationen an Tetracyclinen im Wasser und dem Vorkommen von Tetracyclin-Resistenz-
genen in Boden. Interessant war, dass eine positive Korrelation zu anderen Resistenzgenen,
solche wie gegen Aminoglykoside, Chinolone, Sulfonamide und Chloramphenicol zu be-
obachten war [92]. Pietramellara et al. (2006) zeigten, dass die extrazellulire DNA im Boden
erhalten bleibt und durch die Kapillarkrafte im Boden wandern kann. Durch diese Wande-
rung kann die DNA von zeitlich und rdumlich weiter entfernten Mikroorganismen aufge-
nommen werden (Transformation) und in deren genetische Information eingebaut werden
[93]. Popowska et al. (2012) untersuchten landwirtschaftlich genutzte Boden und stellten
diese einigen Waldbdden und mit Kompost gediingten Boden gegentiber. Aus der Tierhal-
tung war bekannt, dass die Tiere mit Erythromycin, OTC und/oder Streptomycin behandelt
worden waren. Uber die 16S rRNA wurden die Gattungen detektiert, zu denen die Boden-
bakterien gehorten. Sie fanden Bakterien mit der hochsten MHK in Béden, die mit Giille ge-

diingt wurden. Die Bdden ohne Giille zeigten mehr resistente Bakterien. Diese hatten aber
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niedrigere MHK-Werte, sie trugen weniger Resistenzgene und keine Multiresistenzen [94].
Sengelov et al. (2003) stellten fest, dass je mehr tetracyclinhaltige Schweinegiille auf den
Boden ausgebracht wurde, desto mehr resistente Bakterien gemessen werden konnten. Sie
beobachteten aufierdem, dass dieser Anstieg fiinf Monate nach der Applikation wieder auf
den Normalwert abgesunken war. Sie diskutierten in diesem Zusammenhang aber auch,
dass die Bedingungen und die Zeit von fiinf Monaten fiir den horizontalen Gentransfer aus-
reichen [95]. Andrew et al. (2004) konnten anhand des Transposons Tn916 zeigen, dass Re-
sistenzgene zwischen den Bakterien libertragen werden konnen. Das Transposon Tn916
enthdlt Tetracyclin-Resistenzgene, die mithilfe des Transposons zwischen den Bakterien
iibertragen werden kénnen. Die Arbeitsgruppe beimpfte sterilen und naturbelassenen Bo-
den mit Tn916 tragenden Enterokokken. Im sterilen Boden wurde das Tn916 nur zusam-
men mit den Bakterien detektiert. Im Gegensatz dazu konnten die Autoren das Transposon
im naturbelassenen Boden auch noch nachweisen, als die Enterokokken bereits abgestor-
ben waren [96]. Aminov et al. (2001, 2002) sowie Chee-Sanford et al. (2001) stimmen bei
ihren Untersuchungen dartber iiberein, dass Resistenzgene gegen Tetracycline durch die
Landwirtschaft in die Umwelt und auch in das Grund- und Trinkwasser gelangen und sehen
darin eine potentielle Gefahrenquelle fiir die Lebensmittel und damit fiir den Menschen am

Ende der Nahrungsmittelkette [97-99].

3.3 Strategien, Studien und gesetzliche Regelungen

3.3.1 Antibiotikaresistenzstrategie DART

Mit der 2008 veroffentlichten Deutschen Antibiotikaresistenzstrategie DART verfolgt die
Bundesregierung ein gemeinsames Konzept (one Health Ansatz) zur Einddmmung der an-
timikrobiellen Resistenzen. Es wurden Ziele und Aktionen beschrieben, die Deutschland bei
seinen nationalen und internationalen Bemiihungen zur Antibiotikaresistenzbekdmpfung
umsetzen will (DART Zwischenbericht 2011, [100]). One Health (eine Gesundheit) bedeutet,
dass Veterindr- und Humanmediziner und auch Umweltexperten zusammenarbeiten. Es ist
ein integrativer Ansatz, ein nachhaltiges Gesundheitssystem zu gewahrleisten. Denn die Ge-
sundheit von Mensch und Tier, sowie die Intaktheit der Umwelt sind miteinander verbun-
den. So sind schatzungsweise 75% aller aufkommenden Krankheiten Zoonosen. Beispiele
hierfiir sind HIV, Ebola, H5N1, HI1N1, SARS [101]. Ein Datenaustausch zwischen den Res-
sorts menschliche Gesundheit, tierische Gesundheit, Umwelt, Lebensmittelsicherheit und

Erndhrungssicherung sowie Landwirtschaft ist notig. Auflerdem muss es eine verbesserte
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Regierungs- und Unternehmensverantwortung und Investitionen in Forschung und Ausbil-
dung und geben [102].
DART 2020 [103], veroffentlicht am 13.5.2015, verfolgt weiterhin folgende sechs Ziele:

One-Health-Ansatz national und international starken
Resistenzentwicklungen friihzeitig erkennen

Therapie-Optionen erhalten und verbessern

Infektionsketten friihzeitig unterbrechen und Infektionen vermeiden
Bewusstsein fordern und Kompetenzen starken

Forschung und Entwicklung unterstiitzen

Im veterinarmedizinischen Bereich soll im Rahmen der DART das Auftreten und die Verbrei-

tung von Resistenzen bei human- und tierpathogenen Bakterien reduziert werden. Das ge-

samte Kontrollnetz umfasst fiir die Veterindirmedizin folgende Mafdnahmen, die zum Teil be-

reits umgesetzt sind:

Verschreibungspflicht aller Antibiotika in der Tiermedizin

Leitlinien fiir Tierdrzte zum verantwortungsvollen Umgang mit Antibiotika zur
sachgerechten Behandlung der Tiere.

Beschrankung der Zulassung von Antibiotika grundsatzlich auf metaphylaktische
und therapeutische Behandlung.

Einschrankung der Therapiefreiheit, z.B. bei der Anwendung von besonders wichti-
gen Antibiotika aus der Humanmedizin.

Antibiotikaverkaufsmengenerfassung nach DIMDI-AMV

Dokumentation der Abgabe von Antibiotika durch Tierarzte

Dokumentation der Anwendung von Antibiotika bei Nutztieren

Bestimmung der Therapiehéufigkeit mit Antibiotika und Mafinahmen bei iiberma-
3igem Gebrauch (Antibiotikaminimierungskonzept)

Leitfaden zur oralen Medikation von Nutztieren

Kontrollpldne zu Riickstdnden in Lebensmitteln

offentliches und privatwirtschaftliches Monitoring der Resistenzentwicklung bei
Krankheitserregern

Erfassung produktspezifischer Daten zur Zulassung auf dem Markt befindlicher An-
tibiotika

keine Verwendung von Antibiotika als Leistungsforderer [103]

Tabelle 3 zeigt die aktuellen deutschen Gesetzte und Verordnungen zum Umgang mit Arz-

neimitteln in Veterindrmedizin und Landwirtschaft.
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Tabelle 3: Gesetzliche Regelungen zu Arzneimitteln in der Veterindrmedizin

Uberblick iiber die nationalen gesetzlichen Regelungen, die Tierirzte und Tierhal-
ter beim Umgang mit Arzneimitteln zu beachten haben [104]:

Gesetz liber den Verkehr mit Arzneimitteln (Arzneimittelgesetz - AMG)

Erwerb und Besitz durch Tierhalter, Nachweise (§ 57), Anwendung durch Tierhalter (§
57a), Anwendung bei Tieren, die der Gewinnung von Lebensmitteln dienen (§ 58)
Tierarztliche Hausapothekenverordnung (TAHAV)

Verordnung tliber verschreibungspflichtige Arzneimittel (Arzneimittel-Verschreibungs-
pflicht-Verordnung - AMVV)

Verordnung iiber apothekenpflichtige und freiverkaufliche Arzneimittel (AMVerkRV)
Verordnung iiber Standardzulassungen von Arzneimitteln (StandZV)
Arzneimittelpreisverordnung (AMPreisV)

Verordnung tiber Nachweispflichten der Tierhalter fiir Arzneimittel, die zur Anwendung
bei Tieren bestimmt sind (Tierhalter-Arzneimittel-Nachweisverordnung - ANTHV)
Gesetz liber den Verkehr mit Betdubungsmitteln (Betdubungsmittelgesetz - BtMG) mit
Folgeverordnungen

Verordnung tiber das Verschreiben, die Abgabe und den Nachweis des Verbleibs von Be-
taubungsmitteln (Betdubungsmittel-Verschreibungsverordnung - BtMVV)
Betdubungsmittel-Binnenhandelsverordnung (BtMBinHV) und Aufdenhandelsverord-
nungen (BtMAHV) mit Bekanntmachungen

Tiergesundheitsgesetz (TierGesG)

Verordnung liber Sera, Impfstoffe und Antigene nach dem Tierseuchengesetz (Tierimpf-
stoff-Verordnung - TierImpfStV)

Vertriebsweg, Nachweispflicht (§ 40), Anwendung durch den Tierhalter (§ 44), Vorrats-
haltung von Mitteln (§ 45)

Verordnung iiber Stoffe mit pharmakologischer Wirkung (PharmStV)

Tierschutzgesetz (TierSchG)

3.3.2 Tierarzneimittel-Abgabemengenregister der Veterinarmedizin nach
der DIMDI-Arzneimittelverordnung

Seit 2011 werden die Abgabemengen von Antibiotika durch pharmazeutische Unternehmer
und Grof3handler an Tierarzte gemafd § 47 Absatz 1c des Arzneimittelgesetzes in Verbin-
dung mit der DIMDI-Arzneimittel-Verordnung erfasst [105]. Die vierte Auswertung der Da-
ten aus dem Tierarzneimittelabgaberegister (TAR) nach DIMDI (Deutschen Instituts fiir Me-
dizinische Dokumentation und Information) zu den Antibiotikaabgabemengen in Deutsch-
land istam 28.07.2015 erschienen und zeigt einen kontinuierlichen Riickgang der gesamten
Abgabemenge von 1706 t in 2011 auf 1238 t in 2014 (siehe Tabelle 4). Wahrscheinlich ist
diese Reduktion durch den Anstieg von Wirkstoffen mit geringer Dosierung pro kg Koérper-
gewicht (KG) begriindet. Tetracycline sind in einer Dosierung bis zu 40 mg/kg KG zugelas-
sen und Fluorchinolone mit 2,5 bis 10 mg/kg KG und Cephalosporine der 3. Generation kén-
nen mit 1 bis 2 mg/kg KG dosiert werden. Bei den Tetracyclinen ist ein Abfall um 222t

(39%) zu verzeichnen, bei den Fluorchinolonen dagegen ein Anstiegum 4 t (50%). Letzterer
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Anstieg ist als besonders kritisch zu sehen, da die Fluorchinolone zu der Gruppe der Reser-
veantibiotika gehoren.

Die am meisten abgegebenen Arzneimittel waren mit 93% zur oralen Anwendung be-
stimmt. Wallmann et al. (2014) weist darauf hin, dass keine direkte Verbindung zwischen
den ermittelten Abgabemengen, dem Einsatz bei den verschiedenen Tiergruppen (Lebens-
mittel-liefernd versus Haustier) oder einer Behandlungshaufigkeit einzelner Tierarten her-
zustellen ist, auch sind die Angaben zur regionalen Abgabemengenerfassung nur bedingt
auswertbar. Dies fiihrt zur Schlussfolgerung, dass eine direkte Verkniipfung der DIMDI-

Daten mit der Resistenzentwicklung nicht sachgerecht ist [106].

Tabelle 4: Abgabemenge antimikrobiell wirksamer Grundsubstanz ausgewahlter
Wirkstoffklassen [t] 2011 bis 2014 [107]

Abgegebene Menge von Antibiotika durch pharmazeutische
Unternehmer und Grofdhdndler an Tierdrzte in t

2011 2012 2013 2014
Penicilline 528 501 473 450
Tetracycline 564 566 454 342
Sulfonamide 185 162 152 121
Makrolide 173 145 126 109
Polypeptid-Antibiotika 127 124 125 107
Aminoglykoside 47 40 39 38
Folsdureantagonisten 30 26 24 19
Pleuromutiline 14 18 15 13
Fluorchinolone 82 104 12,1 12,3
Phenicole 6,1 57 5,2 5,3
Cephalosporine 3. Gen. 2,1 2,5 2,3 2,3
Cephalosporine 1. Gen. 2 2 2 2,1
Cephalosporine 4. Gen. 1,5 1,5 1,5 1,4
Gesamt 1706 1619 1452 1238

3.3.3 Studie zum Antibiotikaverbrauch in niedersachsischen Mastbetrieben
Das niedersachsische Ministerium fiir Erndhrung, Landwirtschaft, Verbraucherschutz und
Landesentwicklung hat eine landesweite Erhebung zum Arzneimitteleinsatz in der Nutz-
tierhaltung in Auftrag gegeben. In 206 Mastbetrieben (Huhn, Pute, Schwein, Rind) wurden
die Arzneimittelabgabe- und Anwendungsbelege von 2009/2010 bzw. 2010 ausgewertet. In
mehr als Dreiviertel der Betriebe wurden Antibiotika eingesetzt. Die Betriebe setzten je-
doch nicht in jedem Mastdurchgang Antibiotika ein, denn der Anteil der Durchginge, deren
Tiere mit Antibiotika behandelt wurden, war kleiner als der Anteil der Betriebe, die Antibi-
otika einsetzten.

Bei den Puten kamen die reinen Mastbetriebe in 29% der Durchgange ohne Antibiotikaein-

satz aus, die Putenbetriebe mit Aufzucht mussten in 92% der Mastdurchginge Antibiotika
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einsetzen. In der Rindermast konnten bei den Fressern (Bullenkilber) in 22% der Durch-
giange auf Antibiotika verzichtet werden. Bei den Mastkalberbetrieben wurden in allen
Durchgingen Antibiotika verabreicht. Aufgeteilt nach den Antibiotikaklassen wurden bei
den Mastschweinen in 21% der Antibiotikaeinsitze [3-Lactame verwendet, zu 17% Tetra-
cycline, 16% Makrolide und zu 6% Sulfonamide. Fluorchinolone wurden zu 7% und Cepha-

losporine zu 1% eingesetzt [108].

3.3.4 Studie zum Antibiotikaeinsatz in Masthahnchenbetrieben in Nord-
rhein-Westfalen

Das Ministerium fiir Klimaschutz, Umwelt, Landwirtschaft, Natur- und Verbraucherschutz
des Landes Nordrhein-Westfalen gab 2011 eine Studie zum Antibiotikaverbrauch in der
nordrheinwestfdlischen Hahnchenmast heraus. Es wurden 182 Betriebe {iber einen Zeit-
raum von 4 Monaten untersucht. Die Tierbestande waren zwischen 3.400 und 170.000 Tiere
grofd. In 18 dieser Betriebe wurden in keinem Mastdurchgang Antibiotika eingesetzt. Wei-
tere Betriebe konnten in einigen ihrer Mastdurchginge auf Antibiotika verzichten, so dass
es bei knapp 20% aller Mastdurchgiange keine medizinische Notwendigkeit des Einsatzes
von Antibiotika gab. In der Studie wird darauf hingewiesen, dass mehr als die Halfte der
antibiotikafreien Mastdurchgiange zu Betrieben mit weniger als 10.000 Tieren gehorten.
Auch wird beschrieben, dass der Antibiotikaeinsatz mit der Betriebsgrofie zunahm, aufier
bei sehr grof3en Betrieben (liber 90.000 Tiere), hier fiel der Einsatz wieder,; blieb aber iiber
dem Durchschnitt. Ferner lag bei 53% der Antibiotikagaben die Behandlungsdauer mit 1-2
Tagen deutlich unter den Zulassungsbedingungen. Aus der Studie kann gefolgert werden,
dass in der Hihnchenmast ein erheblicher Einsatz von Antibiotika stattfindet und es fraglich
ist, ob dieser stets nach den Antibiotikaleitlinien eines verantwortungsvollen Umgangs mit

antimikrobiellen Wirkstoffen erfolgt [109, 110].

3.3.5 Forschungsprojekt VetCAb (Veterinary Consumption of Antibiotics)

Unter dem Namen VetCAb (Veterinary Consumption of Antibiotics) fithrten bzw. fiihren das
Institut fiir Biometrie, Epidemiologie und Informationsverarbeitung der Stiftung tierarztli-
che Hochschule Hannover und das Institut fiir Pharmakologie, Pharmazie und Toxikologie
der veterindrmedizinischen Fakultit der Universitdt Leipzig Studien zum Antibiotikaver-
brauch in der Nutztierhaltung durch [111]. Im Jahr 2007/2008 wurde eine sogenannte
Machbarkeitsstudie durchgefiihrt, indem von ausgewahlten Tierarztpraxen aus Niedersach-
sen bzw. Betrieben aus Nordrhein-Westfalen die Arzneimittelanwendungs- und Abgabebe-

lege vom 1. September 2006 bis 31. August 2007 ausgewertet wurden. Sie berechneten fiir
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Mastschweine 29 Tagesdosen pro Tier und Jahr und fiir Milchkiihe 3 Tagesdosen pro Tier
und Jahr [112]. In der nachfolgenden, fiir 2011 durchgefiihrten Studie VetCAb-Pilot teilten
sie Deutschland anhand seiner landwirtschaftlichen Struktur in 4 Gebiete auf und unter-
suchten aus jedem Gebiet Betriebe, so dass die Ergebnisse von VetCAb-Pilot reprasentativ
fiir Deutschland sind. Mit insgesamt 1260 untersuchten Betrieben aus 89 Landkreisen wur-
den bis zu 4% der in Deutschland gehaltenen Nutztiere erfasst. Der Erhebungszeitraum war
von Juni 2011 bis Marz 2012. Neben der Menge des eingesetzten Arzneimittels wurden die
Dosierung, die Darreichungsform, die Diagnose sowie die Tierart und die Region erhoben,
erganzend wurde die Therapiehaufigkeit berechnet [113]. Die Therapiehaufigkeit sagt aus,
an wie vielen Tagen ein Tier in einem Bestand im Durchschnitt mit einem Wirkstoff behan-
delt wurde [114]. Die Therapiehaufigkeit wurde fiir einen Zeitraum von 100 Tagen und hier
auch fiir ein Jahr berechnet bzw. hochgerechnet, falls die Mastdauer kiirzer ist. Fiir den Zeit-
raum von 100 Tagen ergibt sich fiir ein Masthdhnchen eines Betriebes eine Therapiehaufig-
keit von 25,8 Tagen (94/]ahr), fiir das Mastschwein eine Therapiehdufigkeit von 3,7 Tagen
(14/]ahr), fiir Kélber 0,3 Tage (1/]Jahr) und fiir die Milchkuh 1 Tag (4/]Jahr) Behandlung mit
einem Wirkstoff in dieser Zeitspanne. Je nach Nutztierart werden unterschiedliche Antibio-
tikaklassen vermehrt eingesetzt. So iiberwiegen mit 45% Mengenanteil die [3-Lactame bei
den Rindern, gefolgt von den Tetracyclinen mit 19% und den Sulfonamiden/Trimethoprim
mit 16%. Werden Einzelgaben gezahlt, so verringert sich der Anteil der 3-Lactame auf 36%,
sie bleiben aber an erster Stelle, wieder gefolgt von den Tetracyclinen mit 14% und den Ce-
phalosporinen mit 13% aller Einzelgaben. Bei den Schweinen werden am haufigsten Tetra-
cycline (36%), aber auch B-Lactame (33%) verbraucht. Bezogen auf Einzelgaben werden zu
28% [-Lactame, 24% Polypeptide und zu 21% Tetracycline angewendet [113]. Die VetCAb-
Pilot-Studie wird als VetCAb-Sentinel weitergefiihrt, um den Antibiotikaeinsatz zu iiberwa-

chen und gegebenenfalls Anderungen iiber die Zeit festzustellen [115].

3.3.6 Privatwirtschaftliche Initiative QS (Qualitat und Sicherheit)

QS wurde von der Agrar- und Erndhrungswirtschaft 2001 gegriindet und soll zu mehr Qua-
litdt und Sicherheit in Lebensmitteln fiihren. Insgesamt nehmen 79.000 Tierhalter am QS-
System teil, so dass 95% des deutschen Schweine- und Gefliigelfleisches sowie 70% des
Rindfleisches aus QS-zertifizierten Betrieben stammen. Ziel von QS ist eine umfangreiche
Herkunftssicherung. So fiihrt QS z.B. Monitoringprogramme zu Schadstoffen in Futtermit-

teln, Vorkommen von Salmonellen im Fleisch und Masttier und zum Antibiotikaeinsatz in
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den Betrieben durch. Fiir das Antibiotikamonitoring wird ein Therapieindex pro Betrieb wie

folgt berechnet:

2 (Behandlungstage*Anzahl Wirkstoffe*Anzahl behandelter Tiere)
Tierzahl im Bestand

Therapieindex=

Gl.1

QS erfasst die Antibiotikaverbrauche seit 1. April 2012 in Mastgefliigel haltenden Betrieben
und seit September 2012 in den Schweinemastbetrieben, sowie seit 2014 die der ferkelpro-
duzierenden Betriebe und der Kdlbermastbetriebe. Im zweiten Halbjahr 2014 hatten 26%
der Schweinemastbetriebe einen Therapieindex von 0 und 21% einen Therapieindex von 1.
Somit setzten 47% der Schweinemastbetriebe kaum Antibiotika ein. Bei einem der Betriebe
wurde jedoch ein extrem hoher Therapieindex von iiber 50 berechnet. Durchschnittlich
wurde flr alle Schweinemastbetriebe ein Therapieindex von 6,68 ermittelt. Tabelle 5 auf
Seite 38 zeigt den Median und das dritte Quartil der QS-Betriebe im Vergleich zur Therapie-
haufigkeit, die nach dem Arzneimittelgesetz berechnet wird. Die Kennzahlen sind jeweils

fiir verschiedene Tiergruppen angeben [116-121].

3.3.7 16.Novelle des Arzneimittelgesetzes, HIT-Datenbank

Am 1. April 2014 trat die 16. Novelle des Arzneimittelgesetzes (AMG) in Kraft. Es soll zu
weniger Einsatz von Antibiotika fiihren, indem die Transparenz in der Tierhaltung erh6ht
wird. Zur Erfassung des Antibiotikaeinsatzes und zum anschlieféenden Benchmarking wird
die HIT-Datenbank (Herkunfts- und Informationssystem fiir Tiere) genutzt. Tierhalter, die
vermehrt zu viele/zu oft Antibiotika einsetzen, miissen mit Sanktionen, im Extremfall mit
Haltungsverbot, rechnen [122]. Im Marz 2015 wurde die erste Auswertung vom Bundesamt
fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) veréffentlicht. Ahnlich wie bei QS
wird die Anzahl der antibiotischen Behandlungen in Beziehung zum Gesamtbestand ge-
setzt:

Gl 2

2[(Anzahl behandelter Tiere) x (Anzahl Behandlungstage)]
Durchschnittliche Anzahl gehaltener Tiere pro Halbjahr

Therapiehaufigkeit=

Gl 3

durchschnittl.
2[(Anzahl Tage des Zeitraumes) x (Anzahl Tiere des Zeitraumes)]

ehaltene Anzahl Tiere =
& Anzahl Tage des Zeitraumes
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Die Meldung der Antibiotikaeinsédtze kann mit dem QS-Monitoring erfolgen und/oder der
Tierhalter beauftragt den Tierarzt, die Meldungen abzugeben. Die Meldung des Antibiotika-
einsatzes an die HIT-Datenbank ist im Gegensatz zu QS ab einer bestimmten Betriebsgrofie
verpflichtend. Geméaf3 der Verordnung tiber die Durchfiihrung von Mitteilungen nach $$58a
und 58b des Arzneimittelgesetztes (TAMMitDurchfV) fallen Betriebe unter die Meldepflicht,
die im Durchschnitt eines Kalenderhalbjahres mehr als

- 20 Mastkélber (ab dem Absetzen vom Muttertier bis 8 Monate),
- 20 Mastrinder (liber 8 Monate),

- 250 Mastferkel (ab dem Absetzen vom Muttertier bis 30 kg),

- 250 Mastschweine (tber 30 kg),

- Mastputen (ab dem Schlupf),

- 10.000 Masthahnchen (ab dem Schlupf) haben.

Die Therapiehaufigkeit wird pro Betrieb fiir das jeweilige Halbjahr berechnet. Der Median
(Kennzahl I) und das dritte Quartil (Kennzahl II) tiber alle Therapiehdufigkeiten wird be-
stimmt. Diese Kennzahlen dienen dem eigentlichen Monitoring. Alle Betriebe fiir die eine
Therapiehaufigkeit tiber der Kennzahl Il berechnet wurde, miissen einen schriftlichen Anti-
biotikaminimierungsplan mit ihrem Tierarzt ausarbeiten und der Behdrde vorlegen. Be-
triebe, die eine Therapiehdufigkeit zwischen Kennzahl I und II aufweisen, miissen den er-

hohten Antibiotikaeinsatz begriinden.

Tabelle 5: Ubersicht der Kennzahlen I und Il im QS-Antibiotikamonitoring und der
staatlichen Datenbank HIT [111]

Kennzahl I Kennzahl I1
. Median Median | Drittes Quartil | Drittes Quartil

Produktionsart Qs BVL/HIT Qs BVL/HIT
Aufzuchtferkel (bis 30 kg) 12,3 4,8 33,0 26,2
Mastschweine (ab 30 kg) 2,1 1,2 8,9 9,5
Masthiihner 4,5 19,6 6,9 35,0
Mastputen * 17,9 27,9

23,0 47,5
Jungputen * 11,2 16,3
Mastkalber (bis 8 Monate) 28,9 ** 0,0 40,6 ** 51

* Bei QS wird Putenmast und Putenaufzucht getrennt berechnet.
** Bei QS nur spezialisierte Kalbermast

3.3.8 Antibiotikaverbrauch und Verbreitung von Resistenzen, GERMAP

Der Antibiotikaresistenzatlas GERMAP gibt einen Uberblick iiber die Resistenzsituation in
Human- und Veterindrmedizin und iiber die Verbrauchsmengen von Antibiotika in beiden

Sektoren. Der veterindrmedizinische Teil beruht im Wesentlichen auf den Daten des GERM-
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Vet-Monitoringprogramms [123]. Der Bericht wird vom BVL, der Paul Ehrlich-Gesellschaft
fiir Chemotherapie e.V. und der Infektiologie Freiburg unter Beteiligung vieler anderer In-
stitutionen herausgegeben. Bisher sind drei Berichte, GERMAP 2008, GERMAP 2010 und
GERMAP 2012 veroffentlicht.

Der Bericht GERMAP 2012 [124] belegt, dass in der Humanmedizin der Anteil der Breit-
bandantibiotika am Gesamtverbrauch - mit den Cephalosporinen und Fluorchinolonen an
der Spitze - nach wie vor sehr hoch ist, sogar weiter zugenommen hat. Dies gilt sowohl fiir
den ambulanten, als auch fiir den stationdren Versorgungsbereich. Das Gesamtverord-
nungsvolumen und die Verordnungsdichte nahmen in den letzten Jahren jedoch ab. Die Re-
sistenzsituation ist je nach Bakterium, Antibiotikum und Art der Patienten anders. Dies gilt
fiir Human- und Tierpathogene gleichermafien. So liegt die Makrolid-Resistenz bei Pneumo-
kokken bei ca. 10%. Die Penicillinresistenzrate ist 3,4% bei Kindern und 0,4% bei Erwach-
senen. Bei den Salmonellen sind die Typhimurium-Stamme meist mehrfachresistent, die En-
teritidis-Stdimme jedoch zu 95% sensibel gegen die getesteten Antibiotika. Weiterhin fiihrt
der Bericht auf, dass Carbapenemresistenzen noch selten sind, aber aufgrund des erh6hten
Carbapenemverbrauchs ein Anstieg erwartet wird. Neben der Darstellung der Resistenzda-
ten und des Antibiotikaverbrauchs wird in sogenannten GERMAP-spezial-Artikeln auf die
aktuellen Themen naher eingegangen, z.B. wird die ESBL-Situation bei E. coli in Tieren be-
schrieben. So konnten in der GERM-Vet-Studie 2% der Bakterienisolate als ESBL-Bildner
identifiziert werden. Im Fazit wird darauf hingewiesen, dass die ESBL-Gene meist auf Plas-
miden lokalisiert sind, die auch weitere Resistenzen tragen konnen, so dass auch Nicht-§3-
Lactamantibiotika einen Selektionsdruck hervorrufen kénnen. Aufierdem begiinstigt die
plasmiddre Lage einen horizontalen Gentransfer. Im RESET-Programm werden detaillierte
Studien zu Vorkommen und Ausbreitung von ESBL- und Carbapenemase-positiven Entero-
bacteriaceae durchgefiihrt, so dass ein wechselseitiger Austausch entsprechender Gene

zwischen verschiedenen Bakterien tiberpriift werden kann [124].

3.3.9 Resistenzen in der Veterindrmedizin, GERM-Vet

Das nationale Resistenzmonitoring tierpathogener Erreger (GERM-Vet) wird auf Grundlage
von § 77 Abs. 3 AMG vom BVL seit 2001 durchgefiihrt. Durch die Erhebung valider Empfind-
lichkeitsdaten kann die aktuelle Resistenzsituation beurteilt werden. Es gehen ausschlief3-
lich Resistenzdaten von Isolaten erkrankter Tiere in die Erhebungen ein [125]. Nach einem
festgelegten Stichprobenplan werden Bakterien durch 40 nationale Laboratorien gesam-

melt und am BVL auf ihre Empfindlichkeit gegeniiber 24 Antibiotika iiberpriift [126].
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Zum nationalen Resistenzmonitoring fiir Tierpathogene gehoren folgende Aufgaben:

- Monitoring der Resistenz bei Zoonoseerregern,
- Monitoring der Resistenz bei Kommensalen,

- Nationaler Riickstandskontrollplan (NRKP),

- Postmarketing-Datensammlung

- Abgabemengenerfassung (TAR).

Die Ergebnisse zeigen, dass die Resistenzsituation bislang noch giinstig ist, so treten bei den
Erregern fiir Euterentziindung nur vereinzelt ESBL und MRSA auf, allgemein liegt eine ge-
ringe Resistenz vor. Auch die Erreger von Atemwegserkrankungen zeigen gute Empfindlich-
keiten. Ferner sind bei Enterococcus spp. keine Vancomycin-Resistenzen zu detektieren. Je-
doch liegt eine Resistenzrate von iiber 70% bei Durchfallerkrankungen und zudem eine

hohe ESBL-Rate bei E. coli vor [127].

3.3.10 Antibiotikaresistenzen in der Lebensmittelkette, DARLink

Das BfR hat 2010 einen Bericht zur Deutschen Antibiotikaresistenzsituation in der Lebens-
mittelkette (DARLink) herausgegeben, der die Resistenzdaten von 33.625 Salmonella-Isola-
ten von Tieren, Lebensmitteln, Futtermitteln und aus der Umwelt im Zeitraum von 2000-
2008 retrospektiv zusammenfasst. Von diesen 33.625 Isolaten zeigten 48% eine Resistenz
nach Definition der WHO und des Codex Alimentarius gegeniiber mindestens einer und
35% der Isolate Resistenzen gegen mehrere Antibiotikaklassen [128]. Weitere Untersu-
chungen aus dem Jahr 2009 bestatigen die Ergebnisse. Fiir Campylobacter und E. coli wer-
den dhnliche Ergebnisse erzielt [129]. Die erhobenen Resistenzdaten von Zoonoseerregern
und Kommensalen werden in jahrlichen Berichten an die EFSA (Europaische Agentur fir
Lebensmittelsicherheit) tibermittelt und vom BfR veroffentlicht.

Das Monitoring wurde ab dem Jahr 2009 risikoorientiert auf Zoonoseerreger, wie Campy-
lobacter und auf Kommensalen, wie z. B. E. coli, ausgedehnt. Hierbei wurden sowohl lebende
Tiere als auch Lebensmittel tierischer Herkunft vom nationalen Referenzlabor fiir Antibio-
tikaresistenz am BfR auf Resistenzen gegen Antibiotika untersucht. Resistente Bakterien
konnten bei allen untersuchten Herkiinften (Schwein, Huhn, Pute, Rind) detektiert werden.
Die Isolate aus dem Fleisch von Mastgefliigel wiesen dabei eine deutlich starker ausgepragte
Resistenz gegen Fluorchinolone und Cephalosporine auf als die Isolate der anderen Her-

kiinfte [128-130].
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3.3.11 Antibiotikaverbrauch und Mafdnahmen in EU-Landern, ESVAC

Auf europdischer Ebene protokolliert die europdische Arzneimittelagentur im ESVAC-
Report (European Surveillance of Veterinary Antimicrobial Consumption) den Antibiotikaver-
brauch in der Veterindrmedizin von mittlerweile 26 Liandern. Begonnen wurde 2009 mit
einem Riickblick, einer Trendbeschreibung von 9 Landern, 2010 folgte die erste Datenerhe-
bung mit 19 Landern, gefolgt von 25 Landern in 2011. Die EU weist darauf hin, dass die
Daten vorsichtig zu interpretieren sind, da es einige Jahre dauert, bis die Datenerfassungen
valide Zahlen liefern.

Viele Linder fithren ein Antibiotikamonitoring durch. Tabelle 6 gibt einen Uberblick iiber
die Programme: Die skandinavischen Liander waren die Ersten, die den Antibiotikaver-
brauch in der Tierhaltung erfassten. Seit 2011 werden ,Antibiotika-Hochverbraucher” in
Danemark gemahnt und vermehrt durch die Behdrde kontrolliert, wenn sie diesen nicht re-
duzieren. Die Niederlande setzten das Ziel, den Antibiotikaverbrauch in 2015 im Vergleich

zu 2009 um 70% zu reduzieren [131].
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Tabelle 6: Monitoringprogramme bzw. Berichte iiber den Antibiotikaverbrauch in der
Veterindrmedizin europaischer Linder [131]

Veterinarantibiotika

efault-source/default-
document -library/report-
on-consumption-of-
veterinary-antibiotics -in-
irelandduring-2012.pdf

Land Programm /Bericht Link Datener-
hebung
ab:

Osterreich | Antibiotikaresistenz und Verbrauch | http://www.ages.at/themen | 2004

antimikrobieller Substanzen in /arzneimittel /aures-
Osterreich— AURES berichte
Tschechien | Spotfeba antimikrobik a antiparazitik | http://www.uskvbl.cz/cs/in | 2005
ve veterindrni mediciné v letech formace /tiskove-
centrum/tiskprohl
Belgien belgische Uberwachung des http://www.fagg-afmps.be/ [ 2009
Verbrauchs an Veterindrantibiotika - | fr/binaries/belvetsac%?20ra
BelVet-SAC pport%202012%20finaal_tc
m291-226527.pdf
Zypern Verkauf von veterinar http://www.moa.gov.cy/mo | 2011
antimikrobiellen Produkten in Zypern | a/vs/vs.nsf/vs74_gr/vs74_g
r?OpenDocument

Dinemark | Programm fiir die Uberwachung des | http://www.danmap.org 1996

Verbrauchs von antimikrobiellen
Substanzen und Resistenz in
Bakterien von Tieren, Lebensmittel
und Menschen - DANMAP

Finnland Monitoring antimikrobieller Resisten- | http://www.evira.fi/portal/ [ 2005

zen und Verbrauch von antimikro- en/evira/publications?a=cat
biellen Substanzen in der egory&cid=28
Veterindrmedizin- FINRES-Vet
Frankreich | Verkaufszahlenerhebung von http://www.anses.fr/sites/ | 1999
veterinarmedizinischen Produkten default/files/documents/A
mit antimikrobiellen Substanzen NMV-Ra-Antibiotiques
_2012EN.pdf
Deutschland | Abgabemengenerfassung http://www.bundestieraerz | 2011
antimikrobiell wirksamer Stoffe in tekammer.de/index_dtbl_pr
Deutschland - DIMDI-AMV esse_details_gs.php?X=2014
0225154109
Island Syklalyfjanotkun og syklalyfjansemi http://www.landlaeknir.is/s | 2010
pakterl'a i ménnum og dyrum & ervlet/file/store93/item205
Islandi 2012 02/Notkun%200g%20n%C
3%A6mi%20Skyrsla%2020
12-loka.juni2013.pdf
Irland Verbrauchserhebung von http://www.hpra.ie/docs/d | 2009
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Fortsetzung Tabelle 6: Monitoringprogramme bzw. Berichte iiber den Antibiotikaver-
brauch in der Veterinarmedizin europdischer Lander [131]

Land Programm /Bericht Link Datener-
hebung
ab:

Niederlande | Monitoring von antimikrobiellen http://www.wageningenur. | 2003

Resistenzen und Antibiotika- nl/upload_mm/7/8/9/5238

verbrauch bei Tieren in den 8c6¢-858c-483c-b57d-

Niederlanden - NETHMAP-MARAN; 22702

Antibiotikaverbrauch in Nutztieren in | 9fe778a_005738_Nethmap_

den Niederlanden - Sda-Bericht 2013%20def_web.pdf
http://www.autoriteitdierge
neesmiddelen.nl/en/publica
tions

Norwegen Bericht liber den Verbrauch antimi- | http://www.vetinst.no/eng/| 1999

krobieller Substanzen und Vorkom- Publications/Norm-Norm-
men von antimikrobiellen Resisten- | Vet-Report
zen in Norwegen in Tieren und
Menschen - NORM/NORM-VET
Polen Chief Veterinary Inspectorate. Dane | http://www.wetgiw.gov.pl/i [ 2011
dotyczace sprzedazy produktow ndex.php?action=art&a_id=
leczniczych weterynaryjnych przeciw | 4417; in Polnisch
bakteryjnych w Polsce
Portugal Nationaler Monitoringbericht iiber http://www.dgv.min- 2011
den Verbrauch antimikrobieller agricultura.pt/portal/page/
Substanzen - DGV 2011 portal/DGV /noticia/?
detalhe_noticia=3588709

Spain Verkauf von antimikrobiellen http://www.aemps.gob.es/e | 2010

Substanzen in Spanien n/informa/notasInformativ
as/medicamentosVeterinari
0s

Schweden Verbrauch von antimikrobiellen Sub- | http://www.sva.se/en/Anti | 2000

stanzen und Auftreten antimikro- biotika/SVARM-reports/
bieller Resistenzen in Schweden -
SWEDRES-SVARM
Schweiz Bericht liber den Vertrieb von Anti- http://www.blvadmin.ch/d | 2010
biotika in der Veterindrmedizin und | okumentation/04506/0451
das Antibiotikaresistenzmonitoring | 8/index.htmL?lang=de
bei Nutztieren in der Schweiz- ARCH-
VET

Grof3- Kontrolle der Verkaufszahlen von http://www.vmd.defra.gov.u | 2006

britannien | Antibiotika und Uberwachung k/pdf/varss.pdf

antibiotischer Resistenz in der
Veterindrmedizin- UK-VARSS
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Der vierte und aktuellste ESVAC-Bericht beschreibt den Antibiotikaverbrauch der Tierhal-
tung im Jahr 2012. Wird der Verbrauch aller 26 Lander summiert, so wurden Tetracycline
mit 37%, Penicilline mit 22% und Sulfonamide mit 10% am haufigsten eingesetzt. Makro-
lide wurden mit 8% der Gesamtmenge, Cephalosporine der 3./4. Generation mit 0,2% und
Fluorchinolone mit 1,7% eingesetzt. Die drei letztgenannten Antibiotikaklassen werden von
der WHO als critically important antimicrobials (CIA) eingestuft, d.h. es sind Reserveantibi-
otika mit hoher Prioritit fiir die Humanmedizin.

ESVAC fiihrte eine technische Grofde ein, um die Antibiotikaverkaufszahlen fiir Grofde und
Art der Tierpopulation in den Landern zu summieren und vergleichbar zu machen. Es wird
die PCU (population correction unit) berechnet, 1 PCU entspricht 1 kg Kérpermasse der ver-
schiedenen Nutztierkategorien. Fiir die Tiere wird ein Gewicht geschatzt, welches sie am
wahrscheinlichsten zum Zeitpunkt der Antibiotikabehandlung haben.

Deutschland hat von allen Landern die hochste PCU, so ist es verstdndlich, dass Deutschland
mit 1707 t (2012, DIMDI) verkauften Antibiotika den hochsten Antibiotikaverbrauch auf-
weist. Die wenigstens Antibiotika mit 0,7 t wurden in Island abgegeben (siehe Abbildung 4).
Wird der Quotient Antibiotikaverbrauch pro PCU gebildet, so sind Italien und Zypern mit
tiber 300 mg/PCU als Hochverbraucher zu erkennen. Deutschland liegt mit 200 mg/PCU im
oberen Mittelfeld. Niedrigverbraucher sind Ddnemark mit 44 mg/PCU und die Niederlande
mit 75 mg/PCU. Norwegen hat mit 3,8 mg/PCU den geringsten Antibiotikaverbrauch. Abbil-
dung 5 zeigt den Verbrauch aufgeteilt nach Antibiotikaklassen in den Landern [131].
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Abbildung 4: PCU (population correction unit) in 1.000 Tonnen von lebensmittellie-
fernden Tieren fiir das Jahr 2012 [131]

44

United Kingdom



400 Others*

Pleuromutilins

350
Polymyxins
300 |
i Aminoglycosides
250 | :
Eﬂ Fluorequinolones
0
& 200 ] Lincosamides
)
£ |
| HMacrolides
150 | |
ETrimethoprim
100
Sulfonamides
50 Penicillins
1} WTetracyclines

M M v U XY & T Y > T U > M MO o v = T 5 B e C O
EE':::L-Ecucacc—m';'ELumcgg'E-ﬁmE
ﬁ%mE%Ecﬁgggﬁﬁgﬁmgggﬂjmmngg

=)} + . 2 >

- L= =) o B o =] 38 3 o D 20 o
2 320 g s Ccw g s 8 5 "-‘:EaL)g‘loEQ s
oo i T = c [T nw g
[a] a P T o
c X =
5 3= a
] - el
o c
2 as)

Abbildung 5: Antibiotikaverkaufszahlen in mg/PCU eingeteilt nach den Antibiotika-
Kklassen [131]

Im Bericht 2012, im dritten Jahr der Datenerfassung, wurden erstmals Jahresvergleiche dar-
gestellt. Ein zusammengefasster Vergleich tiber 20 Lander zeigt eine Abnahme des Antibio-
tikaverbrauchs um 15% bei gleichbleibender PCU.

In den Niederlanden ist ein deutlicher Abfall des Antibiotikaverbrauchs zu erkennen. Es
konnte in allen Antibiotikaklassen, aufder den Fenicolen, der Einsatz reduziert werden. Die
Mafdgaben der Politik, den Antibiotikaeinsatz kontinuierlich zu reduzieren (2015: -70%
bzgl. 2009), werden eingehalten. Seit 2013 ist zudem die Nutzung von Reserveantibiotika
ohne vorherigen Sensibilititstest verboten. Aufderdem verpflichten sich Landwirte, die Mit-
glied in einem Prifsystem der Wirtschaft sind, auf die Nutzung der 3./4. Generation der
Cephalosporine beim Schwein ganzlich und bei den Milchkiihen, beim Trockenstellen zu

verzichten [131].
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Abbildung 6: Vergleich der Verkaufszahlen in mg/PCU an Antibiotika in den Nieder-
landen von 2010 bis 2012 [131]

In Danemark, dem zweiten prominenten Land, das durch politische Mafdnahmen den Anti-
biotikaverbrauch zu reduzieren versucht, ist zumindest in den Jahren 2010 bis 2012 kein
Effekt bzw. ein sehr geringer Effekt von 7% Reduktion zu erkennen. Auch die Einfiihrung

der ,gelben Karte“ scheint bisher keine Reduktion zu liefern [131].
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Abbildung 7: Antibiotikaverkidufe in Didnemark, Vergleich in den Antibiotikaklassen
iiber die Jahre 2010 bis 2012 [131]
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3.3.12 EU-Behorden

Mit dem Thema Antibiotika befassen sich drei Behérden auf EU-Ebene. Die Europdische Be-
horde fiir Lebensmittelsicherheit (EFSA, European Food Safety Authority), das Europaische
Zentrum fiir Pravention und die Kontrolle von Krankheiten (ECDC, European Center for
Disease Prevention and Control) und die Europaische Agentur fiir Arzneimittel (EMA, Euro-
pean Medicine Agency). Diese drei Behorden haben 2015 zum ersten Mal einen gemeinsa-
men Bericht abgegeben. Der Bericht [132] umfasst eine integrierte Analyse des Verbrauchs
antimikrobieller Substanzen und Vorkommen von antimikrobiellen Resistenzen in Bakte-
rien von Menschen und Lebensmittel-liefernden Tieren. Weitere 21 wissenschaftliche Richt-
linien und Empfehlungen wurden in den letzten 6 Jahren von der EMA herausgegeben.
Auch die EFSA verfasste seit 2004 29 Berichte und wissenschaftliche Meinungen zu antimi-
krobieller Resistenz. Als Beispiel sind die technischen Spezifikationen genannt, die fiir die
Stichproben im Resistenzmonitoring bei Zoonose- und kommensalen Bakterien gelten
[133]. Die dritte Behorde, die ESDC veroffentlichte 48 Berichte seit 2006, darunter der jahr-
liche Bericht des Netzwerkes zur Uberwachung antimikrobieller Resistenzen (EARS-net).
Den Behorden sind dartiber hinaus das europdische Referenzlabor fiir antimikrobielle Re-
sistenzen (EURL-AMR) und das europaische Komitee zur antimikrobiellen Sensibilititstes-

tung (EUCAST) unterstellt.

Aktionsplan

Eine Ubersicht aller Dokumente und Mafdnahmen, die die EU in den letzten Jahren beziiglich
des umsichtigen Umgangs mit Antibiotika veranlasst hat, ist im Zwischenbericht (progress
report [134]) des 12 Punkte-Aktionsplans zur Abwehr der Antibiotikaresistenz nachzule-
sen.

Der Aktionsplan wurde im November 2011 von der Kommission erlassen und gliedert sich

in sieben Bereiche, in denen die Mafdnahmen am dringendsten sind:

- Sicherstellung, dass Antibiotika sowohl beim Menschen als auch beim Tier ange-
messen eingesetzt werden,

- Pravention bakterieller Infektionen und ihrer Ausbreitung,

- Entwicklung neuer wirksamer Antibiotika oder Behandlungsalternativen,

- Zusammenarbeit mitinternationalen Partnern zur Einddmmung der Risiken der An-
tibiotikaresistenz,

- Verbesserung von Monitoring und Uberwachung in der Human- und der Veterinar-
medizin,

- Forschung und Innovation,

- Offentlichkeitsarbeit, Aufklarung und Schulung.
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Arzneimittelzulassung

Tierarzneimittel diirfen nur mit einer Zulassung in den Verkehr gebracht werden. Festgelegt
wurde dies in der Richtlinie 65/65/EWG1, mit der 1965 erstmalig ein europaischer Rechts-
rahmen fiir Tierarzneimittel geschaffen wurde. Weitere Richtlinien und Verordnungen iiber
die Produktion, das Inverkehrbringen, den Handel und die Verwendung folgten, die 2001 in
einem Tierarzneimittelkodex (Richtlinie 2001/82/EG2) miindeten. Zusammen mit der Ver-
ordnung (EG) Nr. 726/2004 3 und dem Gemeinschaftskodex fiir Humanarzneimittel (Richt-
linie 2001/83/EG) wird der gesamte Prozess der Zulassung, der Herstellung, des Inverkehr-
bringens, des Vertriebs, der Pharmakovigilanz (Uberwachung der Sicherheit von Arzneimit-
teln) und der Verwendung von Arzneimitteln geregelt. Auch wird die Grundlage fiir die Er-
richtung einer Europdischen Arzneimittel-Agentur geschaffen. Im Anhang der Verordnung
befindet sich eine Liste mit vorzulegenden Daten bei Antrag auf Zulassung eines Arzneimit-
tels. Hierbei miissen z.B. Umweltrisiken abgepriift werden, diese konnen aber nur bei Tier-
arzneimitteln zur Verweigerung der Zulassung fithren [135]

Am 10. September 2014 hat die EU-Kommission Vorschldge zu Gesetzesdnderungen zur
Starkung des Regulierungsrahmens bei Tier- und Fiitterungsarzneimitteln an das européi-
sche Parlament gegeben. Die Anderungen beziehen sich auf die Erteilung der Zulassung und
Verwendung von Tierarzneimitteln. So sollen bestimmte Wirkstoffe der Humanmedizin vor-
behalten und Voraussetzungen geschaffen werden, um Informationen iiber die Verwendung
von Tierarzneimitteln zu sammeln. Es soll der vorbeugende Einsatz von Antibiotika in Fiit-
terungsarzneimitteln verboten werden. Die Dosierung der Arzneimittel soll hier genauer
gestaltet werden, um subtherapeutische Dosen zu vermeiden, genauso sollen Grenzwerte
fiir Antibiotika-Riickstdnde im normalen Futtermittel eingefiihrt werden. All dies soll das
Risiko von Antibiotikaresistenzen mindern. Ferner sollen Zulassungen von Antibiotika
tiberpriift werden, damit der Nutzen-Risiko-Faktor auf der Nutzen-Seite bleibt. Weiterhin
werden Richtlinien zum umsichtigen Umgang mit Antibiotika in der Veterindrmedizin er-
stellt. Diese sollen als Vorlage oder Grundlage von nationalen Strategien und Aktionen die-

nen.

3.4 Antibiotika in der Umwelt

Umweltrisikopriifung
Neue Arzneimittel miissen ein Zulassungsverfahren durchlaufen, dazu gehért auch eine Um-
weltrisikopriifung. Das deutsche Arzneimittelrecht schreibt diese seit 1998 vor. Zustindig

fiir die Bewertung der Priifungen ist das Umweltbundesamt (UBA). Entscheidungen tiber
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Mafinahmen zum Schutz der Umwelt trifft das UBA gemeinsam mit den Zulassungsbehor-
den (fiir Humanarzneimittel das Bundesinstitut fiir Arzneimittel und Medizinprodukte,
BfArM und fiir Tierarzneimittel das BVL).

Die Umweltbewertung erfolgt zweigeteilt. Zunachst wird die Menge, die in die Umwelt ge-
langt/gelangen konnte, abgeschitzt (PEC-Wert). Ubersteigt diese Menge einen bestimmten
Grenzwert, so miissen Beurteilungen erfolgen, welche Auswirkungen das Arzneimittel auf
die Umwelt haben kann. Hier wird der PEC/PNEC-Ansatz verfolgt: Es wird das Verhaltnis
der voraussichtlichen Umweltkonzentration (PEC, predicted environmental concentration)
zur voraussichtlichen umweltunbelastenden Konzentration (PNEC, predicted no effect con-
centration) gebildet, bei PEC/PNEC < 1 hat das Arzneimittel die Umweltpriifung bestanden.
Zur Bestimmung der PEC und PNEC-Werte stehen VICH-Leitfidden (International Coopera-
tion on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Veterinary Medicinal Pro-
ducts), wie Listen mit durchzufithrenden Tests sowie Kriterien zur Umweltbewertung zur
Verfiigung. Die Nutzen-Risiko-Betrachtung erfolgt grundsétzlich zugunsten der menschli-
chen Gesundheit, d.h. eine ausgehende Umweltbelastung vom zuzulassenden Humanarznei-
mittel kann nicht zu einer Verweigerung der Zulassung fiihren, bei Tierarzneimitteln ist dies
jedoch moglich. Arzneimittel, die vor der Einfiihrung der Umweltrisikopriifung zugelassen
wurden, sind nicht auf ihre Umweltwirkung gepriift. Einige von ihnen werden aber in der
Umwelt nachgewiesen (z.B. Sulfamethoxazol im Grundwasser oder Tetracycline im Boden).

Deswegen sind nachzuholende Umweltpriifungen in der Diskussion [4].

Eintragspfade

Die Eintragspfade von Antibiotika in der Umwelt sind vielfiltig (siehe Abbildung 8). So kon-
nen diese liber den Klaranlagenablauf, iiber das Sickerwasser von Miilldeponien, {iber Wirt-
schaftsdiinger oder durch Stallstdube aus der Landwirtschaft, durch Aquakulturen von
Fischfarmen, durch die Verwendung von Antibiotika auf Obstplantagen, durch den Abwas-
serabfluss der pharmazeutischen Industrie oder auch durch Abfille der Ethanolproduktion
in die Umwelt gelangen [136-138]. Die meisten Untersuchungen zum Vorkommen von Arz-
neimitteln gibt es fiir Oberflaichengewdsser und Klaranlagenabfliisse, aber auch im Grund-
wasser und Boden wurden Arzneimittel gefunden (siehe Tabelle 9) [59, 139-146]. Wahrend
der Eintrag von Antibiotika in Oberfladchengewdéssern vorwiegend durch Humanarzneimit-
tel liber die Kldaranlagen geschieht, erfolgt der Eintrag in den Boden hauptséchlich durch
Wirtschaftsdiinger [147]. Nach Beek et al. (2014) ist das stadtische Abwassersystem der do-
minante Emissionsweg von Arzneimitteln in die Umwelt. Industrielle oder landwirtschaft-
liche Eintrage sind je nach Eintragspfad und Art des Antibiotikums und Umweltkomparti-

ment regional gering oder stark [148].
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Abbildung 8: Mogliche Eintragspfade von Antibiotika in die Umwelt [149, 150]

Antibiotika werden nach oraler Gabe, beim Menschen und auch beim Tier, auf Grund ihrer
Pharmakokinetik nur unzureichend im Darm resorbiert und damit iiber Fazes wieder aus-
geschieden. Somit kann im Stuhl/Kot eine unterschiedliche Menge an Antibiotika enthalten
sein [151]. Bei einigen Antibiotika wird die verabreichte Menge bis zu 90% wieder ausge-
schieden [152]. Tetracycline werden nach Kroker (1983) und Grafe (2001) zu etwa 80 %
iiber den Kot ausgeschieden [15, 153, 154]. Je nach verabreichtem Antibiotikum ist neben
dem urspringlichen Wirkstoff ein erheblicher Anteil von aktiven und inaktiven Metaboliten
zu detektieren. Auch Umwandlungen von inaktiven Formen in aktive Formen sind méglich
[15]. Auch dufierlich angewendete Antibiotika, solche in Salben oder Sprays, gelangen durch

Abwaschen in das Abwasser und die Gille.

3.4.1 Antibiotika in Wirtschaftsdiinger

Beispiele fiir Antibiotika, die iiblicherweise zur Behandlung bei Schweinen, Rindern und Pu-
ten angewendet werden, sind Tetracycline, Tylosin, Sulfamethazin, Amprolium, Monensin,

Virginiamycin, Penicillin und Nicarbazin [151]. Vom Tier ausgeschiedene Antibiotika wer-

50



den wahrend der Giillelagerung teilweise abgebaut. Einige, wie die Tetracycline, sind den-
noch nach Monaten noch wiederzufinden [10, 155]. Beim Abbau in der Giille scheinen licht-
unabhéingige abiotische Prozesse zu liberwiegen:

Weiterhin kann ein chemischer Abbau durch z.B. Hydrolyse erfolgen und es kann zur Aus-
bildung von nicht extrahierbaren Riickstanden kommen [156].

Eine Uberblicksuntersuchung iiber die Belastung von 34 Giille- und 35 Girrestproben mit
den mengenmaflig wichtigsten Veterindrantibiotika wurde vom Landesamt fiir Natur, Um-
welt und Verbraucherschutz NRW durchgefiihrt [157]. Die Proben wurden auf verschiedene
Einzelsubstanzen der Stoffgruppen Tetracycline, Sulfonamide und Fluorchinolone unter-
sucht. In 71% dieser Proben waren Antibiotikariickstdnde nachweisbar [157]. In einer, von
der Bayerischen Landesanstalt fiir Landwirtschaft vorgenommenen Studie bei der Schwei-
negtlle untersucht wurde, waren ebenfalls 71% der Proben positiv. Es konnte mindestens
ein Antibiotikum in Konzentrationen bis zu 51 mg/kg (TC) detektiert werden. [158]. In ei-
ner Studie vom UBA wurden in 88% der untersuchten Giilleproben Antibiotika gemessen
[159]. Tendenziell waren bei der NRW-Studie die Tierexkremente vom Schwein und vom
Gefliigel starker belastet als die von Rindern [157]. Zu demselben Ergebnis kamen auch Mo-
toyama et al. (2011) bei ihren Untersuchungen [160]. Tetracycline werden haufiger in den
Giilleproben gefunden, Sulfonamide und Fluorchinolone traten vermehrt in den Garrestpro-
ben auf. Es zeigte sich, dass die Garreste nicht nur héufiger, sondern auch im Median mit
hoheren Wirkstoffkonzentrationen belastet waren als die Giilleproben [157]. Motoyama et
al. (2011) untersuchten Klarschlamm und Giille auf Riickstinde pharmazeutischer Pro-
dukte. Fluorchinolone wurden im Klarschlamm und Sulfonamide im Gefliigelmist sowie in
Schweinegiille nachgewiesen. Bei der Schweinegiille waren aufderdem noch Riickstidnde von
CTC zu finden [160]. Karci und Balcioglu (2009) detektieren die hochsten Antibiotikariick-
stinde im Gefliigelkot [161]. Kim et al. (2001) fassten in einer Ubersicht zusammen, dass
bis auf eine Studie Giille vom Schwein gegeniiber Rind und Gefliigel immer die h6heren An-
tibiotikakonzentrationen aufwies [151]. Die Tabelle 7 und Tabelle 8 zeigen einen Uberblick
tiber die in der Literatur beschriebenen, maximalen Antibiotikariickstinde in Tierexkre-

menten von Schwein und Gefliigel.
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Tabelle 7: Antibiotikariickstinde in Schweinegiille, erganzt nach [162]
Negativbefunde, sowie Befunde unterhalb der Bestimmungsgrenze sind nicht einbezogen
worden. Vereinzelt wurden Garreste untersucht und es konnte teilweise nicht zwischen
Schweine- und Rinder- bzw. Kilbergiille unterschieden werden.

Antibiotikum Antibiotika- | Maximalgeh- Literatur
klasse alte [pg/kg]

Ciprofloxacin Fluorchinolon | 6 - 2.000 [157,160, 163, 164]

Enrofloxacin Fluorchinolon | 40 - 8.300 [59,157,163-165]

Levofloxacin Fluorchinolon | 3 [160]

Lincomycin Lincosamid 4 [166]

Monensin Makrolid 297 [166]

Tylosin Makrolid 170 - 320 [163,166,167]

Tiamulin Pleuromutilin | 27 - 40 [166,168]

Salinomycin Polyether 10 [168]

Bacitracin Polypeptid 780 [167]

Sulfachloropyridazin | Sulfonamid 1 [166]

Sulfadiazin Sulfonamid 1100 - 235.000 | [9,159,169-171]

Sulfadimethoxin Sulfonamid 1-600 [169,170,172]

Sulfadimidin Sulfonamid 14 -167.000 [9, 159, 163-165, 169-172]

Sulfamerazin Sulfonamid 1-900 [166,170]

Sulfamethazin Sulfonamid 3-8.700 [9,166,171-173]

Sulfathiazol Sulfonamid 100-12.400 [169,170,173]

Sulfonamide Sulfonamid 840 [174]

Chlortetracyclin Tetracyclin 280 -330.000 [9,157-160, 163-165, 165-
167,169, 170,175, 176]

Doxycyclin Tetracyclin 700-1.000 [158,170,176]

Oxytetracyclin Tetracyclin 13 -140.000 [9,157-160, 164-166, 177]

Tetracyclin Tetracyclin 15 - 66.000 [9,157-159, 159, 160, 164,
165, 165, 166, 169, 170, 172-
174,178, 179]
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Tabelle 8 Antibiotikariickstinde in Gefliigelmist, erginzt nach [162]
Negativbefunde, sowie Befunde unterhalb der Bestimmungsgrenze sind nicht einbezogen
worden. Der Gefliigelmist enthielt mitunter auch Einstreu.

Antibiotikum Antibiotika- Maximalgehalte Literatur
Klasse [ng/kgl

Enrofloxacin Fluorchinolon | 2.800-31.000 [164, 180, 181]
Flumequin Fluorchinolon | 52.000 [181]
Norfloxacin Fluorchinolon | 1.900-5.000 [180, 181]
Ciprofloxacin Fluorchinolon | 1.200-2.100 [164, 180]
Erythromycin Makrolid 32 [181]

Tylosin A Makrolid 13.700 [181]
Tilmicosin Makrolid 85 [181]
Trimethoprim Pleuromutilin 3.400-17.000 [164, 165, 181]
Sulfadiazin Sulfonamid 5.800-91.000 [164, 165, 181]
Chlortetracyclin | Tetracyclin 360 - 2.000 [159, 164, 165]
Doxycyclin Tetracyclin 78.500 [181]
Oxytetracyclin Tetracyclin 1.000- 1.100 [164, 165]

3.4.2 Antibiotika im Boden

Der Stofftransfer und die Stoffdynamik von antibiotisch wirkenden Stoffen im Boden sind
komplex. Die Antibiotikaklasse, der pH-Wert, die Temperatur, die Feuchtigkeit, die vorhan-
denen Mikroorganismen sowie die physikalischen Eigenschaften des Bodens beeinflussen
die Abbaurate einzelner Substanzen [182]. Die wiederholte Anwendung von antibiotikahal-
tigem Wirtschaftsdiinger kann zur Anreicherung von Antibiotika in Boden fiihren [8, 178].
Die Sorption von Antibiotika am Boden wird durch zahlreiche Mechanismen, wie hydro-
phobe Eigenschaften, lonenaustausch, Kationenbindung an Tonoberflachen, Oberflachen-
komplexation und Wasserstoffbriicken beeinflusst [183]. In der Literatur gibt es viele Hin-
weise iiber das Verhalten von Antibiotika im Boden. Ein niedriger pH-Wert und ein hoher
Anteil an organischen Stoffen haben einen positiven Einfluss auf die Sorption der Antibio-
tika [182, 184-192]. Kwon et al. (2011) postulierten nach Untersuchungen mit Sulfonami-
den und Tetracyclinen, dass eine pH-Wert Erh6ohung des Bodens durch Giillediingung zur
Auswaschung von Chemikalien fiihrt [193]. Dies wird durch Beobachtungen vieler anderer
Autorengruppen bestdtigt. Die Sorption scheint zudem abhdngig von der Antibiotikakon-
zentration zu sein. Das heifdt, bei niedrigen Antibiotikakonzentrationen sorbiert ein hoher

Anteil der Antibiotikariickstinde und hohe Konzentrationen an Antibiotika fithren zu einem

53



niedrigeren Sorptionsgrad [182]. Dabei konnen Konkurrenzeffekte zwischen nattirlich vor-
kommenden Komplexbildnern und koordinationsfahigen Arzneistoffen eine Rolle spielen
[194].

Die Bodenstruktur, z.B. das Vorhandensein von Makroporen (Wurmgange, Wurzelkanéle),
kann das Verhalten der Antibiotika im Boden beeinflussen [52]. Kay et al. (2005) beschrei-
ben, dass es nach Zerstorung der Makroporen aufgrund von Bodenbearbeitung zu geringe-
rem Antibiotikaabfluss kommt [141, 195]. Im Gegensatz dazu ist nach Stevens (2009) ein
Transport von Sulfadiazin und CTC auch in Béden ohne ausgepriagte Makroporensysteme
moglich [196].

Die Mobilitit von Tetracyclinen im Boden ist gering [183]. Kwon et al. (2011) bestimmten
die Auswaschmenge von Antibiotika in 30cm Bodensdulen [193]. Thr Versuch bestéatigt die
hohere Sorption der Tetracycline. Auch Langzeituntersuchungen von Hamscher etal
(2007) [197] zeigten, dass TC liber 10 Jahre im Boden nachweisbar ist. Ebenfalls bestétigen
die Untersuchungen des Grundwassers die starke Sorption von TC am Boden. Der Anteil an
organischer Substanz im Boden beeinflusst die Sorption der Tetracycline kaum. Sie wird
hauptsachlich durch die Kationenaustauschkapazitit und den Eisenoxidgehalt bestimmt, so
Lertpaitoonpan et al. (2009) [192]. Gong et al. (2012) beschreiben ein Modell, welches be-
sagt, dass der pH-Wert eine entscheidende Rolle im Boden-Wasser-Verteilungsprozess
spielt. Auch sie beschreiben anhand ihrer Modellrechnung Eisen als wichtigen Faktor, der
die Adsorptionskapazitit von OTC, Sulfamethazin und Norfloxacin beeinflusst [198]. Wobei
Pils und Laird (2007) wiederum feststellten, dass Schweinegiillekompost die Adsorption
von Tetracyclinen erhéht: Umso mehr Kompost zugefiigt wurde, umso mehr TC wurde ad-
sorbiert. CTC wurde unter den gleichen Bedingungen mehr sorbiert als das bei OTC und TC
der Fall war [199]. Moglicherweise stellt der Kompost zusatzliche Sorptionsplatze zur Ver-
fligung, so dass die Tetracycline weniger ausgewaschen werden. Chefetz et al. (2008) und
Graber und Gerstl (2011) zeigten, dass die Sorption von geldster organischer Substanz die
Sorption von Kontaminanten (Medikamente, Hormone, Pestizide) an Bodenoberflachen in-
hibierte, da es zur Konkurrenz um die Bindestellen kommt (siehe unten) [200, 201]. Subbiah
etal. (2011) beschreiben, dass der Riickgang der Antibiotikakonzentration im Boden haupt-
sdchlich durch Adsorptionsmechanismen und bei Tetracyclinen auch durch den abiotischen
Abbaumechanismus, die Hydrolyse, erfolgt. Ein biologischer Abbau fand nicht statt, da die
Zugabe von Natriumazid, welches alle Mikroorganismen abtotet, zu keiner Anderung der
Ergebnisse fiihrte [202].

Die Sorption war am grofdten bei schluffigen Lehmbdden, gefolgt von sandigem Lehm. Sand-

boden zeigten die geringste Sorption [202]. Da sandiger Lehmboden den pH-Wert schneller
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wieder anpassen kann, ist in diesen Béden die Sorption weniger von pH-Wert Anderungen
betroffen [182].

Im Gegensatz zu den Tetracyclinen wird AMO von Kim et al. (2012) als hochmobil im Boden
beschrieben [203].

Yu et al. (2012) schreiben, dass iiber 90% des applizierten ENR von fiinf verschiedenen Bo-
den adsorbiert wurde. Bei Tonmineralien lag die Sorption bei iiber 98%, ENR lagert sich
hier in die Mineralschichten ein [204]. Auch Untersuchungen von Uslu et al. (2008) ergaben
fiir lehmigen Sand mit der hochsten Konzentration an organischem Material eine hohe Sorp-
tion von ENR. Auféerdem hatte der pH Wert einen starken Einfluss, der hochste Sorptions-
grad lag bei einem pH Wert von 5,7 vor [205].

Untersuchungen aus Feldstudien und Bodensanierungsprojekten zeigten, dass Schadstoffe
in Boden und Sedimenten langer persistierten als anhand ihres physikalischen und chemi-
schen Verhaltens abgeschitzt werden konnte [206, 207]. Solche Beobachtungen, welche
sich signifikant von den herkdmmlichen Theorien zum Verhalten und Transport von Konta-
minanten im Boden unterscheiden, deuten auf eine Gruppe von Schadstoffen im Boden hin,
welche dadurch eine geringere Verfiligbarkeit gegeniiber mikrobiellem Abbau und chemi-
schen Reaktionen besitzt. Generell wird angenommen, dass adsorbierte Schadstoffe zuerst
in eine wassrige Phase (Bodenwasser) desorbieren miissen, um gegentiber biologischem
Abbau und chemischen Reaktionen zuganglich zu sein [208]. So gelten beispielsweise auch
Antibiotika, welche durch Wechselwirkungen mit der Bodenmatrix festgelegt (sequestriert)
werden, als nicht mehr verfiigbar [209]. Die Tabelle 9 gibt eine Literaturiibersicht liber die

untersuchten und beschriebenen Antibiotikaklassen und ihre Nachweismengen im Boden.

Tabelle 9: Extrahierbare Antibiotikariickstinde im Boden
Es wurden Boden von Feldern, Feldversuchsparzellen und Lysimetern beprobt.

Antibiotikum Antibiotika- Maximalgeh- Literatur
klasse alte Jug/kg]

Tetracyclin Tetracyclin 39 -395 [8,9,59,159,175, 210]

Chlortetracyclin Tetracyclin 6-820 [8,9, 59, 159, 164, 165, 167,
175,211, 212]

Doxycyclin Tetracyclin 250-728 [181, 213]

Oxytetracyclin Tetracyclin 7-322 [175,177,210, 214]

Enrofloxacin/ Fluorchinolon | 27 -3800 [59, 164, 165, 180, 205, 215]

Ciprofloxacin

Norfloxacin Fluorchinolon | 96 [181]

Flumequin Fluorchinolon | 1331 [181]

Sulfadiazin Sulfonamid 16 [159]

Sulfamethoxazol | Sulfonamid 6 [210]

Sulfamethazin Sulfonamid 2.-72 [9,211]

Trimethoprim Sulfonamid 60 [181]

Tylosin Makrolid 32-679 [167,181, 212]
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Nicht extrahierbare Riickstdnde (NER)

Je nachdem, welche analytische Methode zur Extraktion der Antibiotika aus dem Boden an-
gewendet wird, werden entweder nur die 1dslichen Antibiotika bestimmt oder auch die, die
an der Bodenmatrix haften. Antibiotika, die am Boden haften, werden auch als nicht extra-
hierbare Riickstdnde bezeichnet. Genauer ist ein nicht extrahierbarer Riickstand (NER) eine
chemische Substanz, die im Sediment oder der Matrix gebunden bleibt, wenn Extraktions-
methoden verwendet werden, die die chemischen Eigenschaften der Riickstinde oder die
Struktur der Matrix nicht wesentlich dndern [216, 217]. Eschenbach et al. (2013) beschrei-

ben vier Typen von nicht extrahierbaren Riickstidnden:

- NER-Typ 1: Hohe Sorption, aber extrahierbar mit matrixalternierenden Methoden,
wie Losungsmittelextraktion mit erhéhter Temperatur, erhhtem Druck oder sons-
tigem Energieinput, wie z.B. Mikrowellen.

- NER-Typ 2: Physikalischer Einschluss, extrahierbar durch Destabilisierung des orga-
nischen Materials mittels z. B. Chelatbildnern, wie EDTA.

- NER-Typ 3: Irreversible Bindung, Bestimmung der Riickstidnde durch sequentielle
chemische Abbaumethoden oder durch Immunoassay.

- NER-Typ 4: Biogene Fixierung, Extraktion von Biomolekiilen, wie Fett- oder Amino-

sduren und Bestimmung der Biomasse.

Eschenbach et al. (2013) bezeichnen die Riickstdnde Typ 1 und Typ 2 als verstecktes Risiko,
da diese Riickstdnde unter bestimmten Bedingungen auch in der Natur remobilisiert wer-
den konnen [216]. Viele Analyseverfahren, wie auch die in dieser Arbeit, beziehen diese bei-

den Gruppen bei der Bestimmung des Antibiotikariickstandes im Boden mit ein.

3.4.3 Antibiotika in Pflanzen

Die Aufnahme von Antibiotika in Pflanzen ist in verschiedenen Studien untersucht worden:
Goktas et al. (2011) simulierten die Aufnahme von Kontaminanten aus dem Boden in Pflan-
zen. Sie iiberpriiften den Einfluss zahlreicher Faktoren auf die Aufnahme von Kontaminan-
ten (organisch, neutral und ionisch) und schlussfolgerten eine hohe Komplexitit bei der Be-
einflussung beziiglich Verdunstung, Versickerung und Wasseraufnahme durch die Wurzel,
was zu entscheidenden Konsequenzen fiir den Verbleib von Kontaminanten im Boden fiihrt.
Sie bezogen Modelle fiir den Vegetationszyklus, die Bodenfeuchteverteilung und den Konta-
minantentransport im Boden mit ein. Im Ergebnis wurde deutlich, dass die Aufnahme von
Kontaminanten in die Pflanze durch zahlreiche Faktoren beeinflusst wird und diese wah-

rend des Wachstums variieren kann [218].
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Jones-Lepp et al. (2011) untersuchten die Aufnahme von Antibiotika (Azithromycin, Clinda-
mycin, Roxithromycin) durch Pflanzen im Gewadchshausexperiment. Hierzu wurden Salat,
Spinat und Méhren in Sand gepflanzt und mit antibiotikahaltigem Wasser in einer Konzen-
tration von 0,1 bis 1000 ng/L bewdssert. Die Pflanzen nahmen die Antibiotika in geringem
Mafie auf (siehe Tabelle 10) [219].

Versuche von Boxall et al. (2006) in Pflanzenwachstumskammern zeigten, dass Mohren und
Salat Florfenicol, Levamisol und Trimethoprim aufnehmen kénnen. In Méhrenwurzeln wur-
den ENR, Florfenicol, Diazinon und Trimethoprim detektiert (siehe Tabelle 10). AMO, OTC,
Phenylbutazon, Sulfadiazin und Tylosin wurden von den Pflanzen nicht nachweisbar aufge-
nommen. Auferdem wurde festgestellt, dass das Pflanzenwachstum durch OTC und ENR
gehemmt wird. [220].

Xiao et al. (2012) priiften die Aufnahme von Ciprofloxacin in Chinakohl, Rettich, Tomate und
Schlangenbohne im Gefaf3versuch, bei Zugabe von 5, 30 und 75 mg/kg Ciprofloxacin. Diese
Antibiotikamenge hatte hier keinen Einfluss auf das Wachstum der Pflanzen. Die grofite
Menge an Ciprofloxacin wurde in den Wurzeln gefunden, aber auch in der Tomate und der
Bohne waren Antibiotika festzustellen, wobei die Aufnahmemenge von der Bodenkonzent-
ration abhangig war [221].

Eggen et al. (2011) untersuchten ebenfalls die Aufnahme von Ciprofloxacin in Méhre und
Gerste unter Gewdchshausbedingungen. Sie stellten fest, dass die Aufnahme in die Wurzel
hoher war als die Translokation in das Blatt. Im Korn konnten dagegen keine Antibiotika
detektiert werden. Auflerdem beobachteten sie, dass Ciprofloxacin das Wachstum der Moh-
renpflanzen negativ beeinflusst. Die im Versuch gewahlte Antibiotikakonzentration im Bo-
den mit 6-10 mg/kg Trockenmasse war vergleichbar mit ,,worst case” Féllen [222].

Kumar et al. (2005) zogen Mais, Friihlingszwiebel und Kohl im Gewachshaus an und diing-
ten mit antibiotikahaltiger Giille. Alle drei Pflanzen nahmen geringe Mengen (2-17 ug/kg
Frischgewicht (FG)) CTC auf, wobei die Aufnahme mit steigendem Antibiotikagehalt im Bo-
den zunahm. Tylosin wurde von den Pflanzen nicht aufgenommen [223].

Wu et al. (2010) pflanzten im Gewadchshaus Sojabohnen an. Sie diingten mit antibiotikahal-
tigem Klarschlamm. In den Wurzeln, den Blattern und der Bohne konnten Carbamazepin,
Triclosan und Triclocarban detektiert werden [224].

Dolliver et al. (2007) untersuchten die Aufnahme von Sulfamethazin in Mais, Kopfsalat und
Kartoffel unter Gewachshausbedingungen. Alle drei Pflanzen nahmen bis 1,2 mg Sulfame-
thazin/ kg Trockenmasse auf, wobei Mais und Salat am meisten aufnahmen. Es war jedoch
weniger als 0,1% der Antibiotikafracht (100 mg Antibiotika/Liter Giille), die mit der Giille

auf den Boden aufgebracht worden war [225].
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Nerlich et al. (2009) gingen bei ihren Versuchen von einer permanenten antibiotischen Be-
handlung eines Tieres aus und zogen die daraus resultierende Antibiotikakonzentration im
Urin des Tieres fiir die Berechnung der Dotierungskonzentration von Versuchspflanzen
heran. Diese nicht praxisrelevante Dotierung fiihrte im Modellversuch zu deutlichen CTC-
Konzentrationen in den Pflanzen. Nach acht Wochen Kultivierung konnten in den Maispflan-
zen bis zu 29 pug/kg FG CTC wiedergefunden werden. Weiterfiihrende Freiland- und Gefaf3-
versuche mit realistischen als auch mit ,worst case“-Konzentrationen an ENR und TC fiihr-
ten in den zu unterschiedlichen Wachstumsstadien genommenen Proben zu keinem positi-
ven Befund. Zur Abschéitzung der Belastungssituation bei wirtschaftseigener Diingung von
Kulturpflanzen in Praxisbetrieben wurden Silomaisproben aus landwirtschaftlichen Gebie-
ten mit intensiver Schweinehaltung auf ENR und TC-Riickstdnde untersucht. Die Analysen
zeigten ebenfalls keine Riickstdnde im Erntegut, gemessen wurde mit HPLC-FLD oder -DAD
oder -MS [226].

Boonsaner et al. (2010) detektierten in ihren Versuchen OTC und Norfloxacin in den Wur-
zeln von Sojabohnen, nicht aber im Spross und der Bohne selbst. Sie setzten vier Wochen
alte Pflanzen auf antibiotikahaltigen Boden und stellten fest, dass innerhalb der ersten sechs
Tage die Konzentration an Antibiotika in der Wurzel anstieg. Nach 12 Tagen waren schlief3-
lich keine Antibiotika mehr in den Pflanzenwurzeln nachweisbar [227].

Im Vergleich zu Versuchen im Gewéachshaus ist ein Freilandversuch wesentlich komplexer.
Die Pflanzen sind der Witterung ausgesetzt. Es ist wesentlich mehr Boden vorhanden, in
dem die Antibiotika sich verteilen, versickern und sorbieren kénnen. Die Dauer eines Ver-
suches im Gewachshaus betrdgt meist nur einige Wochen, wobei in der landwirtschaftlichen
Praxis die Pflanzen mehrere Monate wachsen, bis sie nach Beerntung riickstandanalytisch
untersucht werden. Die Zeit, in der die Antibiotika aufgenommen und metabolisiert werden,
ist somit deutlich verldngert. Die Pflanze kann wahrend der ldngeren Versuchsdauer ein
spateres Entwicklungsstadium erreichen. Rein et al. (2011) berechneten die Pflanzenauf-
nahme (Sommerweizen, Méhren) von Chemikalien wie Pestiziden oder Kontaminationen
aus der Gilllebeaufschlagung des Feldes. Sie gingen von einer kontinuierlichen sowie einer
dynamischen Aufnahme, abhingig vom Entwicklungsstadium der Pflanze, aus. In den ersten
30 Tagen stimmten die Modelle iiberein, je mehr sich die Pflanze jedoch der Reife nahert,
desto weniger Nahrstoffe nimmt sie auf und damit weniger Fremdchemikalien, der Verlust
durch Verdunstung bleibt jedoch gleich. Die Antibiotikakonzentration im Blatt und der in
der Frucht wird somit zur Reife hin abnehmen. Fiir die Wurzeln errechnete sich keine Ab-
hangigkeit zwischen Entwicklungsstadium und Kontaminantenkonzentration [228]. Dar-
iiber hinaus veranlasst der pflanzliche Metabolismus, dass Kontaminanten, darunter z.B.

Antibiotika, in der Zellvakuole oder der Zellwand eingeschlossen werden [13]. Geschieht
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der Einschluss der Antibiotika in die Zellwand z.B. durch Bindung an Lignin, so fiihrt dies zu
nicht extrahierbaren Riickstanden [229, 230].

Die Studien von Grote et al. (2005 - 2010) zeigten geringe Tetracyclin-Riickstiande im Ge-
treide nahe der Bestimmungsgrenze von 18 ug/kg[10, 13,16, 20, 231] und im Rotkohl eines
praxisnahen Feldversuchs ENR-Riickstinde von 9-17 pug/kg FG [21].

Gottschall et al. brachten auf einem Feld mit unterschiedlichen Bodenbereichen Klar-
schlamm aus, welcher bis zu 1 mg/kg Antibiotika enthielt. Die Untersuchung des darauf ge-
wachsenen Weizens ergab keine Antibiotikartickstdnde im Korn [232].

Sabourin et al. (2012) fithrten einen Feldversuch mit Tomaten, Mohren, Kartoffeln und Zu-
ckermais durch. Zur Diingung wurde Klarschlamm verwendet, der zuvor analysiert wurde:
Die Antibiotikakonzentration bzw. die der Umwandlungsprodukte lag bei 4 pg/kg fiir Eryth-
romycin-H,0 und bis 6 mg/kg fiir Ciprofloxacin. Im Erntegut bestimmten sie Konzentratio-
nen von 2 pg/kg Ciprofloxacin in Zuckermais und 6 pg/kg 4-Epianhydrotetracycline in Kar-
toffeln. Die Ergebnisse wurden jeweils in zwei bzw. einem der drei Replikate erzielt. Aufier-
dem wurden Lincomycin, Minocyclin, Norfloxacin, Penicillin G, Sulfadimethoxin, Sulfamera-
zin und Trimethoprim mit 0,4 pg/kg bis 27 pg/kg Trockenmasse gefunden. Hier aber wur-
den die Antibiotika auch in den Kontrollpflanzen detektiert [233].
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Tabelle 10: Antibiotikaaufnahme in Pflanzen I
Antibiotika im Giefwasser oder Giille, dotierte Antibiotikakonzentration im Boden bei
1 mg/kg 2Feldversuch P Gefdfdversuch ¢ Screening

I Antibiotika- |Maximalgehalte .
Pflanze Antibiotikum Kklasse [ug/ke TM/FG] Literatur
Zuckermais Penicillin G 3-Lactam 5,7 [233]2
Mohre, Kopfsalat, . . b
Méhrenschale Florfenicol Fenicol 5-38 [220]
Zuckermais, Mohre Ciprofloxacin Fluorchinolon 2,1 [233]2
Roggen, Weizen, Mohre, . . b
Méhrenschale, Rotkohl Enrofloxacin Fluorchinolon 0,5-8,5 [220]
Mohre Norfloxacin Fluorchinolon 26 [233]2
Ruculablatter Ofloxacin Fluorchinolon 0,1 [234] P
Mohrenwurzel Clindamycin Lincosamid 53 [219] P
Ruculablatter, Tomate Lincomycin Lincosamid 0,1-1,2 £23?£'
Bermudagraswurzeln  |Azithromycin | Makrolid 90 [219] b
Bermudagraswurzeln |Clarithromycin |Makrolid 135 [219]b
Mohrenwurzel Roxythromycin |Makrolid 115 [219] P
Tomate Sulfadimethoxin | Sulfonamid 0,06 [233]2
Tomate Sulfamerazin Sulfonamid 0,5 [233] 2
ﬁc;;i)sfsalat, Kartoffel, Sulfamethazin |Sulfonamid 0,3-1 [225] b
Gurkenblatter, .

) - b
Tomatenblitter Sulfamethoxazol | Sulfonamid 0,7-2 [235]
Gurke, Gurkenblatter Sulfapyridin Sulfonamid 08-19 [235]b
Tomate, Mohrenschale, . . Folsadure- [220,
Mohre, Kopfsalat Trimethoprim antagonist 0,4-6 233]
Mais, Winterweizen Chlortetracyclin | Tetracyclin 29 -95 [16,226]
Winterweizen Demeclocyclin | Tetracyclin 68,4 [16] ¢
Winterweizen Doxycyclin Tetracyclin 31,3 [16] ¢
Tomate Minocyclin Tetracyclin 16 [233] 2
Kartoffel Tetracycline Tetracyclin 6,3 [233]2

Die Pflanzen aus Tabelle 10 stammten aus Screenings oder wurden in Gefifdversuchen an-
gezogen, die Antibiotikagehalte im Giefdwasser oder im Boden waren 1 pg/L bzw. 1 mg/kg,
so dass bei den Versuchen realitiatsnahe Antibiotikakonzentrationen vorlagen. In Tabelle 11
sind Studien aufgefiihrt, in denen die Antibiotikaaufnahme in Pflanzen bei hoheren (5-

200 mg/kg) Antibiotikakonzentrationen im Boden vorlagen.
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Tabelle 11: Antibiotikaaufnahme in Pflanzen II
Gefafdversuche, Antibiotika im Giefswasser oder Giille, dotierte Antibiotikakonzentration im
Boden zwischen 5 mg/kg und 200 mg/kg

T Antibiotika- | Maximalgehalte | Literatu

Pflanze Antibiotikum Kklasse [ug/kg FG/TM] v
Reis Norfloxacin Fluorchinolon | 8.300-50.000 |[236]
Rotkohl Enrofloxacin Fluorchinolon 17 [21]
Maiswurzel, Sulfadiazin Sulfonamid 5.300 - 333.000 |[237]
Weidewurzel
Tomate, Kopfsalat, g 1. dimethoxin | Sulfonamid 1.800-20.900 |[238]
Gurke

[225,

Kopfsalat, Gurke, . |Sulfamethazin Sulfonamid 0,4 - 42.500 238,
Tomate, Kartoffel, Mais 239]
g(::;i[e’ Kopfsalat, Sulfamethoxazol |Sulfonamid 5.600-38.500 |[238]
Reis, Tomate, Gurke, . . [236,
Kopfsalat Chlortetracyclin | Tetracyclin 230-550.000 238]
Kopfsalat, Gurke, . . [236,
Tomate, Reis Oxytetracyclin Tetracyclin 35-29.400 238]
Tomate, Kopfsalat, . . i
Gurke Tetracyclin Tetracyclin 77 - 1.000 [238]

3.4.4 Hydrokulturexperimente zur potentiellen Aufnahme von Antibiotika
in Porree und Weif3kohl

In einem dem RESET-Teilprojekt vorangegangenen Projekt sollte das Aufnahmepotential
von verzehrstarkem Gemiise und in der Veterindrmedizin hdufig angewendeten Antibiotika
untersucht werden. Es wurden Porree und Weifskohl in Hydrokultur angezogen. Der N&hr-
l6sung wurden Sulfadiazin, ENR, TC, CTC oder Monensin in einer Dotierung von 5 pmol/L
zugesetzt.

Im Vergleich zu den Kontrollansatzen waren aufderlich zum Teil deutliche Effekte durch die
anwesenden Antibiotika in der Nahrlosung zu sehen. So waren die jungen Blattabschnitte
des Porrees aus der mit ENR dotierten Nahrldsung deutlich ausgeblichener als die der Kon-
trollpflanzen. Im Weif3kohl fiihrte der ENR-Zusatz zu einer starken Gelbfarbung der jungen
(inneren) Blatter. Fiir CTC wurden dhnliche, aber schwéachere Effekte beobachtet. TC zeigte
aufderlich keinen Einfluss.

Die Aufnahme der Antibiotika in die Pflanze wurde mittels LC-MS/MS gemessen. Die Ana-
lyse umfasste auch ausgewadhlte Umwandlungsprodukte. In den Porreewurzeln konnten
12 mg/kg (FG) TC und 7 mg/kg (FG) ENR detektiert werden. In den Blattern war die Auf-
nahme mit 0,05 mg/kg TC und 1 mg/kg ENR geringer. Im Weiffkohl wurden in den Wurzeln
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7 mg/kg TC und 12 mg/kg ENR und in den Blattern 0,1 mg/kg TC und 7 mg/kg ENR nach-
gewiesen [20].

Die Ergebnisse zeigen ein deutliches und hohes Aufnahmepotential, besonders fiir TC und
ENR, so dass sich die Frage anschliefst, welche Auswirkungen dies auf die Nahrungsmittel-
kette hat. Eine systematische Beprobung von Feldpflanzen ist erstrebenswert, um das Ver-
braucherrisiko moglicher Antibiotikakontaminationen einschitzen zu kdnnen. Zunichst
wurde im Teilprojekt 8 von RESET 1 das Aufnahmepotential der gleichen Pflanzen unter

praxisnahen Feldbedingungen untersucht.
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4 Uberblick zum methodischen Vorgehen

Der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Modellversuch basiert auf Feldversuchen unter
praxisnahen landwirtschaftlichen Bedingungen und der anschliefRenden Riickstandsanaly-
tik der Antibiotika in Boden und Pflanzen sowie mikrobiologischen Untersuchungen. Zur
Bestimmung der Aufnahme von Antibiotika in Gemiise aus Giille-gediingtem Boden wurden
Porree- und Weifskohlpflanzen auf einem Versuchsfeld angepflanzt. Die Durchfiihrung des
Feldversuches ist in Abbildung 9 schematisch dargestellt.

Fiir die Riickstandsanalytik wurden die bereits im Arbeitskreis an der Universitit Pader-
born entwickelten Methoden [17, 21, 240] adaptiert und gegebenenfalls weiterentwickelt.
Zur Identifizierung und Quantifizierung von Antibiotika in Pflanzen-, Boden- und Giillepro-
ben wurden nacheinander Fest-Fliissig-Extraktion, Festphasenextraktion (SPE, Solid-Phase-
Extraction) und LC-MS-Methoden angewendet. Die ausfiihrliche Beschreibung der Metho-
den ist im Anhang (S. 163, Kapitel B) aufgefiihrt. Die Untersuchung auf Antibiotikaresistenz
bildende Bakterien wurde mikrobiologisch mittels Selektionstest und anschliefRender PCR
(Polymerasekettenreaktion) und MALDI-(Matrix-assisted laser desorption ionization) MS-

Analytik vom Institut fiir Tier- und Umwelthygiene an der FU Berlin durchgefiihrt.

Der Wirtschaftsdiinger wurde mit Antibiotika ;
und mit Antibiotika-resistenztragenden Bakterien Der Feldversuch wurde tiber
dotiert. zwei Vegetationsperioden
durchgefiihrt:
Jahr 1: Anpflanzung von Por-
ree und Weifskohl und Diin-
Mai: Pflanzung und Diingung mit gung mit Hihnerkot und
Wirtschaftsdiinger Schweinegiille dotiert mit TC,
ENR und AMO und

ESBL/PMQR-E. coli.

Jahr 2: Anpflanzung von Por-
Mai - September: Bewisserung, mineralische ree und Weifdkohl und Diin-
Diingung, Pflanzenschutzmittel nach Bedarf gung mit Schweinegiille, do-
tiert mit ENR, AMO und CEF
und ESBL/PMQR-E. coli.

September: Ernte der Pflanzen

Untersuchung der Pflanzen und des Bodens auf
Antibiotikarickstande und Resistenz-bildende
Bakterien

Abbildung 9: Schema zur Durchfiihrung der Feldversuche
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Durchfiihrung der Feldversuche -
Einfliisse der Wetterbedingungen

Ein Freilandversuch wird immer vom Wetter beeinflusst. Die Daten der Wetterstation im
Versuchsgut Merklingsen sind in Abbildung 10 bis Abbildung 12 sowie Tabelle 12 aufge-
zeichnet.

Abbildung 10 zeigt die Niederschlagsverteilung in den Jahren 2011 und 2012 im Vergleich
zum zehnjdhrigen Mittel. Eine Niederschlagssdule umfasst jeweils 10 Tage. Wird der Pflanz-
monat Mai betrachtet, so zeigt sich, dass es Anfang Mai 2011 sehr trocken war, die anschlie-
3enden Wochen feuchter, aber weiterhin etwas trockener als das zehnjahrige Mittel, Anfang
Juli war wieder kaum Niederschlag zu verzeichnen. Im Vergleich dazu hat es 2012 Anfang
Mai in etwa durchschnittlich viel geregnet, dafiir war es Ende Mai trockener und Anfang Juni
wesentlich nasser als das zehnjdhrige Mittel. Im Juli weicht die Niederschlagsmenge 2012
erneut vom Durchschnitt ab, Mitte Juli hat es mehr geregnet und Ende Juli weniger.

Zum Zeitpunkt der Pflanzung und Giillediingung 2011 und 2012 lag eine durchschnittliche
Niederschlagsmenge vor. Insgesamt war es in der Vegetationsperiode 2011 nasser und kal-
ter als ein Jahr spater. So wurden 2011 269 Wachstumstage, 2012 aber 300 Wachstumstage
gezahlt

Der Mai 2011, somit die ersten Wochen nach Pflanzung, war relativ trocken, so dass viel
bewdssert werden musste. Die Bewdsserung wurde mit einem Gartenschlauch von Hand
durchgefiihrt, moglicherweise glich diese kurze aber starke Bewadsserung einem Starkregen.
Dieser fiihrte unter Umstdnden zur Auswaschung von Antibiotika in tiefere Bodenschichten,
die fiir Pflanzenwurzeln nicht mehr erreichbar waren. Fiir CTC beschrieb Stevens (2009)
bereits dessen Verlagerung in tiefere Schichten von Bodensdulen nach Simulation eines

Starkregens [196].
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Dekade (10 Tage)

B Mittel (2001-2011) W= 2011 m2012

Abbildung 10: Niederschlagsverteilung von Januar bis Juli der Jahre 2011 und 2012
im Vergleich zum zehnjahrigen Mittel

Tabelle 12: Auflistung verschiedener Jahreskennwerte fiir die Anbauperiode 2011

bis 2012
01.09.2010 bis 01.09.2011 bis
31.08.2011 31.08.2012
Temperatursumme (>5°C) 3501 3793
Anzahl der Wachstumstage 269 300
Jahresniederschlag 733 585
Jahresdurchschnittstempe- 9,77 10,5
ratur
20
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10
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D —
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\"4
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Abbildung 11: Temperaturverlauf von Januar bis Juli der Jahre 2011 und 2012 im
Vergleich zum zehnjahrigen Mittel
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Abbildung 12: Darstellung der Temperatur- und Niederschlagsverteilung vom
01.06.2012 bis 31.08.2012

Die Wetterdaten wurden vom Versuchsgut Merklingsen aufgezeichnet und ausgewertet und die
Grafiken fiir das Projekt zur Verfiigung gestellt

5.2 Verfahrensweise zur Anbauperiode 2011

Im Feldversuch wurde die Aufnahme von Antibiotika in Gemiisepflanzen unter praxisnahen
Expositionsbedingungen untersucht. Die definierte Dotierung der als Diinger eingesetzten
Tierexkremente ermoglichte kontrollierte Aufnahmebedingungen. Fluorchinolone gehoren
zu den Reserveantibiotika (CIA), die aber im Verbrauch der Veterindrmediziner ansteigen,
so wurde ENR als Beispiel dotiert. Aufgrund der bedrohlichen Ausbreitung von Resistenzen,
insbesondere gegen B-Lactame, wurde AMO fiir die Dotierung der Tierexkremente ausge-
wahlt. B-Lactame sind neben den Tetracyclinen die meist eingesetzten Antibiotika in der
Tierhaltung (siehe Abbildung 13). Ein weiterer Grund fiir die Dotierung mit TC ist seine Per-
sistenz. Tetracycline sind noch Monate bis Jahre nach der Gabe im Stallstaub oder im
Schweineknochen nachweisbar [241-243]. Zudem wurden Tetracycline bereits in der Stal-
lumgebung und auch im Grundwasser nachgewiesen [241, 244]. Durch die Langlebigkeit
der Tetracycline kann es zur Akkumulation der Riickstinde kommen und somit zur erh6h-

ten Exposition in der Umwelt oder was zu priifen war, zur erhohten Aufnahme in die Pflanze.
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Abbildung 13: Wirkstoffverteilung in Schweinebetrieben der VetCAb-Studie [245]

Das Versuchsfeld (Versuchsgut Merklingsen der FH Stidwestfalen, Soest), auf dem die Ver-
suchsparzellen angelegt wurden, war seit 10 Jahren nicht mehr organisch gediingt worden,
d.h. seit mindestens 10 Jahren hatte kein Antibiotikaeintrag stattgefunden. Bei dem Boden
handelte es sich um einen sandigen Lehmboden mit einem Schluffanteil von tiber 70% und
einem geringen Humusgehalt von unter 2% in der Soester Borde [196].

Der Feldversuch bestand aus 16 verschiedenen Varianten, die in Tabelle 13 aufgelistet sind.

Tabelle 13: Verschiedene Varianten im Feldversuch 2011

Variante| Pflanze |Tierexkrement Antibiotikum
1 AMO

2 . N TC

3 Schweinegiille ENR

4 Porree oD (ohne Dotierung; Kontrolle)
5 AMO

6 N TC

- Hithnerkot ENR

8 oD

9 AMO

10 . N TC

11 Schweinegiille ENR

12 . oD

13 Weifdkohl AMO

14 . TC

15 Hithnerkot ENR

16 oD
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Pflanzung

Das Feld wurde von Mitarbeitern des Versuchsguts fiir die Pflanzung vorbereitet, indem
12 cm tief gefrast wurde. Diese Arbeiten erfolgten einen Tag vor der Pflanzung bzw. am Mor-
gen des Pflanzungstages. Die Parzellen wurden mit Porree oder Weif3kohl bepflanzt (siehe
Abbildung 14 und Abbildung 15).

a) e

Abbildung 14: Jungpflanzen (Setzlinge) zum Zeitpunkt der Pflanzung
a) Weifdkohl b) Porree

Weif3kohl: Parzellengrofle 3 x 6 m

AMO-S TC-S oD-S ENR-S AMO- G TC-G oD-G ENR-G

AMO-S TC-S oD-S ENR-S AMO- G TC-G oD -G ENR-G

a) Porree: Parzellengrofde 3 x 4,5 m

Porree g V\_leifékoh_l

b)

Abbildung 15: a) Anbauplan b) Bepflanztes Versuchsfeld am 12.05.2011
Foto: I. Michels, wenn nicht anders vermerkt, stammen die Fotografien von [. Michels

68



Diingung 2011

Das Feld wurde in Parzellen (2 Reihen mit je 8 Parzellen) eingeteilt (siehe Abbildung 15a).
Eine Parzellenreihe wurde mit Porree bepflanzt, die andere mit Weifdkohl. Zwei Wochen
nach Pflanzung wurden die jeweils vorderen vier Parzellen mit Schweinegiille (SG) gediingt,
die hinteren mit Hiihnerkot (GK). Anteile der Tierexkremente wurden jeweils separat mit
AMO, TC oder ENR dotiert und fiir die Anzucht von Kontrollpflanzen jeweils einmal nicht
dotiert (oD). Fiir die mikrobiologischen Untersuchungen wurde ein ESBL-produzierender
und Fluorchinolon-resistenter E. coli-Stamm in einer Konzentration von 10* koloniebilden-
den Einheiten (KbE) pro mL den Tierexkrementen zugesetzt. Fiir die Kontrollparzelle wur-
den der undotierten Schweinegiille ESBL/PMQR-E. coli zugesetzt, dem Hiithnerkot nicht.
Die bendtigte antibiotikafreie Schweinegiille (aus Stoffwechselkifigen) wurde vom ,Johann
Heinrich von Thiinen Institut” in Braunschweig zur Verfiigung gestellt. Der Transport er-
folgte in einem 1000 L Kunststofftank (IBC-Behalter). Der Stickstoffgehalt der Schweine-
giille betrug laut LUFA-NRW-Priifbericht 0,15% (FG) bzw. 1,5 kg/m? (Trockenmasse).

Der antibiotikafreie Hiithnertrockenkot stammte vom ,Friedrich Loffler Institut fiir Tierer-
nahrung in Mariensee®. Der Transport erfolgte in 90 L Kunststoffwannen. Der verdiinnte
Hithnerkot hatte nach der Nahrstoffuntersuchung durch die LUFA-NRW einen Stickstoffgeh-
alt von 0,5% (FG) bzw. 4,9 kg/m? (Trockenmasse).

Die Konzentration der Antibiotika betrug 150 mg/m? Boden, in Anlehnung an die im Ar-
beitskreis durchgefiihrte Feldstudie iiber die Aufnahme von Antibiotika in Rotkohl [21]. Es
wurden 2 L/m? Schweinegiille aufgetragen und 3,6 L/m? Hiihnerkot (0,655 kg/m?). Die
Giille konnte bei einem Trockensubstanzanteil von 2,3% (w/w) direkt auf das Feld aufge-
bracht werden. Der Hithnerkot wurde auf 5% (w/w) Trockensubstanz mit Wasser verdiinnt,
somit ergab sich hier eine Antibiotikakonzentration von 42 mg/L. Die Antibiotikadotierung
und die Bakterien-Zugabe erfolgten jeweils in der Gief3kanne. Es wurde etwas Giille vorge-
legt, die zuvor geldsten Antibiotika und die Bakteriensuspension dazugegeben und mit Giille

aufgefiillt. Die Mischungen pro GiefSkanne sind im Anhang (Tabelle 37 S.161) angegeben.

oo A S Nt | VR USRS - . i . s""’"‘"::"'
Abbildung 16: Diingung der Pflanzen 2011 (Foto: M. Grote): a) Aufbringen der Tier-
exkremente mit der Gief3kanne in einer zuvor angelegten Rille;

b) Abdecken der Rille mit Bodenerde
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Da der Stickstoffgehalt der Schweinegiille mit 0,15% sehr gering war, wurde ein weiteres
Mal mit 9 L pro Parzelle undotierter Schweinegiille am 21.06.2011 gediingt. Die Weif3kohl-
pflanzen waren schon sehr grof3 gewachsen, so dass ausschlief3lich der Porree nochmals or-
ganisch gediingt wurde. Hierzu wurden wieder Giillerinnen gezogen.

Eine weitere Diingung erfolgte mineralisch mit 350 kg/ha Kalkammonsalpeter (27%) fiir

alle Parzellen am 20.07.2011.

Pflanzenschutz 2011

Nach der Pflanzung wurde iiber die gesamte Flache ein Kohlnetz gespannt, um Schadlings-
befall zu vermeiden. Trotz des Netzes wiesen die Pflanzen erheblichen Schadlingsbefall auf.
Um Ernteverluste zu vermeiden, wurden die Pflanzen mit dem Fungizid ,Signum* 1,5 kg/ha,
den Insektiziden ,Mospilan“ 0,25 kg/ha und ,Plenum” 0,4 kg/ha behandelt. Dazu wurden
220 L Wasseraufwandmenge mit einer Parzellenspritze, die in Eigenbau vom Versuchsgut
Merklingsen konstruiert worden war (siehe Abbildung 17), verspriiht. Die Behandlung er-

folgte zweimal, jeweils am 7. und am 20. 07. 2011.

a)
Abbildung 17: a) Parzellenspritze b) Auftrag von Pflanzenschutzmittel

Pflanzenprobennahme 2011

Am 14.09.2011 wurden die Pflanzen geerntet. Die Ernte der ganzen Pflanzen und Wurzeln
erfolgte von Hand: Die Porreepflanzen konnten mit Wurzel aus der Erde gezogen werden.
Bei der Weifskohlpflanze wurde zunachst der oberirdische Teil geerntet: Mit einem Spaten
wurde die Weifskohlpflanze von der Wurzel abgestochen. Anschlief3end wurden drei bis fiinf
dufdere Blatter und ein Viertel des Weifskohlkopfes fiir die riickstandsanalytischen Untersu-

chungen separiert. Danach wurde die WeifRkohlwurzel ausgegraben und ebenfalls fiir die
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riickstandsanalytischen Untersuchungen verwendet. Abbildung 19 und Abbildung 18 zei-
gen das Ernteschema in Form eines, Z“ Die Form des Z’'s ermdglicht eine reprasentative Pro-
bennahme einiger weniger Pflanzen fiir die gesamte Parzelle.

Pro Variante wurden fiinf Weifdkohlpflanzen bzw. zehn Porreepflanzen entnommen. Es wur-
den Pflanzen mittlerer Grofie gewahlt. Bei den Parzellen ohne Dotierung wurden zusatzlich

zehn Porreewurzeln bzw. fiinf Weifskohlwurzeln geerntet, um die Erntemenge zu erh6hen.

NN

Pflanze ernten, wenn Pflanze nicht dem Durchschnitt entspricht,
andere Pflanze entlang des Z ernten

Q
o

Pflanze verbleibt auf dem Feld

<—— Bei einigen Parzellen fehlt die 10. Reihe

Abbildung 18: Ernteschema Weif3kohl
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-Pflanzen fir FU Berlin

Pflanzen fir Uni Paderborn

Abbildung 19: Ernteschema Porree
Anm.: Wenn die markierte Pflanze von der Grofde nicht dem Durchschnitt entsprach,
wurde eine andere Pflanze entlang des Z geerntet.

Beim Porree wurde die komplette Pflanze geerntet. Im Labor wurde der Porree in essbare
(junge Blattabschnitte) und nicht essbaren Teil (alte Blattabschnitte) geteilt (siehe Abbil-
dung 20). Fiir den nicht essbaren Teil wurden die drei dufRersten Blatter und die obere Halfte
aller Blatter (alte Blattabschnitte) verwendet. Die jungen Blattabschnitte wurden als ,ess-
barer Teil“ separiert. Der Ubergang zwischen Wurzel und Blattabschnitt wurde verworfen.
Die Wurzel wurde vollstindig aufbewahrt.

Der Weifskohl wurde analog zum Porree in die drei Kompartimente, essbarer Teil, nicht ess-
barer Teil und Wurzel separiert. Die Zerlegung erfolgte hier bereits auf dem Feld, fiir das
Kompartiment“ essbarer Teil“ wurde etwa ein Viertel des Kohlkopfes entnommen. Fiir den

nicht essbaren Teil wurden die zwei dufiersten Blatter des Kohlkopfes, und vier von den
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dunkelgriinen grof3en Kohlblattern verwendet (siehe Abbildung 21). Der Strunk wurde ver-
worfen.

Alle Pflanzenteile wurden griindlich gewaschen, anschliefRend in ca. 2x2 cm grofde Stiicke
geschnitten und bei -30 °C bzw. -60 °C in der Gefriertruhe fiir die nachfolgende Riickstands-
analytik gelagert.

junge Blattabschnitte
(essbarer Teil)

Wurzel

Abbildung 20: Teilung der Porreepflanzen in alte und junge Blattabschnitte, sowie
Wurzel

Abbildung 21: Teilung der Weifdkohlpflanze in Kopf und dufdere Blitter

Pflanzenwachstum

Sowohl Porree als auch Weif3kohl waren zum Zeitpunkt der Ernte sehr gut gewachsen (siehe
Abbildung 24). Bedingt durch einen sehr trockenen Frithsommer war alle zwei Tage gewas-
sert worden. In den ersten drei Monaten der Wachstumsphase wurde regelmafdig Unkraut
gejatet.

Zur einheitlichen Codierung der Entwicklungsstadien von Pflanzen dient die BBCH-Skala.
Sie ist eine Gemeinschaftsarbeit der Biologischen Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirt-

schaft (BBA), des Bundessortenamtes (BSA), des Industrieverbandes Agrar (IVA) und des
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Instituts fiir Gemiise und Zierpflanzenbau Grofdbeeren/Erfurt. Die Skala ist angelehnt an die
von Zadoks et al. (1974) [246] entwickelte Getreideskala. Die Kurzbezeichnung BBCH leitet
sich ab von Biologische Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft, Bundessortenamt und
CHemische Industrie [247].

Abbildung 22 zeigt den Kohl und Porree nach zweimonatiger Wachstumsphase. Es ist zu
erkennen, dass die Kopfbildung zu diesem Zeitpunkt einsetzte (BBCH-Codierung 41). Zwei
Wochen spater waren kleine Kohlkdpfe mit einem Durchmesser von ca. 10 cm zu erkennen
(BBCH-Codierung 42, Abbildung 23). Das Gewicht eines Kohlkopfes betrug 80 bis 300 g. Die
Porreestangen wiesen zu diesem Zeitpunkt einen Durchmesser von ca. 2 cm auf und waren
etwa einen halben Meter hoch gewachsen (BBCH-Codierung 43).

Nach vier Monaten Vegetationszeit wurden die Pflanzen geerntet. Die Porreepflanzen waren
ca. 1,20 m hoch gewachsen, der Stangendurchmesser betrug ca. 5 cm (BBCH-Codierung 49).
Der Weifskohlkopf erreichte ein Gewicht von 2 - 3 kg, mit einem Durchmesser von ca. 22 cm
(BBCH-Codierung 49). Abbildung 24 zeigt eine Porree- sowie Weifskohlpflanze zum Zeit-
punkt der Ernte.

a) T

Abbildung 22: Pflanzenwachstum acht Wochen nach Pflanzung: a) Porree b) Weif3-
kohl c) Beginnende Kopfbildung des Weif3kohls (Foto vom 7.7.2011)

c)
Abbildung 23: Pflanzen im Juli, in der Halfte der Wachstumszeit (20.07.2011, zehn
Wochen nach Pflanzung)
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a)

Abbildung 24: Erntereife Pflanzen: a) Porree b) Weif3kohl (Fotos: M. Grote)

Abbildung 25: a) Probennahme: beerntete Porreeparzelle b) beerntete Weif3kohl-
parzelle

Zehn Porreepflanzen und fiinf Weifskohlpflanzen wurden in einer Z-Konfiguration der Par-
zelle entnommen. (Fotos M. Grote)
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5.2.1 Methodenentwicklung zur Bestimmung der Antibiotikagehalte in
Pflanzen und Boden

Analyse von Antibiotikagehalten

Im Projekt wurden verschiedene Proben genommen und auf extrahierbare Riickstiande von
ENR, TC, AMO und deren Hauptumwandlungsprodukten CIP, eTC, AMA und Diketo unter-
sucht. Beprobt wurden die dotierten Tierexkremente, der Boden und die Pflanzen (Wurzel,
junge und alte Blatter) des Feldversuches. Die angewendeten analytischen Methoden waren
Fest-Fliissig-Extraktion unterstiitzt durch Ultraschall, Festphasenextraktion und LC-
MS/MS-Detektion. Zum Teil waren die Methoden bereits beschrieben, mussten aber an die

vorliegenden Bedingungen angepasst werden:

- Fir ENR und TC in Weif3kohl und Porree aus Hydrokultur [17, 248]
- Fir AMO aus dem Extraktionsmittel [240]

- Fir ENR, CTC in Rotkohl eines Feldversuchs [21, 240]

- Fir ENRim Boden [21] und TC im Boden [10, 196]

- Fir ENR und TC in Schweinegiille [249]

Eine detaillierte Methodenbeschreibung mit Validierungsdaten ist im Anhang (Kapitel B S.
163) nachzulesen.

Mittels KH2PO4-Puffer (pH 2) und einer HLB-Kartusche konnten Wiederfindungen im Weif3-
kohlkopf an ENR von etwa 40%, an TC von ca. 30% und AMO ab einer Konzentration von
50 pg/kg FG mit 30% bestimmt werden. Im Porree konnten Wiederfindungen von 100% fiir
ENR und von 60% fiir TC erreicht werden. Fiir AMO liefs die Methode nur qualitative Ergeb-
nisse zu, da sich die Peaks im MS-Chromatogramm nicht ausreichend vom Rauschen abho-

ben. Der Focus lag auf dem jeweils essbaren Teil des Gemdises.
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5.2.2 Ergebnisse der Riickstandsanalysen der Anbauperiode 2011

Antibiotika in der Pflanze

In Tabelle 14 und Tabelle 15 sind die Ergebnisse der Analyse auf Antibiotikariickstdnde in

Porree und Weifskohl gezeigt.

Tabelle 14: Ergebnisse der Analyse von Porree und Weifdkohl, Ernte 2011, Schwei-

negiille

150 mg/m? Dotierung im Boden, 10 g Einwaage Homogenat; KH,PO4-Extraktant, externe
Kalibrierung, N=2, n=3, Ergebnisse in pug/kg FG Homogenat, n.n.=nicht nachgewiesen,
BG=Bestimmungsgrenze

do- .
Probe . AMO AMA |Diketo| ENR CIP TC
tiert
oD n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
junge Blattab- | AMO n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
schnitte ENR n.n. nn. n.n. <BG n.n. n.n.
(essbarer Teil) 5,2 +/-
TC n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. !
0,2
oD n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Porree alte Blattab- AMO n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
schnitte ENR n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
TC n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
oD n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
AMO n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Wurzel
ENR n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
TC n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
oD n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
AMO n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Kopf 0,3+/
(essbarer Teil) | ENR n.n. n.n. n.n. b 02 n.n. n.n.
TC n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
_ oD n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Weif- . AMO n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
kohl alte Blatter
ENR n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
TC n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
oD n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
AMO n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Wurzel
ENR n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
TC n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
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Tabelle 15: Ergebnisse der Analyse von Porree und Weifdkohl, Ernte 2011, Hithner-
kot

150 mg/m? Dotierung im Boden, 10 g Einwaage Homogenat; KH,PO4-Extraktant, externe
Kalibrierung, N=2, n=3, Ergebnisse in ug/kg FG Homogenat, n.n.=nicht nachgewiesen

Probe do- 1 amo| ama | P& | N | crp TC

tiert eto
junge Blattab- oD n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
schnitte AMO | n.n n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
(essbarer ENR | n.n. n.n. nn [0,2+/-0,1| nn. n.n.

Teil) TC n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. | 5,0+/-0,2
oD n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
alte Blattab- | AMO | n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Porree :
schnitte ENR | n.n n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
TC n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
oD n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
AMO | n.n n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Wurzel
ENR n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
TC n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
oD n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
(esli(l))zf‘er AMO | n.n n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Teil) ENR n.n. n.n. nn [0,3+/-0,1| nn. n.n.
TC n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
oD n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Weif3- juflere Blat- | AMO | n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
kohl ter ENR | n.n. n.n. nn [0,3+/-0,1|nn. n.n.
TC n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
oD n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
AMO | n.n n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Wurzel

ENR n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
TC n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.

Die Analysen (siehe Tabelle 14 und Tabelle 15) des WeifRkohlkopfes zeigten Riickstdnde fiir
ENR von 0,3 pg/kg FG jeweils von Parzellen, die mit ENR-dotierter Schweinegiille bzw. Hiih-
nerkot gediingt worden waren. In der ,Hiithnerkotparzelle“ war auch in den dufderen Blat-
tern des Weifdkohls ein Gehalt von 0,3 pg/kg FG nachweisbar. In den jungen Blattern vom
Porree konnte in der ,Hithnerkotparzelle“ 0,2 pg/kg FG ENR bestimmt werden. Die jungen
Blatter des Porrees, Diingung durch Schweinegiille, wiesen Gehalte an der Nachweisgrenze
auf. Gehalte flir TC konnten in den jungen Blattabschnitten von 5,2 pg/kg FG bzw. 5,0 ug/kg
FG der entsprechenden Porreeparzellen gemessen werden. Im Weifskohlkopf, der auf TC-

dotiert gediingten Feldern gewachsen war, konnten keine Riickstinde nachgewiesen wer-
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den. Auch von AMO wurden in den entsprechend gediingten Pflanzen keine Riickstdnde ge-

funden. Die Pflanzen, die mit undotierten Tierexkrementen gediingt wurden, zeigten keine

Antibiotikariickstiande.

In Abbildung 26 und Abbildung 27 sind ausgewéhlte Chromatogramme und Massenspek-

tren zu den Positivbefunden abgebildet.
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Abbildung 26: a) SRM-Chromatogramm mit positivem ENR-Befund im Weifdkohlkopf
(aus Hithnerkot gediingter Parzelle); b) Chromatogramm wie in a)
und m/z gefiltert nach 316,0 bis 316,3; c) Fragmentspektrum fiir ENR

des Chromatogramms aus a)
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Abbildung 27: a) SRM-Chromatogramm mit positivem TC-Befund im Porree (aus
Schweinegiille gediingter Parzelle) b) zugehoriges Fragmentspekt-
rum

Abbildung 26 zeigt Massenchromatogramme und Fragmentspektrum des ENR-Befunds im
Weifskohlkopf. Fiir die ENR-Untersuchungen wurden Molekiil-lonen mit m/z von 359,2 bis
361,2 aufgenommen Bei positivem Befund wurde ein Peak bei tz 8,50 min erwartet. Das
SRM-Chromatogramm in Abbildung 26a zeigt einen deutlichen Peak bei einer Retentions-
zeit von 8,63 min. Diese Retentionszeit weicht um 1,5% zum Standardwert ab, das ist inner-
halb der Toleranzgrenze von 5%. In der EU-Richtlinie 96 /23 /EG werden zur Durchfiihrung
von Analysemethoden und die Auswertung von Ergebnissen Mindestanforderung zur Iden-
tifizierung von Stoffen mittels Massenspektrometrie festgelegt. Neben der Ubereinstim-
mung der Retentionszeit miissen ein Vorlaufer-lon und zwei dazugehoérige Produkt-lonen
aufgezeichnet werden [250]. Abbildung 26b zeigt das SRM-Chromatogramm aus Abbildung
26a nachdem nach der intensivsten Fragmentmasse von ENR (m/z 316,2) gefiltert wurde.

Es werden jetzt ausschlief3lich die Intensitdten der Massen im SRM-Chromatogramm ange-
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zeigt, die im zugehorigen MS/MS-Spektren eine Masse mit m/z 316,0 bis m/z 316,3 aufwei-
sen Das Signal zu Rausch Verhiltnis des ENR-Peaks wird dadurch deutlich verbessert
(von S/N 10/1 auf S/N 100/1). Zur weiteren Identifizierung von ENR wurden nach den
MS/MS-Stofereignissen die Fragmentmassen m/z 245,1 und 316,2 aufgezeichnet.
Abbildung 26c zeigt das Fragmentspektrum, welches zum SRM-Chromatogramm aus Abbil-
dung 26a gehort. Das Spektrum zeigt einen Peak mit m/z 316,14, dem Hauptfragment
(100% Intensitat) von ENR und einen deutlich schwicheren Peak bei m/z 245,12, dem
schwach messbaren Fragment (5% Intensitdt) von ENR. Somit sind alle Bedingungen nach
der oben genannten EU-Richtlinie erfiillt.

Ein weiteres Beispiel fiir einen positiven Befund zeigt Abbildung 27 mit einem SRM-
Chromatogramm und dem zugehdrigem Fragmentspektrum von TC im Porree. Auch hier
sind die Kriterien, <5% Abweichung der Retentionszeit zu der des Standard und Identifizie-

rung mit Vorldufer-lon und zwei Produkt-lonen, erfiillt.

Antibiotika im Boden

Die Untersuchung des Bodens (siehe Tabelle 16) des Versuchsfeldes vor der Pflanzung ergab
keine Antibiotikariickstdnde. Nach der Giillediingung wurden die folgenden extrahierbaren
Gehalte nachgewiesen:

Der ENR-dotiert-gediingte Boden der Porree- und der Weifskohlparzellen wies zwei Wochen
nach der Diingung Riickstinde von ENR unterhalb der Bestimmungsgrenze auf (NWG
1 pg/kg FG, BG 5 pg/kg FG). Zum Zeitpunkt der Ernte wurden ENR-Riickstdnde in Hohe von
10,0 und 9,5 pg/kg FG fir die Weifdkohlparzellen, sowie 15,4 und 14,7 pg/kg FG fiir die Por-
reeparzellen gemessen. Dass die Befunde im Boden zum Zeitpunkt der Diingung niedriger
sind als zur Ernte, scheint widersinnig, ist aber durch die Rillenbegiillung méglicherweise
erklarbar. Die Bodenproben wurden jeweils in der Mitte zwischen zwei Rillen entnommen,
es dauerte somit einige Zeit, bis sich die Inhaltsstoffe der Giille, somit auch die dotierten
Antibiotika iiber die Parzelle verteilten.

Das Umwandlungsprodukt Ciprofloxacin wurde nicht nachgewiesen, da nur Peaks mit ei-
nem normalization level (Maf} fiir die Intensitdt des Messsignals) von mindestens 104 als
positiv bewertet wurden.

Im Boden der Porreeparzelle mit TC-dotierten Tierexkrementen wurden zwei Wochen nach
der Diingung und auch zum Zeitpunkt der Ernte TC detektiert. Nach Quantifizierung lagen
die Werte jedoch unterhalb der bestimmten NWG, so dass es sich hier moglicherwiese um
falsch positive TC-Befunde handelt. Ahnliches wurde bereits bei Getreideuntersuchungen
im Arbeitskreis beobachet: Nach Uberpriifung mittels hochauflosender Massenspektromet-

rie wurden einige TC-Befunde falsifiziert [13, 248].
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AMO, AMA, Diketo konnten in keiner Parzelle im Boden detektiert werden.

Tabelle 16: Extrahierbare Antibiotika und Umwandlungsprodukte im Boden 2011

150 mg/kg Dotierung im Boden, Bodenfraktion < 0,5 mm, 5 g Einwaage, Mg(NO3)-Extrak-
tant, externe Kalibrierung, N=2, n=3, n.n.=nicht nachgewiesen, NWG=Nachweisgrenze,
BG=Bestimmungsgrenze

extrahierbares Gehalt [ug/kg FG ]
Boden- Parzelle Antibiotikum |Umwandlungsprodukt Antlbu_)tlkum *
probe Epimer
Dotiert: ENR CIP TC + eTC
Vf)r der ganzes Feld n.n. n.n. n.n.
Diingung
Porree,
Schweine- <NWG n.n. <NWG
giille
Porree, Hiih-
2 Woch.en nerkot <NWG n.n. <NWG
nach Diin- -
gung Welfékphl,
Schweine- <BG n.n. n.n.
giille
Weifdkohl,
Hithnerkot < BG n.n. n.n.
Porree,
Schweine- 15,4 +/-4,3 n.n. < NWG
gllle
) Porree, Hith-
zum Zeit- nerkot 14,7 +/- 3,3 n.n. <NWG
punkt der -
Ernte Weif3kohl,
Schweine- 10,0 +/- 4,3 n.n. n.n.
gllle
Weifdkohl,
Hithnerkot 95+/-4,3 n.n. n.n.

5.2.3 Mikrobiologische Untersuchungen 2011

Die mikrobiologischen Untersuchungen wurden an der FU Berlin im Institut fiir Tier- und
Umwelthygiene von Prof. Dr. Uwe Rosler durchgefiihrt.

Die Probennahme erfolgte in gleicher Weise wie fiir die Riickstandsanalytik: Pro Parzelle
wurden fiinf Pflanzen geerntet. Wurzel und Blatter wurden getrennt und mikrobiologisch
analysiert. Auf die Analyse der dufderen Blatter wurde verzichtet. Die Pflanzenteile wurden

in einem Stomacher-Homogenisator zerkleinert. Die Homogenisierung erfolgte im sterilen
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Plastikbeutel, so kam die Probe nicht mit dem Gerat in Beriihrung und die Verarbeitung er-
folgte hygienisch und ohne Infektionsrisiko. Zudem fiihrt diese Art der Zerkleinerung zu
sehr guten Wiederfindungsraten von Mikroorganismen. Die Pflanzen wurden im LB-
Medium (lysogeny broth: Hefeextrakt, Trypton, NaCl) zerkleinert. Das Pflanzen-Medium-Ge-
misch wurde bei 37 °C fiir 24 h inkubiert, so dass vorhandene Mikroorganismen sich ver-
mehren. Von dieser Suspension wurden 100 pL aufein Selektivmedium ausplattiert. Als Se-
lektivmedien wurden MacConkey-Agar mit Cefotaxim und Endo-Agar mit ENR verwendet.
Bei beiden Medien wachsen bevorzugt gramnegative Bakterien, wie E. coli, das Wachstum
grampositiver Bakterien wird unterdriickt. Dem MacConkey-Agar war das 3-Lactam Cefota-
xim zugesetzt worden, so dass nur ESBL-produzierende Bakterien wuchsen. Dem Endo-
Agar wurde ENR zugesetzt, hier konnten nur Bakterien mit einer Fluorchinolonresistenz
wachsen.

Untersucht wurde auch der Boden und vor der Bepflanzung die Setzlinge, die anhaftende
Erde der Setzlinge, die in kleinen Erdblocken angeliefert worden waren, und die undotierten
Tierexkremente. Fiir die Analyse des Bodens wurde dieser fiir 30 min in LB-Medium ge-
schiittelt. Die weitere Vorgehensweise entsprach der fiir die Pflanzen.

Die Bestatigung und Charakterisierung der auf den Selektivmedien gewachsenen Bakteri-
enkolonien erfolgte mittels MALDI-TOF (Bruker Daltonik GmbH, Bremen) und PCR. Fiir jede
Probe wurde die Spezies einer zuféllig ausgewdhlten identifizierten Verdacht-E. coli-Kolonie
bestimmt. Weiterhin wurde die Anwesenheit der ESBL-Gene wie bereits bei [251-254] be-
schrieben oder unter Verwendung von Protokollen, die freundlicherweise vom ESBL
SAFEFOODERA Consortium (EU-Projekt SAFEFOODERA 08.176) zur Verfligung gestellt
wurden, untersucht. Das Auftreten von ESBL/PMQR wurde durch PCR bestétigt. Die Nukle-
otidsequenzen wurden mit BioNumerics-Software (Version 6.6) analysiert. Das BLAST-
Programm von NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) wurde fiir den Datenbank-Vergleich
verwendet.

Die Ergebnisse zeigen, dass die eingesetzten Tierexkremente in 2011 frei von ESBL/PMQR-
E. coli waren. Im Boden vor Begiillung konnte Pseudomonas, aber kein E. coli nachgewiesen
werden, auch nach Begiillung wurden weiterhin keine ESBL-E. coli nachgewiesen. Es konn-
ten jedoch Fluorchinolon-resistente E. coli und Alcaligenes faecalis detektiert werden. Die
geernteten Pflanzen enthielten liberwiegend Pseudomonas, vereinzelt Acinetobacter und
Enterobacter. Der Boden war zur Ernte frei von Fluorchinolon-resistenten Bakterien und bis
auf eine Parzelle (Porree, Schweinegiille, ohne Antibiotika, mit ESBL) auch frei von ESBL-

produzierenden Bakterien.
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Die Untersuchungen auf ESBL-produzierende und Fluorchinolon-resistente E. coli ergab po-
sitive Befunde bei den beprobten Setzlingen und einen Einzelbefund in Bliattern des Weif3-
kohls, der auf einer Parzelle mit ENR dotierter Schweinegiille angebaut worden war. Der
Positivbefund bei den Setzlingen war iiberraschend, andererseits ergianzt es die Ergebnisse
des RESET-Projektes, wonach Antibiotikaresistenzen weit verbreiteter sind als angenom-

men [255].

Tabelle 17: Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen 2011

Isolierte Mikroorganismen
ESBL-produzierend Fluorchinolon-resistent

Probe

Giille original

Setzlinge E. coli E. coli

Pseudomonas, Achromobacter,

Pflanzerde der Setzlinge
Comamonas

Boden vor Giillediingung Pseudomonas

Boden nach Giillediingung E. coli, Alcaligenes faecalis

Weifskohl, Porree | vorwiegend Pseudomonas

Ernte (Ok- Boden,

Parzelle Porree

tober

2011): Schweinegiille E. coli, Pseudomonas
ohne Antibiotika-
dotierung-

5.2.4 Zusammenfassung der Ergebnisse des Feldversuchs 2011

Die Durchfithrung des Feldversuchs 2011 verlief insofern erfolgreich als die Porree- und
auch die Weifskohlpflanzen sehr gut gewachsen waren: Es standen ausreichend Wachstums-
tage zur Verfligung. Porree benotigt 120 Entwicklungstage und Weifskohl 120 bis 130
Wachstumstage [256, 257]. Im Jahr 2011 standen insgesamt 269 Wachstumstage zur Verfi-
gung (siehe Tabelle 12, S.65). Des Weiteren konnte kein visueller Unterschied im Wachstum
zwischen den Pflanzen der verschiedenen Parzellen, z.B. Diingung mit oder ohne Antibio-
tikadotierung festgestellt werden. In den ersten drei Monaten wurde aufgrund des eher tro-
ckenen Frithsommers viel bewdassert. Aufderdem wurden auf3erplanmafig chemische Pflan-
zenschutzmittel eingesetzt, da das Kohlnetz keinen ausreichenden Schutz bot.

Akzeptable Wiederfindungen wurden fiir alle sieben untersuchten Antibiotika und deren
Umwandlungsprodukte mit der KH,POs-Methode (siehe Anhang Kapitel B.6 S.165) und der
Oasis-HLB-Bond-Kartusche (3cc, 60 mg) erhalten. Anhand des Signal-Rausch-Verhéltnisses
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wurden Nachweis- und Bestimmungsgrenzen fiir ENR, CIP, TC und eTC im Bereich zwischen
0,1 und 2 pg/kg FG bestimmt. Fiir AMO, AMA und Diketo wurden NWG und BG zwischen 30
und 200 pg/kg FG erreicht. Fiir AMO sind NWG und BG in Pflanzenproben vergleichsweise
sehr hoch, eine mogliche Ursache konnte am raschen Abbau von AMO liegen. Die Umwand-
lung zu den noch unbekannten Abbauprodukten wiirde direkt bei Zugabe zur Matrix erfol-
gen und ware dann bereits am Ende der Probenaufbereitung fast abgeschlossen. Chow-
dhury (2012) [240] testete verschiedene Bedingungen, wie die Wahl des Extraktionsmittels,
der SPE-Kartusche, des pH-Wertes wahrend der Extraktion fiir die Analyse von AMO, AMA
und Diketo, konnte jedoch die drei Analyten lediglich aus der Extraktionslosung wieder-
finden.

Die Riickstandsanalysen ergaben teilweise positive Befunde, es wurden 5 pg/kg FG TC und
bis zu 0,2 pg/kg FG ENR im essbaren Teil des Porrees gefunden und 0,3 pg/kg FG ENR im
Weifskohl. Keiner der Positivbefunde konnte bei einer wiederholten Analyse nach 4 Wochen
bestatigt werden. Die Instabilitdt inkorporierter Antibiotika in Pflanzenproben ist bekannt;
bei belastetem Getreide hatte es vergleichbare Beobachtungen gegeben [248].

Eine Ursache fiir die geringen Riickstandsbefunde ist moglicherweise die starke Bewasse-
rung zu Beginn: Die Antibiotika kénnten dadurch in tiefere Bodenschichten gespiilt worden
sein, was Stevens [196] flr CTC bereits nachgewiesen hat. Auch ist es moglich, dass die An-
tibiotika sehr stark an die Bodenpartikel gebunden waren und sich diese mit den iiblichen,
hier auch angewendeten, riickstandsanalytischen Methoden nicht extrahieren lief3en. Eine
weitere Ursache konnte in der angewandten Diingungsmethode liegen (Ausbringung der
Tierexkrement in einer Rille, die neben den Pflanzen verlief, siehe Abbildung 16, S.69). Mog-
licherweise, war fiir die Pflanzenwurzeln der gediingte Bodenbereich nur ungeniigend er-
reichbar, da die Wurzeln nicht bis zur Rille reichten, zumal Weifskohl ein Tiefwurzler [258]
und Porree ein Mitteltiefwurzler [259] ist.

Die geringen Riickstandsbefunde an Antibiotika gehen einher mit wenigen Befunden an re-
sistenztragenden Bakterien. Dies konnte dadurch begriindet werden, dass Resistenzen sich
zuriickbilden, sobald der Selektionsdruck der Antibiotika nicht mehr vorhanden ist. Einige
Studien zeigen aber, dass dies nicht zwingend der Fall sein muss. Nicht in jedem Fall fiihrt
das Tragen einer Resistenz zu schlechteren Uberlebensbedingungen von Bakterien, manche
resistenztragende Genabschnitte kdnnen sogar iiber die Resistenzeigenschaften hinaus von
Vorteil sein, z.B. wird eine erhohte Toleranz gegeniiber Schwermetallen oft gemeinsam mit

Resistenzeigenschaften vererbt. [260-262].
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5.3 Verfahrensweise Anbauperiode 2012

Die Anbauperiode 2012 unterschied sich in Art und Zeitpunkt der Giilleaufbringung, der
Auswahl der Tierexkremente und der Parzellengréfle von der ,2011er” Durchfiihrung.
Griinde fiir die Anderungen waren:

In Feldversuch der ,Rotkohlstudie 2010“ [21, 240] wurde Schweinegiille mit 50 und
150 mg/kg Antibiotika dotiert, und zwar kombiniert ENR und Chlortetracyclin (CTC). Die
Giille wurde Ende Mai vor der Pflanzung flachig mit Gieffkannen beaufschlagt und anschlie-
3end der Boden gefrast. Noch am selben Tag erfolgte die Pflanzung der Setzlinge. In den
Ernteproben wurden zwischen 12 und 16 pg/kg FG an ENR im Rotkohlkopf nachgewiesen,
CTC jedoch nicht. Der Feldversuch 2012 der vorliegenden Studie wurde wie der Rotkohl-
feldversuch durchgefiihrt, d.h. die Giillebeaufschlagung und Einarbeitung in den Boden er-
folgte vor der Pflanzung der Weif3kohl- und Porree-Setzlinge noch am selben Tag. Auf den
Einsatz von Hiithnerkot wurde verzichtet, da es hier durch die Verwendung von Hiihnertro-
ckenkot und der damit verbundenen nétigen Verdiinnung mittels Wasser zu Homogenitats-
problemen kommen kann [263]. Dariiber hinaus war in der Versuchsperiode 2011 kein Un-
terschied in der Antibiotikaaufnahme zwischen den mit Hithnerkot und Schweinegiille ge-
diingten Pflanzen zu erkennen. Aufierdem wurde - begriindet durch die aktuellen Resis-
tenzlagen und Anwendungsmengen in der landwirtschaftlichen Tierproduktion - auf die
Dotierung der Schweinegiille mit TC verzichtet und dafiir ein Cephalosporin (,Ceftiofur®,
CEF) eingesetzt. Subbiah et al. (2011) hatten berichtet, dass die antibiotische Aktivitit von
B-Lactamen in Bodensuspensionen erhalten bleibt, andere Antibiotika aber neutralisiert
werden [202]. Somit wurde es als interessant betrachtet, neben AMO ein weiteres [3-Lactam
fiir die Untersuchungen zu verwenden. Zudem wurde entschieden, eine Zwischenernte
durchzufiihren, so dass die Gemiisepflanzen bereits in der Halfte der Wachstumszeit be-
probt wurden.

Die Versuchsvarianten sind in Tabelle 18 aufgelistet, die Parzellenanordnung ist in Abbil-
dung 28 wiedergegeben. Das Versuchsfeld wurde von den Mitarbeitern des Versuchsguts
Merklingsen vorbereitet, d.h. das Feld ca. 10 cm tief gefrast, so dass ein tiefes Pflanzbett mit
viel Feinerde entstand. Die unbepflanzten Feldbereiche zwischen den Versuchsparzellen
wurden nach der Pflanzung mit Stroh ausgelegt, somit wurde einem {ibermaf3igen Unkraut-

wachstum vorgebeugt.
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Tabelle 18: Verschiedene Varianten im Feldversuch 2012

Alle Parzellen wurden mit Schweinegiille gediingt, der zuvor eine Resistenz (ESBL, PMQR)
produzierende E. coli-Suspension in 10 KbE/mL zugesetzt wurde. Der Antibiotikaeintrag
in den Boden betrug 150 mg/m?.

Variante Pflanze Antibiotikum

1 AMO
2 Porree CEF
3 ENR
4 oD

5 AMO
6 ) CEF
= Weifdkohl ENR
8 oD

Pflanzung 2012

Es wurden Porree (Speedys, Standardsorte ,Septemberernte”) und Weifskohl (Speedys,
Kopfkohl ,Ancoma“) am 08. Mai 2012 angepflanzt. Pro Variante wurde jeweils eine Parzelle
bepflanzt, also vier Parzellen mit Porree und vier Parzellen mit Weif3kohl. Zur Vermeidung
von Kontaminationen zwischen den Parzellen wurden Einweg-Schuhiiberzieher genutzt.
Die Parzellenfliche fiir Porree betrug 9 m? (3m x 3 m), fiir WeifRkohl 18 m? (3 m x 6 m). Der
Pflanzabstand fiir Porree betrug 10 cm und fiir Weifskohl 60 cm. Die Pflanzen wurden in
Reihen mit einem Abstand von 50 cm gepflanzt. Es wurde per Hand gepflanzt, fiir Porree
wurde ein Pflanzstab, wie schon 2011, verwendet. Alle Pflanzen wurden nach der Pflanzung
bewdssert. Danach erfolgte keine Bewdsserung mehr, da es im Friithjahr und Sommer 2012

viel geregnet hatte (siehe Abbildung 12, Seite 66).

WK: WeiRkohl: ParzellengréRe 3x6 m

oD CEF AMO ENR

oD CEF AMO ENR

P: Porree: ParzellengroRe 3x 3 m

Abbildung 28: Anbauplan 2012
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Diingung 2012

Im Unterschied zum Jahr 2011 erfolgte, wie oben erlautert, die Diingung 2012 am selben
Tag wie die Pflanzung. Die Parzellen wurden wieder wie 2011 aus GiefRkannen begtillt, an-
schlief3end wurde die Giille aber mit der Harke iiber die gesamte Parzelle verteilt und in den
Boden leicht eingeharkt. Es wurde, wie 2011 mit der praxisiiblichen Menge von 2L/m? ge-
diingt. Erst nach der Diingung erfolgte die Pflanzung, im Jahr zuvor wurde erst zwei Wochen
nach Pflanzung gediingt. Die antibiotikafreie Schweinegiille wurde wie 2011 vom ,Johann
Heinrich von Thiinen Institut” in Braunschweig zur Verfiigung gestellt. 2012 enthielt die
Giille bereits ESBL-Resistenzen, so die Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen,
die zuvor von der FU Berlin durchgefiihrt worden waren.

Eine weitere Diingung fir alle Parzellen erfolgte am 13.06.2012 mineralisch mit 350 kg/ha
Kalkammonsalpeter (27 %).

Pflanzenschutz 2012

Nach der Pflanzung wurde iiber die gesamte Flache ein Kohlnetz gespannt, um Schadlings-
befall zu vermeiden. 2012 wirkte das Kohlnetz gut, so dass keine Insektizide ausgebracht
werden mussten. Der Weifskohl war aber von der Pilzinfektion ,falscher Mehltau“ befallen.
Die Pflanzen wurden deshalb dreimal mit einer Mischung aus drei Fungiziden behandelt.
Sie wurden in folgenden Konzentrationen ausgebracht: Ortiva: 1L/ha, Akrobat: 2,5kg/ha,
Eria: 1,75kg/ha. Die Spritzungen erfolgten am 05.07., 20.07. und am 09.08.2012

Zudem trat ein hohes Schneckenaufkommen am Weifskohl auf. Deswegen wurde zweimal
Schneckenkorn ausgebracht, jeweils 40 Kérner/m? Die Ausbringung erfolgte am 15.06. und

27.06.2012.

Pflanzenprobennahme 2012

Zwischenernte

Eine Zwischenernte erfolgte am 11.07.2012. So konnten die Pflanzen auch in einem Zwi-
schenstadium der Vegetationsperiode auf Antibiotikariickstinde untersucht werden. Innere
Blatter und die Wurzel von jeweils fiinf Kohlpflanzen und je fiinf Porreestangen pro Parzelle
wurden zur mikrobiologischen Untersuchung an die FU Berlin versandt. Fiir die riickstands-
analytischen Untersuchungen wurden ein Weif3kohl und zwei Porreestangen pro Parzelle
geerntet. Danach wurde der Porree in junge und alte Blattabschnitte und Wurzel, der Weif3-

kohl in Blatter des Kopfansatzes, dufdere Blatter und Wurzel getrennt. Abbildung 29 zeigt
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die Pflanzen zum Zeitpunkt der Zwischenernte, 2 Monate nach Pflanzung: Die Porreepflan-
zen waren etwa einen halben Meter grof}, mit einem Durchmesser der Porreestange von

etwa 2 cm. Beim Weif3kohl hatte die Kopfbildung gerade begonnen.

Abbildung 29: a) Porree und b) Weifkohl zum Zeitpunkt der Zwischenernte

Ernte

Die Ernte der Pflanzen fand am 26.09.2012 statt und erfolgte wie 2011. Abbildung 30 zeigt
die Pflanzen zum Zeitpunkt der Ernte.

Fiir die mikrobiologischen Untersuchungen wurden Proben des essbaren Teils und der Wur-
zel genommen, jedoch wurde auf die Untersuchung des nicht essbaren Teils verzichtet. Bei
den dufderen Blattern und auch der Wurzel kann schwer unterschieden werden, ob die an-
schliefend detektierten Bakterien endophytisch oder oberflachlich vorlagen. Die Pflanzen
und Wurzeln wurden pro Variante einzeln untersucht, so dass fiinf Wiederholproben vorla-

gen.

Abbildung 30: Pflanzen zum Zeitpunkt der Ernte 2012; Parzellen gediingt mit ENR-
dotierter Giille: a) Porree, b) Weif3kohl
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Bodenprobennahme 2012

Es wurden vor der Diingung, zwischen Pflanzung und Diingung (08.05.2012) und nach der
Zwischenernte (11.07.2012) Bodenproben genommen. Vor der Pflanzung wurden zwei Pro-
ben entnommen: Eine Bodenprobe aus dem Bereich des Feldes, der spater mit Porree be-
pflanzt wurde und eine Bodenprobe aus dem Bereich, der spater mit Weifdkohl bepflanzt
wurde. Das Feld bzw. die Parzelle wurde jeweils an drei bis zehn Stellen beprobt, aus den
einzelnen Beprobungspunkten wurde eine Mischprobe zusammengestellt. Bei der Zwi-
schenernte wurden die Bodenproben an den Stellen entnommen, an denen die Pflanzen
wuchsen, die zur Zwischenernte entnommen worden waren, somit wurde hier auf den
Bohrstock verzichtet. Bei der Probennahme vor und nach der Diingung war der Boden durch
die Saatbettbereitung ausreichend tief aufgelockert, so dass sich die Verwendung eines

Bohrstockes eriibrigte.

5.3.1 Methodenentwicklung zur Bestimmung der Ceftiofurgehalte in Pflan-
zen

Im Feldversuch 2012 wurde erstmals Ceftiofur (CEF) eingesetzt. CEF gehort zu der Antibi-
otikaklasse der Cephalosporine, diese gehdren wie auch die Penicilline zu den (3-Lactamen.
Abbildung 31 zeigt das Grundgertst der Penicilline und das der Cephalosporine. Neben dem
gemeinsamen f-Lactam-Ring und der Amidgruppe zwischen 3-Lactam-Ring und Rest wei-

sen die Penicilline einen Thiazolidinring und die Cephalosporine einen Dihydrothiazinring

auf.
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Abbildung 31: Grundgeriist der a) Penicilline und der b) Cephalosporine [41]

Cephalosporine werden in dhnlicher Weise von nukleophilen Reagenzien angegriffen wie
die Penicilline. Das dabei resultierende Zersetzungsprodukt ist im Gegensatz zu der Penicil-
loinsdure (Struktur siehe Abbildung 3, Seite 23) instabil und zersetzt sich weiter in wassri-
gen Losungen [17, 118, 194]. Auf’erdem wird CEF schnell in Desfuroylceftiofur (DFC) um-
gewandelt, indem Furansdure abgespalten wird [264] (siehe Abbildung 32). DFC ist durch
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die Thiol-Gruppe sehr reaktiv und bindet z.B. an Proteine unter Bildung einer Disulfidbrii-
cke [265]. Diese Reaktionen finden im Tierkorper statt, so dass im Urin hauptsachlich ge-
bundenes DFC vorliegt. Zur Vermeidung dieser unerwiinschten Bindungen bei der Riick-
standsanalytik wird mittels Dithioerythritol (DTE) das DFC freigesetzt und mit lodacetamid
(IAA) zum Desfuroylceftiofuracetamid (DCA) umgesetzt (siehe Abbildung 33) [266].

H3C,

\O—N HN‘% i
A\ " oH 0
° \ﬁ YQ
N \ s s N
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Abbildung 32: Umwandlung von Ceftiofur in Desfuroylceftiofur durch Abspaltung
von Furansdure [267]
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Konjugiertes Desfuroylceftiofur Desfuroylceftiofur (DFC) Desfuroylceftiofur Acetamid (DCA)

Abbildung 33: Freisetzung von Desfuroylceftiofur mit Dithioerythritol und Stabili-
sierung durch Alkylierung mittels lodacetamid [265].

In den 90iger Jahren wurden verschiedene Studien zur Verstoffwechselung von CEF durch-
gefiihrt, dabei wurden die Tierarten Schwein [264, 268], Schaf [269], Rind [267, 270] und

Ratte [267] untersucht. Im Unterschied zu den anderen Cephalosporinen, die weitgehend
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unmetabolisiert aus dem Korper ausgeschieden werden, geht CEF bzw. der Metabolit DFC
zahlreiche Reaktionen ein [271, 272]. Bei der reversiblen Bindung von DFC an Proteine ist
der -Lactamring vor Spaltung geschiitzt und die mikrobiologische Aktivitat bleibt erhalten.
Auch konnen DFC-Cystein-Disulfid, DFC-Glutathion oder das DFC-Dimer entstehen. [268-
270, 272].

Neben der Bildung von DFC, welches durch Spaltung mittels einer Esterase im Kérper ent-
steht, werden auch mikrobielle Abbauprodukte im Urin nachgewiesen. Beispiele sind hier
Polar A, B und C sowie ein Ceftiofur-Sulfoxid-Cystein-Thioester [267, 270]. Einige Verbin-
dungen entstehen durch Aufspaltung des (3-Lactamringes und sind somit nicht mehr antibi-
otisch aktiv [272]. Eine Ubersicht iiber mégliche Metabolisierungsschritte von Ceftiofur

zeigt Abbildung 34.
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Abbildung 34: Metabolismus von Ceftiofur [271, 273-275]
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Zur Bestimmung von CEF und seiner Abbauprodukte in den Gemiise- und Bodenproben der
Feldstudie 2012 musste zundchst eine riickstandsanalytische LC/MS-Methode inklusive
Probenvorbereitung entwickelt werden. DFC und DCA wurden hierfiir in situ gebildet (siehe
Anhang Kapitel B.5 S.164). CEF ist kommerziell erwerblich. Als Ausgangspunkt fiir die LC-
MS-Methode dienten die in dem Arbeitskreis Grote der Universitdt Paderborn entwickelten
Methoden [240, 248] und eine Literaturrecherche:

Fiir die Extraktion von Ceftiofur wurde ein Borat- oder Ammoniumacetat-Puffer, pH 9 ver-
wendet. In einigen Publikationen wurde die Verwendung eines Boratpuffers, hergestellt aus
Borsdure oder Natriumtetraborat mit Zusatz von KCI bei verschiedenen Matrices, Milch,
Blutserum oder der reine Puffer, beschrieben [266, 270,272, 276-278]. Andere verwenden
einen Ammoniumacetatpuffer [265]. In diesem Puffer wird auch das DTE fiir die Umwand-
lung von CEF in DFC gelost. In der Literatur werden unterschiedliche Konzentrationen Bo-
rat, KCl und DTE zur Herstellung des Puffers und der Derivatisierungslosung verwendet:
Meier (2007), und Witte et al. (2001) verwenden 50 mmol/L Borat, Witte setzt 500 mmol/L
NaCl zu [276, 278]. Becker (2005) und Olson et al. (1998) nutzen einen 200 mmol/L-Puffer,
mit einer Salzkonzentration von 200 mmol/L KCl [266, 270]. Makeswaran et al. (2005)
nutzt einen 20 mmol/L Natriumtetraborat mit 50 mmol/L KClund Hornish et al. (2002) und
Beconi-Barker et al. (1995) 100 mmol/L Natriumtetraborat [265, 272, 277]. Fiir die in die-
ser Arbeit zu entwickelnde Methode zur Extraktion von CEF aus Pflanzenhomogenat wur-
den verschiedene Molarititen an Borat und KClI fiir den Extraktions- und Derivatisierungs-
puffer getestet. Auch unterschiedliche Reaktionszeiten und Temperaturen fiir die DFC-
Umwandlung wurden gepriift.

Nach der Umwandlung zum DFC erfolgt die Umwandlung zum DCA, siehe Abbildung 33
(S.91). Hierfiir wird lodacetamid verwendet. Auch hier wurden wieder Menge, Dauer und
Temperatur fiir die Reaktionsbedingungen erprobt. Entgegen den Angaben in den oben ge-
nannten Literaturquellen wurde auch das lodacetamid im Boratpuffer anstatt einem Phos-
phatpuffer geldst.

Tabelle 19 gibt einen Uberblick iiber die getesteten Bedingungen wihrend der Methoden-
entwicklung fiir CEF am Beispiel der Matrix Porree. Die endgiiltigen Bedingungen sind in

Tabelle 20 aufgefiihrt.
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Tabelle 19: Uberblick der erprobten analytischen Bedingungen in der Methodenentwicklung fiir die extraktive Derivatisierung von CEF aus

Porree
Dotie- |Umwandlung in DFC|{Umwandlung in DCA SPE Wlederf;/l(:dung m
rl[mg/iEF Menge Reak- |Tem- Menge Tem- Extraktionsmittel /Puffer Kartu- Kondi-
HE/ <8 8¢ | tions- pera- 8¢ | Zeit pera- pH tionie-| Waschen| Elution | CEF | DFC | DCA
FG] DTE . IAA sche
Zeit | tur tur rung
5000 Citratpuffer (0,1 mol/L Citronen- 5 mL 183 | ~0 ~0
50 siure, NaHzPO4, EDTA) 32 | 6cc HLB|MeOH, 33nr1nLLHS%/f))’ 6 tr}‘:;nl\gle 168 | ~0 | ~0
KH,PO4-Puffer (0,01 mol/L; 20% 200 mg| 5mL

50 (w/v) TCA) 2,5 H20 MeOH | (MeOH) | 25,9 0 0

200 ohne DTE ohne [AA 1. H20/Acetonitril (ACN) (1:1); 2. c18 3cc| 3 mL 298| ~0 ~0
H.0 200 mg |ACN, 3

200 1. KH;PO4/ACN (1:1); 2. KH2PO4 me "7 |3mLH0[5mLACN| 21,9 | ~0 | ~0

1. Borat (0,1 mol/L)/ACN (1:1); Bond | mL
200 HPoratin o me 4 Elut | H20 227 ~0 | ~0
2. Borat

5000 04g Citratpuffer (0,1 mol/L Citronen-| 3,2 1221 06 | ~0

50 0,02g saure, NaH,P0O4, EDTA) 3,2 ~0 | ~0 | ~0
ohne IAA KH,PO,-Puffer (0,01 mol/L; 20% 5 mL

50 | 002g 2PRarButier (9,01 MOY/L 28701 25 M 13 mL H,0, ~0 | ~0 | ~0

60 minl50° C (w/v) TCA) 6cc HLB|MeOH, 3 mL 5% 6 mL
5000 04g 025¢g Citratpuffer (0,1 mol/L Citronen-| 3,2 |200mg| 5 mL MeOH MeOH ~0 ~0 ~0
50 0,02g 0,02g | 60 RT saure, NaH,P04, EDTA) 3,2 H20 ~0 | ~0 | ~0
min KH2PO4-Puffer (0,01 mol/L; 20%

50 0,02g 0,02g (w/v) TCA) 2,5 0 0 0
5000 0,04¢g 0,1 mol/L Borat +0,05 mol /L KCI ~0 ~0 1,6
5000 0,04 g 0,1 mol/L Borat + 1 mol/L KCl C18 3cc ~0 ~0 8,4

20 200 puL | 200 m 0,002
5000 10 min|30°C| 0,05g min 30°C 0,1 mol/L Borat FAH Bondg 0,002 |5mLH;0{3 mLACN| 1,0 | ~0 | 0,3
50 0,0002 g 0,0005 g 0,1 mol/L Borat +0,05 mol/L KCl| 400 uL| Elut 0,002 1,6 | ~0 ~0
50 0,0002 g 0,0005 g 0,1 mol/L Borat + 1 mol/L KCl FA ~0 ~0 ~0
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Tabelle 20: Bedingungen fiir die extraktive Derivatisierung von Ceftiofur aus5 g
Pflanzenmaterial (Borat-Methode)

Extraktion Derivatisierung 1. | Derivatisierung 2. | Vorbereitung SPE
Schritt Schritt
0,1 mol/L Borsaure;|0,02 g Dithioerythri-|0,05 g lodacetamid|500 pL konz. Ameisen-
pH 9, KOH tol (DTE) (IAA) sdure
30 min, 50°C 30 min, 50°C 10 min Zentrifugation

Nach der extraktiven Derivatisierung von CEF zu DCA wurde eine Festphasenextraktion und
LC-MS angeschlossen. Fiir die Festphasenextraktion wurde eine C18-Kartusche (3cc 200 mg
Bond Elut) verwendet, das Elutionsmittel war Acetonitril (Borat-Methode).

Zur LC-MS-Analytik wurde die im Mess- und Auswerteprogramm ,Xcalibur” erstellte Mess-
methode auf die Analyten CEF, DFC und DCA erweitert. Die neu entwickelte Tuningmethode,
sowie die Vorlaufer-lonen und [M+H]*-Fragmente (Produkt-lonen) von CEF, DFC und DCA
wurden als neue Scan Ereignisse in die dazugehorigen Segmente (Zeitfenster) der bereits
vorhandenen Messmethode eingefligt. Tabelle 21 zeigt die charakteristischen Werte fiir CEF,
DFC und DCA. Die bereits bestehende HPLC-Methode konnte verwendet, werden, da alle
drei Analyten, innerhalb des programmierten Gradienten eluierten, so dass die LC-MS Me-
thode der Riickstandsanalytik von AMO, ENR und TC um die Daten von CEF erganzt wurde.
DCA mitm/z von 487 eluierte bereits bei einer Retentionszeit (tr) = 5,7 min, gefolgt von DFC
bei 8,5 min. DFC weist ein m/z von 430 auf. Am spéatesten eluierte CEF mit tzg = 15,7 min. Das
m/z von CEF betragt 524. Alle drei Verbindungen fragmentieren in gleicher Weise: Das
Hauptfragmention ist m/z 241 neben einer Vielzahl an wenig intensiven Fragmenten, wie

m/z 396 oder m/z 285 (siehe Tabelle 21) [266, 273].
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Tabelle 21: Strukturen und Kenndaten fiir die MS/MS-Detektion von Ceftiofur und der Umwandlungsprodukte Desfuroylceftiofur
und Desfuroylacetamid

Produkt-Ionen

Stoff- | Bezeich- | Abkiir- Struktur Vorlduferion | Stof3energie [m/z] (Peakinten- | Retentionszeit [min]
Klasse nung zung [m/z] [%] .
sitidten)
HsC P
3 YN HN y % 240,9 (100%)
- 0,
Ceftiofur | CEF ) oW o\ | 52 30 39,8 (5-10%) 15,7
N 0§ s o 284,9 (5-10%)
L\ 196,9 (5-10%)
H,NT S o)
NH, S
T
N/
o _A_o 240,9 (100%)
Desfuroyl- HC™ N 395,8 (5-10%)
2 | ceftiofur | DTC N s 430 30 284,9 (5-10%) 85
g ﬁ( 196,9 (5-10%)
ki o N SH
S
O ©OH
NH, S
T
N/
0,
Desfuroyl- H 3C/O\ NT 0 3’23 50 ;39 ((51 —(;(())0/2))
:ifetézgl; DCA HN S 487 30 284.9 (5-10%) 57
j:( 0 196,9 (5-10%)
N
o] = S\)]\NHZ
O OH
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Es wurde versucht, auch fiir die Probenvorbereitung eine Multimethode zu entwickeln, so
dass AMO, ENR, CEF und deren Metabolite gleichzeitig zu erfassen sind. Die Borat-Methode
wurde auch fiir die anderen Antibiotika ohne Zusatz von DTE und [AA mittels Wiederfin-
dungsstudien getestet (siehe Tabelle 22 und Tabelle 23). Fiir CEF bzw. DCA konnte mit der
Borat-Methode eine Wiederfindung von 9 - 30% bei unterschiedlichen Dotierungskonzent-
rationen fiir Porree und Weif3kohl erreicht werden. Es wurde fiir alle Stoffe derselbe Ablauf
zur Probenvorbereitung gewahlt, jedoch wurden schliefdlich unterschiedliche Puffer und

SPE-Kartuschen verwendet (siehe Tabelle 48 S.178).

Tabelle 22: Wiederfindung [%] von Antibiotika und Umwandlungsprodukten in
Porree

Dotierung von Kontrollproben, junge Blattabschnitte, Ernte 2012, Borat-Methode, Matrix-

kalibrierung, N=2, n=2, n.n.=nicht nachgewiesen

Wiederfindung [%
Dotierung
in pg/kg
G 5 8 10 25 50 100 200 1000
Analyt
ENR 1152 +/-| 92,7 88,7 [598+/-| 92,8 90,6 82,9 90.8
23,3 +/-64|+/-6,8 9,6 +/-40|+/-64|+/-47 | +/-3,0
CIP 233+/-| 21,4 46,3 |369+/-| 74,5 60,3 67,8 86,4
39 +/-39|+/-81 7,1 +/-15|+/-25|+/-1,6 | +/-4,6
AMO n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
AMA n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Diketo n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 7’2’;/_ +}_7’0(?7
oTC + TC 255+/- | 13,9 15,7 9,4+/- 22,1 11,5 |98+/-| 122
3,0. +/-46|+/-28 4,9 +/-1,0 | +/-5,0 1,5 +/-1,7
CEF n.n.* n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
DCA . 26,8 29,9 |[285+/-| 23,2 14,1 |89+/-| 11,8
+/-3,7|+/-3,8 4,2 +/-05|+/-43 0,7 +/-0,1
DFC n.n.* n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.

* CEF und DFC wurden nicht wiedergefunden, da die Extraktionsmethode zur Derivatisie-
rung beider Stoffe zum DCA fiihrt.

97



Tabelle 23: Wiederfindung [%] von Antibiotika und Umwandlungsprodukten in
WeifRkohl

Dotierung von Kontrollproben, Kopf, Ernte 2012, Borat-Methode, Matrixkalibrierung, N=2,

n=2, n.n.=nicht nachgewiesen

Wiederfindung [%]
Dotierung
8/ lé]g 5 8 10 25 50 100 | 200 | 1000
Analyt
ENR 48,1 +/-169,6 +/-| 70,4 +/-| 68,6 +/-1 79,3 +/-| 74,2 +/-| 66,5 +/-| 63,4 +/-
5,2 8,1 10,9 13,1 7,2 9,6 4,1 4,6
CIP 559 +/-|56,1 +/-|62,8+/-|70,0 +/-| 60,6 +/-| 71,7 +/-| 59,7 +/-| 59,2 +/-
9,0 7,9 9,0 10,0 12,3 5,9 8,1 49
AMO n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
AMA n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.

. 8,7+/-13,0+/-/18,5+/-|47,0 +/-
Diketo n.n. n.n. n.n. n.n. 5’5/ 10’3/ 25 / 6,5 /
oTC + TC 34,3+/-135,1+/-|129,9+/-|130,2+/-141,9+/-|39,4+/-|37,4 +/-| 38,4 +/-

5,3 6,6 10,4 13,5 9,9 14,5 13,5 2,6
CEF n.n.* n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
DCA 225+/-117,1+/-|111,8+/-| 21,6 +/-|17,5+/-| 19,4 +/-| 13,8 +/-| 11,5 +/-

2,8 3,3 2,3 1,6 2,0 0,9 3,6 1,1
DFC n.n.* n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.

* CEF und DFC wurden nicht wiedergefunden, da die Extraktionsmethode zur Derivatisie-
rung beider Stoffe zum DCA fiihrt.

5.3.2 Ergebnisse der Riickstandsanalysen der Anbauperiode 2012

Pflanzen

Die oberirdischen Proben der Zwischenernte 2012 (Tabelle 24), die auf Parzellen mit ENR-
dotierter Schweinegiille wuchsen, wiesen einen minimalen ENR-Riickstand auf. Fiir die
Wurzel konnte ein ENR-Gehalt von 2,0 pg/kg fiir Porree und 1,7 pg/kg fiir Weifskohl gemes-
sen werden. AMO und CEF bzw. DCA wurden nicht nachgewiesen, ebenso keine Metaboliten

(AMA, Diketo, DFC).
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Tabelle 24: Ergebnisse der Zwischenernte 2012
150 mg/m? Dotierung im Boden, gediingt mit Schweinegiille 2 L/m?, 5 g Einwaage Homo-
genat; Extraktant siehe Tabelle 48 S.178, externe Kalibrierung, N=2, n=2, , Ergebnisse in
pg/kg FG Homogenat, n.n.=nicht nachgewiesen, BG=Bestimmungsgrenze

Pflanze Probe Dotierung | AMO | AMA | Diketo ENR CIP | CEF
. oD n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
junge AMO n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.

Blattab-
. ENR n.n. n.n. n.n. <BG n.n. n.n.

schnitte
CEF n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
oD n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
alte Blatt- AMO n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.

Porree .
abschnitte ENR n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
CEF n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
oD n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Wurzel AMO n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
ENR n.n. n.n. nn. |2,0+/-0,1| nn. n.n.
CEF n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
oD n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Kopf AMO n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
p ENR n.n. n.n. n.n. <BG n.n. n.n.
CEF n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
oD n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
auflere AMO n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Weifdkohl N

elibko Blatter ENR n.n. n.n. nn. |[1,7+/-0,1| n.n. n.n.
CEF n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
oD n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
AMO n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.

Wurzel
ENR n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
CEF n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.

Die Proben der Ernte 2012 (Tabelle 25) zeigten bis auf die Wurzeln von Porree und Weif3-

kohl der ,ENR-Parzelle“ keine Riickstinde. Aus den Wurzeln des Porrees lief3en sich

0,5 ug/kg FG ENR extrahieren. In den Weifskohlwurzeln wurden ebenfalls 0,5 pg/kg FG ENR

nachgewiesen.

99



Tabelle 25: Ergebnisse der Ernte 2012

150 mg/m? Dotierung im Boden, gediingt mit Schweinegiille 2 L/m?, 5 g Einwaage Homo-
genat; Extraktant siehe Tabelle 48 S.178, externe Kalibrierung, N=2, n=2, , Ergebnisse in
ug/kg FG Homogenat, n.n.=nicht nachgewiesen

Pflanze | Probe |Dotierung| AMO | AMA | Diketo| ENR CIP CEF
unee oD n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Jung AMO n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Blattab-
. ENR n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
schnitte
CEF n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
oD n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
alte
AMO n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Blattab-
Porree . ENR n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
schnitte
CEF n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
oD n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
AMO n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Wurzel +/-
ENR n.n. n.n. n.n. 0,5+/ n.n. n.n.
0,1
CEF n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
oD n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
AMO n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Kopf
ENR n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
CEF n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
oD n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
. dufdere AMO n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Weif3- R
Blatter ENR n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
kohl
CEF n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
oD n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
AMO n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Wurzel +/-
ENR n.n. n.n. n.n. 0,5+/ n.n. n.n.
0,3
CEF n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.

Der Vergleich der Ergebnisse der Zwischenernte mit der Ernte im Anbaujahr 2012 zeigt,
dass der messbare Antibiotikagehalt abgenommen hat. Wie in Kapitel 3.4.3 (S.56) wieder-
gegeben berechnen Rein et al. (2011) [228] und Goktas et. al. (2011) [218] unterschiedliche
Kontaminantenkonzentrationen zu verschiedenen Zeitpunkten des Pflanzenwachstums.
Rein et al. errechnen fiir Sommerweizen um den 75. Wachstumstag die hochste Kontami-
nantenkonzentration in Blatt und Frucht. Die Zwischenernte 2012 erfolgte um den 60.
Wachstumstag. Unter der Annahme, dass Sommerweizen, Porree und Weifskohl ein ahnli-
ches Verhalten bei der Aufnahme von Antibiotika zeigen, konnte es moglicherweise sein,
dass die Zwischenernte gerade zu dem Zeitpunkt erfolgte, als die Pflanzen gerade die

hochste Antibiotikakonzentration aufgenommen hatten. Es ist aber auch méglich, dass auf-
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grund der Messungenauigkeit durch die Komplexitit der Analytprobe, die an der Nachweis-
grenze liegenden Werte der Zwischenernte in den Ernteproben nicht erneut gemessen wer-
den konnten.

In den Wurzeln ist wie in den Blattern ein Riickgang in der ENR-Kontamination zu erkennen.
Dies ist im Gegensatz zu den Berechnungen von Rein et al., der fiir die Wurzeln einen gleich
bleibenden Gehalt bestimmte. Sie nahmen bei ihren Berechnungen eine konstante Kontami-
nantenkonzentration an. Die Analyse des Bodens der ENR-Parzellen zeigte jedoch einen
Riickgang des extrahierbaren Anteils (siehe Tabelle 26, S.102). Andererseits ist es auch mog-
lich, dass es bei zunehmender Grofde und Dicke der Wurzeln vermehrt zur Lignifizierung
kommt, wobei die Antibiotika irreversibel eingeschlossen werden kénnten [217].
Ergidnzend wurden in Gefafdversuchen von Boonsaner et al. (2010) in 4-Wochen-alten-Soja-
bohnen nach Umsetzung auf antibiotikahaltige Erde in den ersten 6 Tagen Antibiotikageh-
alte festgestellt, nach 12 Tagen jedoch nicht mehr [227].

Ein hoherer Befund in den Wurzeln im Vergleich zu den Blattern, wie dies im Feldverusch
2012 der Fall war, stellten in Gefdaf3versuchen auch Xiao et al. (2012) fiir Ciprofloxacin in
Chinakohl, Rettich, Tomate und Schlangenbohne [221] und Eggen et al. (2011) in Méhren
und Gerste [222] fest

Yu et al. (2012) stellten fest, dass sich ENR hauptsachlich in den oberen 5 cm des Bodens
wiederfindet [204]. Da Porree- und Weifdkohl beide eine Wurzeltiefe von 30 bis 60 cm aus-
bilden [279], ist es moglich, dass Wurzeln der alteren/erntereifen Pflanzen den ENR-
belasteten Oberboden nicht mehr erreichten, sondern dies nur bei den jiingeren Pflanzen

der Fall war.

Boden 2012

Im Boden wurde direkt nach der Diingung erwartungsgemafd ENR nachgewiesen (siehe Ta-
belle 26). Auch zum Zeitpunkt der Ernte wurde ENR im Boden detektiert. Die anderen An-
tibiotika und deren Umwandlungsprodukte konnten nicht nachgewiesen werden.

Die nachgewiesenen Riickstdnde deuten darauf hin, dass ENR zur Aufnahme in die Pflanze
zur Verfligung steht. Zur Bestimmung des Antibiotikagehaltes im Boden wurde die Boden-
probe mit Mg(NO3),-Puffer geschiittelt, so dass nur extrahierbare Anteile gemessen wurden.
Eine Ablosung der Antibiotika von den Bodenpartikeln durch Wasser und Mg2*-lonen ist
auch auf dem Feld und damit in der Umwelt denkbar. Auféerdem zeigten dem Projekt vor-
hergehende Hydrokulturversuche, dass ENR und CIP von Weifskohl und Porree aus wassri-

ger Losung aufgenommen werden konnen [248]. Somit wird durch zwei Hinweise (nachge-
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wiesene Riickstinde im Boden und bestitigte Pflanzenaufnahme in Hydrokultur) ersicht-
lich, dass die Pflanzen vom Feldversuch ENR und CIP aufnehmen. Das Potential von Porree
und Weif3kohl ENR aufzunehmen, konnte durch in Spuren nachgewiesene ENR-Riickstande
in der Pflanze bestatigt werden.

Zum Zeitpunkt der Diingung konnte ein extrahierbarer ENR-Gehalt im Boden der Weifskohl-
parzelle von 40 pg/kg FG gemessen werden. Im Boden der Porreeparzelle konnte eine Kon-
zentration von 28 pug/kg FG gemessen werden. Die beiden Bodenproben zeigen Unter-
schiede im ENR-Gehalt, obwohl zum Zeitpunkt der Diingung Porree- und Weifskohlparzelle
gleich waren, da die Diingung vor der Pflanzung erfolgte. Die Unterschiede sind zum einen
durch die Matrix Boden zu erkldren: Boden bzw. eine wassrige Losung des Bodens ist sehr
komplex [280]. Eine Aufreinigung vor der Messung erfolgt nur zum Teil, da es ansonsten zu
starken Verlusten von Antibiotika wahrend der Probenvorbereitung kommt. Die Bodenbe-
standteile, wie Huminstoffe oder Metallkationen konnen die Bestimmung des Antibiotika-
gehaltes storen. Ein weiterer Grund fir die unterschiedlichen Messwerte kann die Vertei-
lung der Giille auf der Parzelle sein. Die Giille wurde per Hand eingeharkt, es ist somit mog-
lich, dass es trotz sorgfaltiger Arbeit zu verschiedenen Giillekonzentrationen iiber die Par-
zelle kam. Die Variation in der Messung des ENR-Gehaltes im Boden zeigt auch die Stan-
dardabweichung von 27 bzw. 28%.

Die Intensitdten der CIP-Peaks waren zu gering fiir eine Quantifizierung, so dass hier kein
valider Gehalt an CIP im Boden errechnet werden konnte. In den Bodenproben, die zur Ernte
genommen wurden, konnte ein wesentlich geringerer ENR-Gehalt extrahiert werden. Fiir
die Weifdkohlparzelle wurden 6 pg/kg FG bestimmt und fiir die Porreeparzelle 5 pg/kg FG.
Der extrahierbare ENR-Gehalt im Boden ist somit wahrend der Wachstumsperiode um eine

halbe Grofienordnung zuriickgegangen.

Tabelle 26: Antibiotika und Umwandlungsprodukte im Boden des Versuchsfeldes
2012

150 mg/m? Dotierung im Boden, Bodenfraktion < 0,5 mm, 5 g Einwaage, Mg(NO3)2-

Extraktant, externe Kalibrierung, N=2, n=3, n.n.=nicht nachgewiesen

Gehalt [pg/kg FG ]
Bodenprobe Parzelle Antibiotikum Umwanddli;?gspro—
ENR CIP
vor der Diingung ganzes Feld n.n. n.n.
zum Zeitpunkt der Diin- Weif3kohl 40,4 +/-10,9 n.n.
gung Porree 27,7 +/-7,8 n.n.
. Weifdkohl 6,0+/-15 n.n.
zum Zeitpunkt der Ernte Porree 4,7 +/-1.2 o
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Abbildung 35: Massenchromatogramm und Fragmentspektrum von a) ENR und b)
CIP im Boden

Weifskohlparzelle, gediingt mit ENR-dotierter Schweinegiille [3=75 mg/kg], (tr = 8,60 min),
LC-MS/MS, SRM-Modus

Die geringe Wiederfindung von ENR im Boden zum Zeitpunkt der Ernte im Vergleich zum
Zeitpunkt der Diingung kann verschiedene Ursachen haben: Es kommt insbesondere durch
biologische Transformationsprozesse zu einer intensiven Degradation und Inaktivierung
der Antibiotika, diese wird durch Sequestrierung (Festlegung im Boden) gehemmt [7].

Yuetal (2012) schrieben, dass iiber 90% des applizierten ENR von fiinf verschieden Boden
adsorbiert wurde. Bei Tonmineralien lag die Sorption bei iber 98%, ENR lagert sich hier in

die Mineralschichten ein [204]. Auch Untersuchungen von Uslu et al. (2008) ergaben fiir
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lehmigen Sand mit der hdchsten Konzentration an organischem Material einen hohen Sorp-
tionsgrad von ENR. Leal et al. (2013) schreiben, dass Fluorchinolone selbst in einem Boden
mit viel Sand und wenig organischen Anteil nicht ausgewaschen werden. Sie geben Katio-
nenaustausch als wichtigsten Sorptionsmechanismus an [281].

Sorption, Abbau und geringe Pflanzenaufnahme kénnen ebenso Griinde sein, weswegen die
anderen Antibiotika nicht nachgewiesen werden konnten. Subbiah et al. (2011) beschrei-
ben, dass die Sorption von Antibiotika am gréfdten bei schluffigen Lehmbdden war, gefolgt
von sandigem Lehm. Sandbdden zeigten das geringste Sorptionsvermdogen [202]. Im Feld-
versuch lag ein sandiger schluffiger Lehmboden mit einem Schluffanteil von 70%. Ein hohe-
rer Schluffanteil bedeutet mehr Sorptionsplatze, die zur Verfiigung stehen und die Antibio-
tika binden kénnen.

Kim et al. (2012) stuften AMO als hochmobil im Boden ein. [203]. Boxal et al. beschreiben
einen schnellen Abbau von AMO, sie berechneten eine Halbwertzeit von einem Tag fiir AMO.
Sie dotierten luftgetrockneten Boden mit 1 mg/kg AMO [220]. Auch Kotzerke et al. (2011)
untersuchten den Abbau von AMO in Boden und auch Giille: Bereits kurz nach Zugabe von
AMO zum Boden konnten sie kein AMO mehr extrahieren oder es war kein Effekt beziiglich
des Bakterienwachstums sichtbar [282]. Vries-Hospers et al. (1993) beschreiben, dass die
Bindung an Giille- oder Bodenbestandteile einen grofderen Einfluss auf den Aktivitdtsriick-
gang haben als vorhandene 3-Lactamasen [283].

Um Hinweise auf den Abbau und der Bildung moglicher Umwandlungsprodukte der f3-
Lactame zu gewinnen, wurden ergidnzende Sorptionsstudien durchgefiihrt (siehe Kapitel

5.3.3,5.104)

5.3.3 Verhalten von CEF und AMO in Giille und Boden: Sorptionsstudien

Die riickstandsanalytischen Untersuchungen von Porree und Weif3kohl fiihrten zu keinen
Befunden auf die der Giille zudotierten B-Lactame, AMO und CEF bzw. die Umwandlungs-
produkte AMA, Diketo sowie DFC und DCA. In der Literatur wird die Reaktivitit von AMO
und CEF in unterschiedlichen Matrices wie tierischem Geweben, Tierexkremente, Boden,
und Puffer beschrieben [275, 284-286, 287, 288].

Um Hinweise auf Umwandlungsprodukte der (3-Lactame zu erhalten, wurde der Abbau bzw.
die Extrahierbarkeit der Antibiotika mittels zeitabhadngiger Wiederfindungsstudien unter-
sucht. Blindproben von Giille und Boden der Feldversuche wurden in Wasser suspendiert

und mit AMO und CEF dotiert. Nach bestimmten Zeitabstidnden wurde die fliissige Phase
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beprobt und mittels LC/MS analysiert. Die gemessenen Konzentrationen wurden in Abhén-
gigkeit von der der Zeit graphisch ausgewertet.

Die Ergebnisse zeigen einen deutlichen Abfall der extrahierbaren Anteile von AMO und CEF
aus dem Boden mit zunehmender Suspensionszeit. Bei AMO wurde die simultane Bildung
von AMA beobachte. Diketo wurde nicht nachgewiesen (Abbildung 36).

Der Konzentrationsverlauf der Antibiotika in Giille ergibt ein dhnliches Bild: Die Konzentra-
tion nimmt bei den Antibiotika mit der Zeit ab, besonders deutlich ist dies im Fall von AMO
zu erkennen. Weiterhin konnte die Bildung von AMA auch in Giille beobachtet werden

(Abbildung 37).
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Abbildung 36: Extrahierte f3-Lactam-Konzentration aus Boden, als Funktion der Zeit:
AMA wurde durch Umwandlung von AMO gebildet.

Boden der Kontrollparzellen, mit 750 pg/kg FG AMO und CEF dotiert, homogenisiert und

bei RT inkubiert; Mg(NO3).-Extraktant, externe Kalibrierung, N=1, n=2
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Abbildung 37: Umwandlung und Sorption von AMO und CEF in Giille als Funktion
der Zeit: Bildung der Penicilloinsdure von AMO.

Giille mit 75 mg/L AMO und CEF dotiert, inkubiert bei Raumtemperatur, externe Kalibrie-
rung, N=1, n=2

Der Verlust der Antibiotika kann die Folge einer hohen Sorption der Antibiotika an den Bo-
den [203] oder einer schnellen Zersetzung [7]sein . Dabei ist zu beobachten, dass die Ex-
traktion von CEF gegeniiber AMO iiber den gesamten Zeitraum hoher ist. Weiterhin ist be-
achtenswert, dass die Aktivitdt von B-Lactamen im bodengebundenen Zustand erhalten

bleiben kann [202].

5.3.4 ,Spectral Counting“: Hinweise auf Umwandlungs- und Abbauprodukte
von CEF und AMO

5.3.4.1 Prinzip ,Spectral Counting”

Fiir die Riickstandsanalytik wurden die m/z-Signale der Quasimolekiilionen bzw. Fragmente
der Antibiotika und Umwandlungsprodukte mittels selected-reaction-mode (SRM) im Mas-
senspektrometer gemessen (siehe Kap. B.6.4 S.168). Neben den MS/MS-Spektren der SRMs
wurden auch MS-Spektren iiber den gesamten Massenbereich (m/z 150-1200) aufgenom-
men (full-MS). Um Hinweise auf weitere Umwandlungsprodukte von AMO und CEF zu erhal-
ten, wurden full-MS-Spektren ausgewdhlter Proben nach der ,spectral counting” Methode
ausgewertet. Diese aus der Protein- /Peptid-MS-Analytik bekannte Methode [289-291] lauft

nach folgendem Prinzip ab:
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Beim spectral counting wird das Verhéltnis der Anzahl der aufgenommenen MS/MS-
Spektren (spectral count) von Peptiden in der Blindprobe zur Anzahl des gleichen Peptids
in der Probe berechnet. Es werden ausschliefdlich die Peptide zur Berechnung genutzt, die
bei der Spaltung eines bestimmten Proteins fiir dieses Protein einzigartig sind, d.h. sie treten
bei der Spaltung keines anderen Proteins auf (Liu et al. 2004). Je abundanter ein Protein in
einer Probe ist, desto hdufiger werden Massenspektren der zugehorigen Peptide aufgenom-
men. Somit liefert die ermittelte Anzahl der Spektren, in denen das ,einzigartige” (unique)
Peptid detektiert wurde, Hinweise auf die relative Quantitat des zu bestimmenden Proteins
in der Analysenprobe. Wird die Anzahl der MS/MS-Spektren mit denen einer Blindprobe
verglichen, so wird von einer ,Semiquantifizierung“ gesprochen.
Fiir die Adaption auf die hier auszuwertenden riickstandsanalytischen MS-Daten wurde ein
Suchalgorithmus (Perl-Skript, siehe Anhang Kapitel C, S.183) entwickelt, der in den Massen-
chromatogrammen alle m/z-Signale mit einer Intensitat (normalization level) grofier 104
und Angabe der Retentionszeit und Probenbezeichnung aus den Rohdaten herausfiltert. Die
Anzahl der Spektren, in denen eine bestimmte Masse auftrat, wurde bestimmt. Der Begriff
Masse wird zwecks Vereinfachung hier fiir das entsprechende m/z-Signal des Quasimolekii-
lions (MH*) verwendet. Aufgrund der Nutzung einer ESI-Quelle im Positivmodus und der
niedrigen Molmassen der Analyt-Molekiile (m/z < 750) wird davon ausgegangen, dass alle
m/z-Signale den einfach geladenen Quasimolekiilionen (MH*) zuzuordnen sind.
Fiir die Auswertung wurden die verschiedenen Proben wie folgt gruppiert:

- Wirkstoff-Standardlésung, als Multistandard und einzeln

- Gemiisefeldproben, die von AMO- oder CEF-dotierten Versuchsparzellen stammen

und
- Kontrollproben von undotierten Parzellen

- Proben mit ENR oder TC, als weitere Kontrollproben

Die Anzahl der aufgenommen MS-Spektren einer bestimmten Masse wurde fiir jede Proben-
gruppe summiert und miteinander verglichen, so dass hier (im weitesten Sinne) von spect-
ral counting gesprochen werden kann. Als Beispiel sei das Signal m/z= 367 bei einer Re-
tentionszeit von ca. 3 min genannt: Es wurde in 5633 Spektren von AMO-Standardproben
registriert und auch in 13 Spektren von alten Blattabschnitten des Porrees, der auf einer
Versuchsparzelle wuchs, die mit AMO-dotierter Schweinegiille gediingt worden war. In Por-
reeproben der Kontrollparzelle trat das Signal nicht auf. Die Haufigkeit der Registrierungen
dieses Signals in MS-Spektren des AMO-Standards und das Fehlen in der Kontrollprobe kann
als Hinweis gewertet werden, dass in den Porreeblattern einiger Proben ein Umwandlungs-

produkt von AMO vorliegt.
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Tabelle 27 zeigt ausgewdhlte Daten des spectral countings. Als Beispiel werden die Mess-
werte zweier Standardproben von CEF (m/z 524) und AMO (m/z 366) aufgefiihrt. Eine Zeile
in der Tabelle 27 reprasentiert ein Spektrum, indem die jeweilige zu diagnostizierende

Masse aufgetreten ist.

Tabelle 27: Ausgewihlte Daten fiir spectral counting: CEF und AMO-Standardproben
(1 mg/L)
Eine Zeile entspricht einem ,spectral count”

m/z | Probenbezeichnung | Retentionszeiten [min] | Peakintensitit im MS-Spektrum
366 AMO _1 3,0 1105437
366 AMO _1 3,1 2646198
366 AMO _1 3,2 1905121
366 AMO _1 3,3 811362
366 AMO _1 3,4 265350
366 AMO _2 3,1 1319167
366 AMO _2 3,1 3673681
366 AMO _2 3,2 2517630
366 AMO _2 3,3 1086324
524 CEF_1 15,4 8867716
524 CEF_1 15,5 10557002
524 CEF_1 15,6 7622776
524 CEF_1 15,7 4820115
524 CEF_1 15,8 4598400
524 CEF_1 15,9 4016438
524 CEF_1 16,0 1665786
524 CEF_1 16,1 588218
524 CEF_1 16,2 255181
524 CEF_2 15,4 1135474
524 CEF_2 15,5 9322964
524 CEF_2 15,6 10949002
524 CEF_2 15,7 7578810
524 CEF_2 15,8 4534230
524 CEF_2 15,9 4586191
524 CEF_2 16,0 3985278
524 CEF_2 16,1 1441652
524 CEF_2 16,2 406528

5.3.4.2 CEF-Counting

Die Vorgehensweise bei der hier angewendeten Variante des spectral counting wird an ei-
nem weiteren Beispiel ndher erliautert. Dabei geht es um Hinweise auf MS-Daten méglicher

Umwandlungsprodukte des Ceftiofurs:
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Als Beispiel wird die Masse bei m/z 456 gewahlt. Sie tritt in 370 Spektren bei einer Retenti-
onszeit von 16,9 min auf. Um diese Werte zu erhalten, wurden folgende Schritte durchge-
fiihrt: Zuerst wurden die Daten in den Tabellen, die aus der Filterung der Rohdaten erhalten
worden waren, nochmals ,,CEF-spezifisch” gefiltert, denn es konnten aufgrund des sehr gro-
3en Datenumfangs nicht alle Massen ausgewertet werden. Die Daten wurden nach allen Pro-
ben selektiert, die ausschliefdlich CEF bzw. DFC oder DCA enthielten. Kontrollproben und
Proben, die auch andere Antibiotika enthalten konnten, wurden zunachst nicht beachtet.
Alle Massen, die in mehr als 100 Spektren in den CEF-Proben auftauchten, wurden erfasst.
Anschliefdend wurden alle Proben ausgewertet, in denen die Masse m/z 456 detektiert
wurde, unabhangig davon, ob es sich um eine CEF-Probe handelte oder eine Kontrollprobe
etc. Eine CEF-Probe war entweder eine Pflanzenprobe aus einem Wiederfindungsexperi-
ment (im Labor dotierte Kontroll-Gemiiseprobe) oder eine Feldprobe, die von einer Parzelle
stammte, die mit CEF-dotierter Giille gediingt worden war. Es wurde gepriift, bei welcher
Retentionszeit die Masse detektiert wurde und in welchen Proben die Masse iiberwiegend
auftrat. Es wurde jeweils ein Retentionszeitfenster bis zu 2 min ausgewertet. Des Weiteren
wurden nur Proben gewertet, in denen die Masse in mindestens zwei Spektren zur gleichen
Retentionszeit auftrat. Die Masse m/z 456 trat haufiger in CEF-Proben als in Kontrollproben
auf, somit wurde angenommen, dass diese moglicherweise einem Umwandlungsprodukt
von CEF zuzuordnen ist.

Wie im obigen Abschnitt beschrieben, wurde fiir alle Massen verfahren, die in insgesamt
mehr als 100 Spektren in den CEF-dotierten Proben auftraten. Tabelle 29 (S. 112) zeigt die
Massen und die Anzahl der zugehorigen Spektren, die haufig in den CEF- Proben registriert

wurden.

Literaturrecherche

Parallel zum spectral counting wurde eine Literaturrecherche zu moglichen Umwandlungs-
produkten bzw. Abbauprodukten von CEF durchgefiihrt. Tabelle 28 zeigt Strukturen von
Umwandlungsprodukten, die in der Literatur beschrieben sind. Neben Natrium- und Kali-
umaddukten sowie Dimeren werden Oxidationsprodukte, wie Desacetylcefotaxim und Um-
wandlungsprodukte, wie DFC-Thiolacton oder 2-Amino-a-(methoxyimino)-4-thiazolaceta-

mid (AMTA) beschrieben.
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Tabelle 28: Umwandlungs- und Abbauprodukte von CEF, nach Literaturangaben

m/z| Ion Name Struktur Literatur
2-Amino-a- \STNHZ
. . _ N
201 | M+H [metho?(ylmmo) O [292]
4-thiazola- HoN }\I-O [275]
cetamid (AMTA) 2 CHs
S
( W/NHz
Q /N [273]
243 | M+H CEF-Aldehyd \
NH N-O [286]
<O_ CH;
CHa
O‘N
HN- N,/ H
396 | M+ | 3-Desacetylce- \g s 267]
fotaximlacton 0 [Ni\g
O
O
O
CHs
O"{\l Y
412 | M+H | DFC-Thiolacton N NS [267, 275,
HoN— | O N 286]
S o
0 S
CHa
O\IN e
Ammoniumdest- N N
413 | M+H | hiofuroylceftio- H2N‘</m fLNHz [275]
fur S ST N
O
CH, OH
CHa
O\IN H
414 | M+l Desacet'ylcefota- /N N S [267]
Xim H2N“<SI o) N. SH
@)
O~ "OH
GHs
O\IN y
430 | M+H DFC HzN‘(NJ/H(Nj;rS | (267
S O g N~ S o)
O~ "OH ©
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Fortsetzung Tabelle 28: Umwandlungs- und Abbauprodukte von CEF, nach Litera-

turangaben
m/z| lon | Name Struktur Literatur
CHy
O\IN y
N N S
468 | M+K | DFC HN—C ﬂ jr_r B [273]
S OO N~ S o
O~ OH ©
GHs
O‘{\l ’
N N S
524 | M+H CEF HZN“«J)\'( j;r ’ A [267]
S O g N A S o)
O~ OH ©
CH;
O.
AR 3
540 | M+H |, ox-CEF* HQN\(J)\’( j;r I \ [287]
S 0] g N~ S e)
O~ OH ©
CHs
O\IN ’
N N S
546 |M+Na| CEF HQN-(ﬂ j;r M [287]
S OO N~ S o
O~ "OH ©
)
C H3C‘o N HN4¢< i
DFC- - N
549 | M+H | Cystein- > \Ji‘:OH [2277;]’
disulfid NN © S S. NH,
A Y
H,N™ S COOH
CHy
O\IN ’
N N S
[S OO N~ S o
o”on  °©
HoN
S
o O\oH Nf/
DFC- ai b N s 11, [267,
857 M+H | pyiculfid HZN’QNj\/LH 5A3/3 L 3:(“0 Ner; | 286
o™ HO\ 0

|
CH,
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Fortsetzung Tabelle 28: Umwandlungs- und Abbauprodukte von CEF, nach Litera-

turangaben
m/z| Ion | Name Struktur Literatur
— (FH3 —
O«
N 1\] H S
859 | M,+H | PFC DI HQN\(J)\H/ [286]
mer S o N._~~_SH
)
L 0 OH o
— CHs —
O\
| w L H
917 | My+K | PFC DI- H2N\</j)\”/ [273]
mer S o N._~~_SH
0]
L O~ OH 2

Tabelle 29: Haufigkeit bestimmter Signale, die anhand des spectral countings fiir
CEF als charakteristisch bestimmt wurden oder deren Masse in der Lite-
ratur als Abbauprodukt von CEF beschrieben wurden.

Proben von Standards (Multistandard), Matrixkalibrierung und Wiederfindungsexperi-

menten wurden jeweils zusammengefasst, Feldproben sind einzeln und in Fettdruck auf-

gefiihrt

Wk: Weifdkohl, P: Porree, BJ: junge Blattabschnitte bzw. Kopf, BA: alte Blattabschnitte bzw.
dufiere griine Blatter, W: Wurzel, SG: Schweinegiille, GK: Hiihnerkot, oD: ohne Dotierung,

Z: Zwischenernte

—_— Anzahl positiver MS- R .
Moglicherweise ; roben Befunde eten.tl;
- Fiir Feldproben (Fett- . onszeit
charakteristi- o davon in Proben .
. druck) Anzahl der positi- . [min]
sches MS-Signal . mit k
ven MS-Spektren in Klam-| Gesamt Zeitfenster
[m/z] mern Multi- 2 mi
CEF von 2 min
standard
Multistandard
Matrixkalib. Wk, P
Wiederf. Wk, P, Puffer
201 WKk-BJ-oD (5) 413 85 192 10,3
P-BJ-oD (4)
WK-W-SG-TC (9)
WKk-BA-SG-AMO (2)
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Fortsetzung Tabelle 29: Haufigkeit bestimmter Signale, die anhand des spectral
countings fiir CEF als charakteristisch bestimmt wurden oder deren
Masse in der Literatur als Abbauprodukt von CEF beschrieben wurden.

Proben von Standards (Multistandard), Matrixkalibrierung und Wiederfindungsexperi-
menten wurden jeweils zusammengefasst, Feldproben sind einzeln und in Fettdruck auf-

gefiihrt

Wk: Weifdkohl, P: Porree, BJ: junge Blattabschnitte bzw. Kopf, BA: alte Blattabschnitte
bzw. dufiere griine Blatter, W: Wurzel, SG: Schweinegiille, GK: Hiithnerkot, oD: ohne Do-
tierung, Z: Zwischenernte

Maogli-
cher-weise cha-
rakte-ristisches
MS-Signal [m/z]

Proben
Fiir Feldproben (Fett-
druck) Anzahl der positi-
ven MS-Spektren in
Klammern

Anzahl positiver MS-

Befunde

Retentions-

Gesamt

davon in Proben

mit

zeit* [min]
Zeitfenster

CEF

standard

Multi- von 2 min

285

Wiederf. Wk, P
WKk-W-CEF-Z (16)
P-W-CEF-Z (2)

245

63

180 15,9

310

Matrixkalib. P
Wiederf. Wk, P
P-BJ-oD (11)
P-BJ-CEF (6)

414

200

91 7,2

328

Wiederf. Wk, Puffer

50

50

357

Wiederf. Wk, P

28

28

0 18,2

396

Matrixkalib. Wk
Wiederf. Wk, P
WKk-B]J-0D (45)
WKk-B]J-CEF (2)
P-BJ-oD (7)
P-BJ-CEF (8)

211

32

125 19,8

412

Wiederf. Wk, P, Puffer
WKk-BJ-oD (8)
WKk-B]J-CEF (12)
WK-BA-CEF (5)
WKk-W-CEF (2)
P-BJ-oD (5)
P-BJ-CEF (9)
P-BA-CEF (6)
P-W-CEF (3)

184

171

0 17,6

413

Wiederf. WKk, P, Puffer
WKk-BJ-0D (3)
WKk-BA-SG-TC (8)

218

207

0 11,0

414

Wiederf. Wk, Puffer

33

33

0 14,7

429

Multistandard

Wiederf. WKk, P, SG, Boden,
Puffer

P-BJ-0oD-Z (17)
P-BA-oD-Z (6)

525

412

90 13,0

430

Multistandard
Wiederf. SG, Puffer

402

377

25

9,0
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Fortsetzung Tabelle 29: Haufigkeit bestimmter Signale, die anhand des spectral
countings fiir CEF als charakteristisch bestimmt wurden oder deren
Masse in der Literatur als Abbauprodukt von CEF beschrieben wurden.

Proben von Standards (Multistandard), Matrixkalibrierung und Wiederfindungsexperi-
menten wurden jeweils zusammengefasst, Feldproben sind einzeln und in Fettdruck auf-

gefiihrt

Wk: Weifdkohl, P: Porree, BJ: junge Blattabschnitte bzw. Kopf, BA: alte Blattabschnitte
bzw. dufiere griine Blatter, W: Wurzel, SG: Schweinegiille, GK: Hiithnerkot, oD: ohne Do-
tierung, Z: Zwischenernte

Maogli-

cher-weise cha-
rakte-ristisches
MS-Signal [m/z]

Proben
Fiir Feldproben (Fett-
druck) Anzahl der positi-
ven MS-Spektren in
Klammern

Anzahl positiver MS-
Befunde

Gesamt

davon in Proben
mit

Multi-

CEF standard

Retentions-
zeit* [min]
Zeitfenster
von 2 min

444

Multistandard
Wiederf. Wk, P

138 109 20

15,4

456

Matrixkalib. P
Wiederf. P, Wk
WKk-BJ-0D-Z (6)
WK-BJ-SG-TC (6)
P-BJ-oD-Z (18)
P-BJ-GK-o0D (21)
P-BA-oD-Z (8)
P-BJ-SG-TC (14)
P-BJ-GK-TC (14)
P-BJ-SG-ENR (4)
P-BA-SG-ENR (6)
P-BJ-CEF (32)
P-W-CEF (41)
P-Setzling (16)

378 73 172

16,8

469

Matrixkalib. Wk, P
Wiederf. WKk, P, Puffer
WKk-BJ-GK-ENR (8)
WK-BJ-CEF

295 225 60

21,0

487

Multistandard
Matrixkalib. P
Wiederf. Wk, P, Puffer
WKk-BA-CEF (2)

460 312 148

5,2

524

Multistandard
Matrixkalib. Wk, Boden
Wiederf. Wk, P, SG, Boden
P-W-CEF (3)

7415

1005 6410

15,9

540

CEF-Standard
Wiederf. P, SG, Puffer
P-W-0D-Z (5)

93 33 55

9,2

570

Matrixkalib. Wk, P
Wiederf. Wk, P
WKk-BJ-SG-oD (22)

178 41 109

6,6
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Fortsetzung Tabelle 29: Haufigkeit bestimmter Signale, die anhand des spectral
countings fiir CEF als charakteristisch bestimmt wurden oder deren
Masse in der Literatur als Abbauprodukt von CEF beschrieben wurden.
Proben von Standards (Multistandard), Matrixkalibrierung und Wiederfindungsexperi-
menten wurden jeweils zusammengefasst, Feldproben sind einzeln und in Fettdruck auf-
gefiihrt
Wk: Weifdkohl, P: Porree, BJ: junge Blattabschnitte bzw. Kopf, BA: alte Blattabschnitte
bzw. dufiere griine Blatter, W: Wurzel, SG: Schweinegiille, GK: Hiithnerkot, oD: ohne Do-
tierung, Z: Zwischenernte

Prob Anzahl positiver MS-
Mogli- . roben Befunde Retentions-
g Fiir Feldproben (Fett- . c [t
cher-weise cha- " davon in Proben | zeit* [min]
- druck) Anzahl der positi- . .
rakte-ristisches ven MS-Spektren in G mit Zeitfenster
MS-Signal [m/z] P esamt Multi- von 2 min
Klammern CEF
standard
Matrixkalib. P
Wiederf. Wk, P
619 P-BJ-oD (9) 147 56 82 7,0
P-BJ-CEF (19)
Wiederf. WK, SG, Puffer
716 Wk-W-CEF-Z (11) 142 50 92 15,4
m/z 456

Anhand des spectral countings soll die Masse m/z 456 spezifisch fiir Ceftiofur sein, die Lite-
raturrecherche [293] ergab eine Uberstimmung mit der Masse von Cefotaxim, einem wei-
teren Cephalosporin. CEF unterscheidet sich von Cefotaxim nur in einem Seitenrest, siehe
Abbildung 38. Eine Substitution des Thiofuransiurerestes gegen eine Estergruppe ist un-
moglich, um Cefotaxim aus CEF zu bilden. Somit ist es nicht plausibel, dass es sich bei der

durch das spectral counting bestimmten spezifischen Masse um Cefotaxim handelt.

a) Cefotaxim (exakte Masse 455,06) b) Ceftiofur (exakte Masse 523,03)

Abbildung 38: Chemische Struktur von a) Cefotaxim- und b) Ceftiofurmolekiils. Die
beiden Cephalosporine unterscheiden sich im Seitenrest
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In der Literatur wurden einige Massen als Umwandlungs- bzw. Abbauprodukte von CEF
identifiziert, die gleichzeitig vermehrt in CEF-Proben auftraten. Moglicherweise handelt es

sich hier um die gleichen Produkte. Im Folgenden werden diese Produkte beschrieben:

m/z 540

Lim et al. (2011) untersuchten den Abbau von CEF unter oxidierenden Bedingungen: Eine
Losung von CEF und Wasserstoffperoxid wurde fiir 4 h auf 50 °C erwdrmt. Anschlief3end
wurde die Losung mit einem Acetonitril (ACN)/bidest. Wasser-Gemisch verdiinnt und mit-
tels LC-MS analysiert. Die Autoren identifizierten ein Oxidationsprodukt (,0x-CEF“) mit

m/z 540 (MH*) [287].

[
0]
\N 0
N | H ! !
H2N\</ / NI 8 2 / \
3
S 0 O/s FI’\‘ 4/ S G
o}
o] OH

Abbildung 39: Oxidiertes CEF, ,,0x-CEF“ [287]

Das Produkt (Abbildung 39) tritt als Isomer auf, beide Retentionszeiten liegen dicht beiei-
nander und eluieren kurz vor CEF.

Beim spectral counting wurde die Masse m/z 540 in insgesamt 33 Spektren der CEF-Proben
und in 93 Spektren aller Proben gemessen. Die Retentionszeit betrug 9,2 min und somit elu-
ierte m/z 540 vor CEF. Die HPLC-Bedingungen in den in Tabelle 28 genannten Literaturstel-
len unterschieden sich von den in dieser Arbeit angewandten. Es wurde jedoch immer eine
RP-(reversed phase) Chromatographie verwendet, so dass zumindest von einer gleichen Elu-
tionsreihenfolge der Substanzen ausgegangen werden kann. Eine Aussage, wie grof3 der Un-
terschied zur Retentionszeit von CEF ist bzw. sein muss, kann nicht getroffen werden, denn
jede Anderung am Laufmittelgradienten dndert auch die Retentionszeit.

Spektren, in denen m/z 540 detektiert wurde, treten in Proben von Wiederfindungsstudien
aus Gtlle, Porree und Puffer auf, sowie im CEF-Standard. Moglicherweise handelt es sich bei
den in dieser Arbeit untersuchten Proben bei der Masse m/z 540 um das von Lim et al.

(2011) beschriebene , 0x-CEF“ [287].
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m/z 201

Berendsen et al. (2009, 2012) beschrieben 2-Amino-a-(methoxyimino)-4-thiazolacetamid
(AMTA) mit einer Masse von m/z 201 als Abbauprodukt von CEF [275, 292]. Jedoch wurde
die Masse m/z 413 auch in einer TC-Feldprobe mit acht Spektren und mit drei Spektren in

einer undotierten Probe detektiert.

CH,

c|>\N
| H
N N s
H,N—¢ N\
\<s I o j;"g/%\/sYQ
o
o
0” “OH
CEF
¢NH3 iNH3

CH,

I
O\
o N 37°C N H o
E N | N
\ HQN\</ I NH;
H,N N—O\ o
S s” >N
Wo

CH, OH

Ammoniumdesfuroylceftiofur

Abbildung 40: Bildung von AMTA aus CEF durch Zugabe von Ammoniak, modifiziert
nach [275]

Abbildung 40 zeigt die Struktur von AMTA und seine moglichen Bildungswege. CEF wurde
nach der genannten Literaturstelle unter ammoniakalischen Bedingungen bei erhdhter
Temperatur hydrolysiert. In dieser Arbeit wurden auch erhohte Temperaturen genutzt
(50 °C), aber keine ammoniakalischen Bedingungen. Fiir m/z 201 konnten 85 Spektren in
DFC-Standard-Proben und 192 Spektren in Proben aus Wiederfindungstudien mit Multi-
standard aufgenommen werden. Das Signal m/z 201 wurde aber auch in AMO-Proben
(86 Spektren) und in Gemtuseproben ohne Dotierung (50 Spektren) detektiert. Somit ist

mittels spectral counting keine eindeutige Zuordnung zum CEF gegeben.

117



m/z 413

Neben AMTA entsteht unter den Reaktionsbedingungen auch Ammoniumdesthiofuroyl-
ceftiofur, welches eine Masse von m/z 413 aufweist. Diese Masse konnte in 207 Spektren
detektiert werden, die ausschliefdlich von Proben aus Wiederfindungsstudien von CEF und
DFC in Porree, Weifskohl und Puffer stammen. Somit kann angenommen werden, dass die
Masse m/z 413 einem Umwandlungsprodukt von CEF bzw. DFC zuzuordnen ist.

Berendsen et al. (2009, 2012) verwendeten eine methanolhaltige mobile Phase fiir die
HPLC, die Retentionszeiten (tr) lagen fiir CEF bei 9,9 min, fiir Ammoniumdesthiofuroylcef-
tiofur (m/z 413) bei tg=6,5 min und fiir AMTA (m/z 201) bei 2,7 min. Die in dieser Studie
registrierten Massenpeaks fiir m/z 413 wurden bei tg=11,0 min detektiert und fiir m/z 201
bei 10,3 min. CEF eluierte bei 15,9 min. Die von Berendsen et al. (2009, 2012) detektierten
massenchromatographischen Signale traten in gleicher Elutionsreihenfolge auf, wie in den
in dieser Arbeit untersuchten Gemiiseproben. Daher kann angenommen werden, dass die
eluierten Analyten auch in ihrer Polaritit in etwa gleich sind. Anhand des Vergleichs der
Retentionszeiten wird die Annahme gestiitzt, dass die detektierten Massen m/z 201 und
m/z 413 in den Spektren der in dieser Arbeit analysierten Gemiiseproben einen Hinweis auf
die Umwandlung von CEF zum AMTA und Ammoniumdesthiofuroylceftiofur geben. Gegen-
satzlich zu AMTA spricht das spectral counting der Masse m/z 413 auch fiir den Hinweis auf

Ammoniumdesthiofuroylceftiofur.

m/z 412

Jaglan et al. (1989) identifizierten Desfuroylceftiofurthiolacton als ein weiteres Umwand-
lungsprodukt von CEF, welches unter sauren Bedingungen durch Lactonisierung von DFC
im HPLC-System (mobile Phase A, 100% hochreines Wasser mit 0,1% TFA; B, 90% Aceto-
nitril mit 0,1%TFA) entsteht. Die Masse betrdgt m/z 412 und die Retentionszeit 14,5 min.
DFC und CEF eluieren unter den vorliegenden HPLC-Bedingungen bei 15,8 min und
27,8 min [267]. Die Masse m/z 412 wurde ebenfalls in 184 Spektren unserer Wiederfin-
dungsproben sowie in Feldproben unserer Versuchsparzellen detektiert. Jedoch liegt die Re-
tentionszeit mit 17,6 min hinter der von CEF (15,9 min) und DFC (8,3 min), so dass m/z 412

hochstwahrscheinlich nicht Desfuroylceftiofurthiolacton reprasentiert.
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5.34.3 AMO-Counting

Zur Erkennung massenspektrometrischer Hinweise auf Umwandlungs- und Abbauprodukte
von AMO wurde analog zu Ceftiofur vorgegangen: Zunachst wurden die registrierten Mas-
sendaten nach AMO-Proben gefiltert, um eine begrenzte Auswahl zu treffen, danach wurde

die Haufigkeit der Massen auf Spezifitat fiir AMO untersucht.

In der Literatur werden folgende Abbauprodukte beschrieben:

Gozlan et al. (2013) beschreiben fiinf Abbauprodukte (Abbildung 41), die in verschiedenen
wassrigen Losungen aus AMO entstehen. AMO wurde in einer Konzentration von
100 pg/mL in Phosphatpuffern mit pH 5, 7 und 8 gelost. Aufierdem wurde in einem weite-
ren Ansatz der Phosphatpufferlosung bei pH 7 Mg?+- und Ca2+-lonen zur Unterstiitzung der
Chelatbildung des AMO zugegeben. Gozlan et al. (2013) detektierten mittels LC-MS AMO
(m/z 366) und die Abbauprodukte AMA (m/z 384), Diketo (m/z 366), oxidiertes AMO
(AMO-S-oxid) (m/z 382), Penilloinsdure von AMO (m/z 340) und Phenolhydroxypyrazin
(m/z 189). AufRerdem detektierten sie jeweils das zugehorige Dimer. Zuséatzlich konnten sie
die Fragmente nach Ammoniakabspaltung fiir AMA, oxidiertes AMO (AMO-S-oxid), der Pe-
nilloinsdure und fiir AMO selber bereits im MS-Spektrum detektieren. Fiir die Chromatogra-
phie wurde ein Methanol/Wasser-Gradient verwendet. Der pH der Losungen wurde auf
pH 2,5 mit TCA eingestellt. Das Massenspektrometer war eine LCQ mit einer ESI-Quelle, die
im Positivmodus verwendet wurde. Abbildung 41 zeigt vorgeschlagene Abbauwege von

AMO [294].
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Abbildung 41: Abbauwege von AMO [294, 295]
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Auch Pérez-Lozano et al. (2006) detektierten neben AMA und Diketo von AMO, die Penil-
loinsdure von AMO, 4-Hydroxy-D-phenylglycin (m/z 169) und 6-Aminopenicillansdure
(m/z 217) als Abbauprodukte von AMO. Sie untersuchten die Stabilitit eines AMO-
Granulats bei verschiedenen Temperaturen und Luftfeuchtigkeiten. Pérez-Lozano et al
(2006) nutzen fiir die HPLC einen Methanol/Phosphatpuffer-Gradienten bei pH 3 und einen
DAD-Detektor. Abbildung 42 zeigt ein reprasentatives Chromatogramm [295].
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Abbildung 42: Abbauprodukte von AMO in einem Beispielchromatogramm [295].
HPLC-DAD-Detektor, 230 nm. Mobile Phase: Phosphatpuffer pH 3/MeOH-Gradient

4HDPG: 4 Hydroxyphenylglycyl, 6APA: Aminopenicillansdure PCA: Penicilloinsdure von
AMO, PA: Penilloinsaure von AMO, ADP: Diketo.

Nagele et al. (2005) untersuchten AMO unter sauren Bedingungen: 25 mg/mL AMO wurde
zu gleichen Teilen mit 0,1 M HCL fiir 1 h bei Raumtemperatur vermischt. Sie detektierten
AMO und die Abbauprodukte AMA, Diketo, Penilloinsdure von AMO und 4-Hydroxyphe-
nylglylamoxicillin (m/z 515, MH*). Es wurde ein ESI-TOF im Positivmodus und fiir die vor-
geschaltete HPLC ein ACN/Wasser/10 mM Ammoniumformiat-Gradient verwendet [296].

Tabelle 30 fasst die oben beschriebenen Abbauprodukte zusammen.
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Tabelle 30: Umwandlungsprodukte von AMO, nach Literaturangaben

m/z | lon | Name, Beschreibung Struktur Literatur
HO
4-Hydroxy-D-phe- i
169 | M+H [295]
nylglycin on
NH,
HO.
189 | M+H | Phenolhydroxypyrazin " [294]
[T
223 | MsH desaminierte Penilloin- \O\/ﬁ\ H o (294]
+ =
saure von AMO ”/\<S
HO °
6-Aminopenicillan- o
217 | M+H N [295]
saure
s
NH,
HO 2
Penilloinsaure von i § oH
340 | M+H [296]
Amo N
NH, s
[e]
OH
349 | M+H | desaminiertes AMO HO\@\/LOJL_T\ [294, 297]
N/ s
Q
oxidiertes
365 | M+H desaminiertes AMO [294]

(AMO-S-oxid - NH3)

OH
Ho. Q
N/ S\+
N

121




Fortsetzung Tabelle 30: Umwandlungsprodukte von AMO, nach Literaturangaben

m/z | lon | Name, Beschreibung Struktur Literatur

366 | M+H Diketo /OJV\

367 | M+H | desaminiertes AMA . [294]
jogsa
HO ° o OH
oxidiertes AMO Ho o .
382 | M+H [284]
(AMO-S-oxid) N <
H \

e " [296]

384 | M+H AMA "
N ) [294]
o

HO. Q OH
4-Hydroxyphenylglyla- N
515 | M+H YETOXYPRERyiEY o ° [296]
moxicillin
NH,
HO'

Tabelle 31 fiihrt die Massen auf, die nach dem spectral counting vermehrt in AMO-Proben

ZT

Iz
(e}

[296]

Iz
(e}

detektiert wurden.
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Tabelle 31: Hiufigkeit bestimmter Signale, die anhand des spectral countings fiir
AMO als moéglicherweise charakteristisch ausgewahlt oder/und deren
Masse in der Literatur als Abbauprodukte von AMO beschrieben wurden.

Proben von Standards (Multistandard), Matrixkalibrierungen und Wiederfindungsexperi-

menten wurden jeweils zusammengefasst. Feldproben sind einzeln aufgefiihrt.

Wk: Weifdkohl, P: Porree, BJ: junge Blattabschnitte bzw. Kopf, BA: alte Blattabschnitte bzw.

dufdere griine Blatter, W: Wurzel, SG: Schweinegiille, GK: Hithnerkot, oD: ohne Dotierung,

Z: Zwischenernte

Maoglicherweise
charakteristi-
sches MS-Signal

[m/z]

Proben
Fiir Feldproben (Fettdruck)
Anzahl der positiven MS-
Spektren-Befunde in Klam-
mern

Anzahl positiver MS-
Befunde

Gesamt

davon in Proben

mit

AMO

Multi-
standard

Retentions-
zeit [min]
Zeitfenster
von 2 min

176

Multistandard
Wiederf. Wk
WKk-BJ-GK-AMO (2)

218

31

183

1,9

189

P-BJ-SG-AMO (16)

16

16

2,6

257

Wiederfindung Wk, P

28

18

8,5

259

AMO-Standard
Wiederf. Wk, P

60

54

51

266

AMO-Standard mit NH;

63

61

22,0

291

AMO+Clavulansaure*-
Standard

Wiederf. P
P-BA-SG-oD (8)

34

18

7,4

340

AMO-Standard
Matrixkalib. Wk

Wiederf. Wk, P, Boden,
Puffer

P-BA-SG-AMO (4)
WK-W-CEF-Z (2)

269

10

257

3,0

340

Bodenproben

263

11

150

6,1

349

Multistandard
Matrixkalib. WK, P, SG,
Boden

Wiederf. WKk, P, SG, Bo-
den, Puffer
WKk-BA-SG-oD (2)
P-BA-SG-AMO (2)
P-BJ-GK-ENR (10)
SG-AMO 2011 (32)
SG-AMO 2012 (10)
SG-CEF 2012 (6)

11089

2187

8849

3,1

362

Multistandard
Matrixkalib. SG
Wiederf. P, SG
P-BA-SG-oD (8)
P-BA-SG-ENR (7)
SG-AMO 2011 (2)
GK-AMO 2011 (11)

418

268

125

2,9
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Fortsetzung Tabelle 31: Haufigkeit bestimmter Signale, die anhand des spectral
countings fiir AMO als moglicherweise charakteristisch ausgewdihlt
oder/und deren Masse in der Literatur als Abbauprodukte von AMO
beschrieben wurden.

Proben von Standards (Multistandard), Matrixkalibrierungen und Wiederfindungsexpe-

rimenten wurden jeweils zusammengefasst. Feldproben sind einzeln aufgefihrt.

Wk: Weifskohl, P:Porree, BJ:junge Blattabschnitte bzw. Kopf, BA: alte Blattabschnitte
bzw. dufdere griine Blatter, W: Wurzel, SG: Schweinegiille, GK: Hithnerkot, oD: ohne Do-
tierung, Z: Zwischenernte

- Anzahl positiver MS- )
Moglich- Proben Befunde Retenti-

erweise , - onszeit
W Fiir Feldproben (Fett- davon in Proben z

druck) Anzahl der positi- mit

ven MS-Spektren-Befunde | Gesamt Multi-
in Klammern AMO stan-

dard

[min]
Zeitfens-
ter von
2 min

charakte-

ristisches

MS-Signal
[m/z]

Multistandard
Matrixkalib. WKk, P, SG, Bo-
den

Wiederf. Wk, P, SG, Boden,
Puffer

WK-BJ-GK-AMO (3)
Wk-BJ-AMO-Z (8)
SG-AMO 2011 (5)

366 4223 1126 3011 3,2

Multistandard
Matrixkalib. WK, P, SG,
Boden

Wiederf. WK, P, SG, Bo-
den, Puffer
P-BA-SG-AMO (10)
SG-AMO 2011 (19)
SG-AMO 2012 (24)
GK-AMO 2011 (22)
SG-CEF 2012 (12)

367 6671 1026 5633 2,8

Multistandard
Matrixkalib. SG, Boden
Wiederf. SG, Boden, Puffer
WK-BJ-GK-AMO (2)
SG-AMO 2012 (38)
SG-CEF 2012 (11)

384 1906 322 1564 2,8

Matrixkalib. Wk
Wiederf. Wk
WKk-BJ-AMO-Z (34)
396 Wk-BA-AMO-Z (32) 339 77 253 18,7
WK-BJ-CEF (2)
P-BJ-CEF (2)
BnE-P-SG-AMO (11)

AMO-Standard
404 P-BJ-AMO (3) 23 23 0 7,8

515 AMO-MeOH-Standard 4 4 0 10,4

*Zusatz zur Hemmung der 3-Lactamasen
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Vergleich der Massen aus der Literaturrecherche und dem spectral counting:

Werden nun die massenspektrometrischen Daten der in der Literatur beschriebenen Um-
wandlungsprodukte (siehe Tabelle 30 S.121) mit den Daten verglichen, die auch in AMO-
Proben detektiert wurden, so ergeben sich bei den Massen m/z 189, 340, 349, 367 und 515
Ubereinstimmungen. Zu den Massen m/z 362 und 404 wurde auch ein Vorschlag zur quali-
tativen Zuordnung entwickelt. Als erste Plausibilitiatspriifung der gefundenen Hinwiese

wurden im Wesentlichen zwei Fragen beantwortet:

- Liegt neben der Ubereinstimmung der Massen auch eine Uberstimmung der Retenti-
onszeiten relativ zu AMO, AMA Diketo vor?

- Treten die ,diagnostischen“ Massen exklusiv in Proben auf, die AMO enthalten bzw.
enthalten kdnnen (AMO-Standard, Proben der Wiederfindungsexperiemnte, Proben

der AMO-Parzellen der Feldversuche)?

Da fiir die detektierten Massen keine MS/MS-Spektren zur ndheren Charakterisierung vor-
lagen, wurde diese nur dann als Hinweis auf ein AMO-Umwandlungsprodukt gewertet,
wenn sie ausschlief3lich bei den Pflanzen- oder Giilleproben der AMO-dotierten Varianten

auftraten.

m/z 189

In 16 Spektren einer Feldprobe von jungen Blattabschnitten des Porrees wurde m/z 189 bei
tr=2,6 min detektiert. Die Porreeparzelle war mit Schweinegiille gediingt worden, die zuvor
mit AMO dotiert worden war. Es handelte sich um eine Probe aus dem Feldversuch 2011.
Moglicherweise enthielt diese Probe Phenolhydroxypyrazin (Struktur siehe Abbildung
41). Gozlan et al. (2013) beschrieben Phenolhydroxypyrazin mit einer Masse von m/z 189
[294].

m/z 340

In der Literatur [296] wird die Masse m/z 340 als zugehorig zur Penilloinsdure von AMO
beschrieben (siehe Tabelle 27). In dieser Arbeit konnte diese Masse bei zwei verschiedenen
Retentionszeiten (tr=3,0 und 6,1 min) detektiert werden (siehe Tabelle 31). Bei tzg=3,0 min
wurde die Masse m/z 340 in 269 Spektren detektiert, die zum grofiten Teil zu Wiederfin-
dungsproben aus Boratpuffer oder Boden gehérten. Uberwiegend wurde die Masse im
Effluat bzw. Waschschritt der vorhergehenden SPE detektiert (125 Spektren). Die Retenti-
onsreihenfolge AMA, m/z 340, AMO, Diketo stimmt mit den Literaturangaben (AMA 2,4
AMO 4,5, Penilloinsaure 7,5 Diketo 10,5 min) {iberein. Die Masse m/z 340 tritt in vier Spek-
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tren einer Porreeprobe, die mit AMO-dotierter Schweinegiille gediingt wurde, auf. Aufser-
dem tritt sie in zwei Spektren von Weifikohlwurzeln einer CEF-dotierten Parzelle auf. Somit
ist es zweifelhaft, dass die detektierte Masse der Penilloinsdure entstammt.

Bei tg=6,1 min wurde die Masse ebenfalls in 263 Spektren detektiert. Es handelte sich hier
ausschliefdlich um Bodenproben, so dass es moglich ist, dass die hier detektierte Masse m/z

340 zu einem nicht identifizierten Bodenbestandteil gehort.

m/z 362

In 268 Spektren von AMO-Proben wurde die Masse m/z 362 detektiert, was der Masse vom
Natriumaddukt der Penilloinsdure von AMO entspricht. Diese Masse eluiert bei einer Re-
tentionszeit von 2,9 min, also in etwa bei der Retentionszeit (3,0 min) der Masse m/z 340,
welches auch die Masse von Penilloinsdure ist. Natriumaddukte, [MNa]+-lonen entstehen in
der Quelle des Massenspektrometers wahrend des ESI-Vorgangs. Aber, wie schon zuvor bei
m/z 340, konnte die Masse m/z 362 auch in AMO-freien Proben detektiert werden, aufser-
dem auch in sieben bzw. acht Spektren in Proben von Parzellen ohne und mit ENR-
Dotierung. Daher ist die Wahrscheinlichkeit gering, dass es sich bei der detektierten Masse

m/z 362 um das Natriumaddukt der Penilloinsaure von AMO handelt.

m/z 349

Die Masse m/z 349 wurde vermehrt in AMO-Proben detektiert: Sie tritt in 2187 Spektren in
AMO-Proben und in 53 Spektren in anderen ,nicht-AMO“-Proben auf. Am haufigsten (8849
Spektren) wurde die Masse in Standardproben und Wiederfindungsproben, die mit Multi-
standard dotiert worden waren, detektiert. Desaminiertes AMO mit einem m/z-Verhaltnis
von 349 (Struktur siehe Tabelle 30, S.121), wurde als Abbauprodukt von AMO beschrieben,
ohne Angabe von Retentionszeiten [294, 297]. Da die Masse auch in Nicht-AMO-Feldproben
auftrat, ist es unwahrscheinlich, dass es sich bei der detektierten Masse um desaminiertes

AMO handelt.

m/z 367

In 5633 Spektren von Multistandard-Proben wurde die Masse m/z 367 bei tg=3 min detek-
tiert, aber auch in zehn Spektren von Feldproben, wie z.B. in alten Blattabschnitten des Por-
rees der Versuchsparzelle aus 2011, die mit AMO-dotierter Schweinegiille gediingt worden
war. Gozlan et al. (2013) beschrieben m/z 367 als [MH-NH3]+-Fragment von AMA, Dieses
desaminierte AMA tritt bereits im MS-Spektrum auf. Eine Retentionszeit gaben sie nicht

an. Die Abspaltung von Ammoniak fithrt zur Masse m/z 367 (siehe Tabelle 30) [294]. Diese
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Abspaltung erfolgt wihrend der Fragmentierung zur Aufnahme des MS/MS-Spektrums,
kann aber auch schon in der Quelle erfolgen, so dass die Masse m/z 367 im Vorlauferionen-
scan aufgenommen wird. Die Masse wurde auch in einer CEF-Feldprobe detektiert, so dass
es fraglich bleibt, ob es sich bei der hier detektierten Masse m/z 367 um desaminiertes AMA
handelt.

m/z 404

Mit 23 Spektren und einer Retentionszeit von 7,8 min wurde die Masse m/z 404 in AMO-
Standardproben und jungen Blattabschnitten des Porrees einer AMO-Parzelle detektiert.
Das Kaliumaddukt von AMO hat eine Masse von m/z 404, Literaturdaten hierzu sind nicht
bekannt. Das Kaliumaddukt bildet sich anstatt des M+H-Ion in der lonenquelle beim ESI-
Prozess, somit wird es zur selben Zeit wie AMO, bei 3 min den Detektor erreichen. Bei der
detektieren Masse von m/z 404 wird es sich daher nicht um das Kaliumaddukt von AMO

handeln, da die Retentionszeit nicht tibereinstimmt.

m/z 515

In insgesamt vier Spektren des AMO-MeOH-Standards tritt die Masse m/z 515 bei einer Re-
tentionszeit von 10,4 min auf. Nagele und Moritz (2005) [296] detektierten 4-Hydroxyphe-
nylglylamoxicillin (m/z 515, Struktur siehe Tabelle 30, S.121) bei einer Retentionszeit von
9,4 min, Diketo bei 10,5 min und AMO bei 4,5 min, somit eluiert 4-Hydroxyphenylglylamoxi-
cillin vor Diketo und nach AMO. Die Retentionsreihenfolge AMO - 4-Hydroxyphenylglyla-
moxicillin - Diketo stimmt mit der in dieser Arbeit (AMO (3 min) - Diketo (6 min) -m/z 515
(10 min)) nicht iiberein, so dass die in dieser Arbeit detektierte Masse m/z 515 nicht 4-

Hydroxyphenylglylamoxicillin zugeordnet werden kann.
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5344 Fazit

Durch Anwendung der spectral counting-Methode wurden einige Massen-Signale in Spek-
tren von Gemiiseproben als moglicherweise charakteristisch fiir Abbau- bzw. Umwand-
lungsprodukte des AMO und CEF bewertet.

In Massenspektren der folgenden Gemiiseproben aus den Vegetationsperioden 2011 und
2012 liefden sich Hinweise auf den applizierten Wirkstoff AMO und dessen Abbauprodukt
Phenolhydroxypyrazin [294] finden:

-  AMO: Weifskohl junge Blatter (Diingung Hithnerkot)

- Phenolhydroxypyrazin: Porree junge Blatter (Diingung Schweinegiille)
Die Signalintensitaten fiir AMO sind allerdings sehr gering, so dass in den vorhergehenden
LC-MS/MS-Analysen der Ernteproben keine eindeutige Identifizierung und Quantifizierung
moglich war.

Die Bewertung der spectral counting-Hinweise auf den desaminierten Wirkstoff AMO/-NH3
und den desaminierten Metaboliten Penicilloinsdure (AMA/-NH3) ist aufgrund gleicher Be-
funde in den CEF-Giilleproben unsicher. Die nachgewiesene Bildung von AMA aus AMO in
Boden und Giille (Abbildung 37) bestarkt aber den Verdachtsbefund der desaminierten Um-
wandlungsprodukte in Pflanzen.

In den Proben der Wiederfindungsstudien der Ceftiofuranalytik konnte ein Hinweis auf das
CEF-Umwandlungsprodukt Ammoniumdesthiofuroylceftiofur (m/z 413) festgestellt wer-
den. Weiterhin lag in den Wiederfindungsproben und auch in einigen CEF-Standardproben
ein Hinweis auf oxidiertem CEF (ox-CEF, m/z 540) vor.

In Gemiiseproben, die von Ceftiofur-gediingten Parzellen stammen, sind Hinweise auf ein
MS/MS-Fragment von CEF (m/z 285), DCA (m/z 487) und CEF (m/z 524) auffallig. In fol-

genden Feldproben konnten die entsprechenden Massen nachgewiesen werden:

-  MS/MS-Fragment (m/z 285): Porree Wurzeln, (Zwischenernte)
Weifskohl Wurzeln, (Zwischenernte)

- DCA: Weifdkohl alte Blatter

- CEF: Porree Wurzeln

Analog zu den AMO-Befunden, waren zuvor in den Gemiiseproben auch keine quantifizier-
baren massenspektrometrischen Daten des Wirkstoffes Ceftiofur detektiert worden.

Offenkundig bietet die Methode des spectral counting weiterfithrende strukturanalytische
Ansatze um die Negativ-Befunde sowohl fiir die $-Lactam-Wirkstoffe AMO und CEF als auch
deren Hauptmetaboliten im Gemdiise der Feldversuche zu deuten. In Folgeprojekten lassen

sich evtl. die vorgeschlagenen Verdachtsbefunde verifizieren oder falsifizieren.
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5.3.6 Mikrobiologische Untersuchungen 2012

2012 wurde CEF statt TC im Feldversuch verwendet, somit konnten neben AMO die Auswir-
kungen eines weiteren (3-Lactams untersucht werden. Dies war von Interesse, denn CEF
zeigt gegeniiber AMO eine grofdere selektive Wirkung fiir ESBL-produzierende E. coli [23].
Die Probennahme erfolgte in gleicher Weise wie 2011. Pro Parzelle wurden 5 Pflanzen ge-
erntet. Die Pflanzen wurden getrennt nach Wurzel und inneren Blattern analysiert.

Zu Beginn der Analyse wurden die Wurzeln und Blatter in Alkohol geschwenkt, so dass eine
oberflachliche Kontamination von Mikroorganismen ausgeschlossen werden konnte. Die
Blattabschnitte vom Porree sowie die Weifdkohlblatter wurden zusatzlich ohne vorherige
Alkoholbehandlung analysiert. Die weitere Vorgehensweise an der FU-Berlin entsprach der
aus 2011 (siehe Kapitel 5.2.3, S.82).

Vor der Pflanzung und Begiillung wurden die Setzlinge, die Erde, in der die Setzlinge ange-
zlichtet worden waren, die noch undotierte Schweinegiille und der Boden beprobt.

Die mikrobiologischen Untersuchungen ergaben, dass die Setzlinge und deren Pflanzerde
frei von resistenten Bakterien (ESBL und PMQR) waren. Die Schweinegtille wies jedoch be-
reits ESBL und PMQR produzierende Bakterien auf. Auch in einigen Bodenproben (Weif3-
kohlparzellen mit AMO- und CEF-Dotierung), die vor der Diingung genommen wurden, wa-
ren ESBLs.

In den Pflanzenproben der Zwischenernte im Juli wurden bei einer Porreepflanze (Parzelle
ohne Antibiotika-Dotierung) ESBLs nachgewiesen, die Probe, die mit Alkohol behandelt
wurde, war negativ. Im Boden konnten die ESBLs auch nachgewiesen werden. Eine Boden-
probe einer weiteren Parzelle (Porree CEF) zeigte einen positiven ESBL-E. coli-Befund, je-
doch wurden in der entsprechenden Pflanzenprobe keine ESBL-E. coli nachgewiesen. An-
dere Bakterien, wie ubiquitar vorkommende Acinetobacter oder Pseudomonas wurden so-
wohl in Porree und Weifskohl als auch im Boden nachgewiesen (siehe Tabelle 32).

Nach der Beerntung im September wurden sowohl aus dem Boden der unterschiedlich mit
Giille beaufschlagten und Antibiotika-dotierten Versuchsparzellen als auch aus Gemiise-
pflanzen zahlreiche ESBL-produzierende E. coli isoliert. Im Unterschied zur Zwischenernte
wurden iiberwiegend Enterobakter isoliert. Die Befunde an E. coli sind deutlich zurtickge-

gangen. Bemerkenswert ist der ESBL-Befund in essbaren Teilen des Porrees.
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Tabelle 32: Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen zu Beginn der An-

bauperiode 2012
Iso:iierFe ES]ZL Fluorchinolon- | Isolierte Fluorchi-
Probe l;IlSBI(.ivm;- pr.ok UZIETENCe | | osistenz vor- | nolon-resistente
anden ? | Mikroorganis- handen ? Mikroorganismen
men
Giille original positiv E. coli positiv
Setzlinge Porree negativ negativ
Setzlinge Weifskohl negativ negativ
Erde Setzlinge Porree [negativ negativ
Erde Setzlinge Weif3- egativ Leativ
kohl 5 &
ohne Antibio- negativ negativ
tikadotierung 5 5
(5]
o qt)AMO negativ negativ
ED ~ ENR negativ negativ
A CEF negativ negativ
§ ohne Antibio- negativ negativ.
Sl= tikadotierung 5 atv:
2|2 AMO positiv  |E. coli negativ
=
= [ENR negativ negativ
CEF positiv E. coli negativ

Tabelle 33: Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen der Anbauperiode
2012, Zwischenernte

Isolierte Mikroorganismen

Probe ESBL- .
. Fluorochinolonres.
produzierend

Parzelle ohne Do- |Stange ohne Alko- E coli E coli

tierung von Anti- | holbehandlung ' '
28 biotika Boden E. coli
o | = 5
& | = | Parzelle mit CEF- .
% no.. dotierter Giille Boden E. coli
< ; -
@ Parzglle mit QMO Boden E. coli
E dotierter Giille
N & - Parzelle mit CEF-

'g "5 dotierter Giille Boden E. coli
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Tabelle 34: Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen der Anbauperiode

2012, Ernte
Probe Isolierte Mikroorganismen
ESBL-produzierend | Fluorochinolonres.
pParzelle mit Stange mit vorhe-
ENR-dotierter riger Alkoholbe- |Enterobacter ludwigii
g Giille handlung
E Boden E. coli, Pseudomonas
A& | Parzelle mit | Wurzel immer mit
. . Enterobacter, Pseu-
CEF-dotierter | vorheriger Alko- domonas citronellolis
Giille holbehandlung
Parzelle ohne Kopf ohne Alko- Enterobacter ludwigii
Dotierung holbehandlung
von Antibio- Wurzel rmmer mit Enterobacter, Entero-
3 tika vorheriger Alko- bacter cloacea
g holbehandlung
m . ;
—_ Wurzel ymmer mit E. coli, Enterobacter
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= Gulle Boden E. coli E. coli
Par‘ilevlll(e;_mlt Wurzel immer mit | Enterobacter; E. coli,
dotierter vorheriger Alko- Enterobacter, E. coli
Giille holbehandlung | Enterobacter cloacea

Allem Anschein nach tlberlebten im Feldversuch 2012 die zur Giille dotierten ESBL-
Bakterien im Boden die fiinfmonatige Anbauperiode von der Diingung bis zur Ernte.

Auch in anderen Studien konnten antibiotikaresistente Bakterien oder die entsprechenden
Gene nach Giillebeaufschlagung im Boden gefunden werden [92, 95, 97-99]. Es kann ein
Zusammenhang zwischen dem Antibiotikagehalt der Giille und den detektierten resistenten
Mikroorganismen hergestellt werden [92]. Weiterhin wurde festgestellt, dass in Giille-be-
aufschlagten Boden die Selektion von Antibiotikaresistenzen signifikant erhoht wird [28,
261]. Die Resistenzen sind auch nach mehreren Monaten im Boden wiederzufinden [298,
299], was durch die Feldversuche 2011 und 2012 bestatigt wird. Rahube et al. (2012) mut-
mafiten, dass die lange Tenazitit der Resistenzplasmide durch die Aufnahme in Bodenbak-
terien begriindet sein kann [299]. Die gleiche Aussage trafen Dantas und Sommer (2015)
[70]. Plasmide kénnen mobilisiert und dann durch Konjugationsmechanismen auf andere

Bakterien, auch artfremde, iibertragen werden. Weiterhin kénnen sich die Gene aufgrund
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der Anwesenheit von mobilen Elementen durch Transposition verbreiten [299]. Moglicher-
weise nahmen im Feldversuch 2012 die zur Ernte vermehrt gefundenen Enterobakter die
Resistenzgene der E. coli-Bakterien auf.

Dantas und Sommer (2015) folgerten, dass Nutztiere durch das Erdreich mit Bodenbakte-
rien in Kontakt kommen kdnnen, so dass diese ihre potentiell resistenztragenden Erbanla-
gen an die Mikroflora der Tiere zuriickgeben konnen [70]. Aminov et al. (2001, 2002) sowie
Chee-Sanford et al. (2001) stimmen bei ihren Untersuchungen dariiber liberein, dass Resis-
tenzgene gegen Tetracycline durch die Landwirtschaft in die Umwelt und schliefilich auch
in das Grund- und Trinkwasser gelangen [97-99]. Resistenzgene werden als ,Schadstoffe”
einer potentiellen Gefahrenquelle fiir Lebensmittel und damit fiir den Menschen am Ende
der Nahrungsmittelkette angesehen [92, 261].

Offensichtlich bilden belastete Nutzpflanzen einen moglichen Eintragspfad fiir antibiotika-
resistente Bakterien durch Lebensmittel pflanzlicher Herkunft, wie die Feldversuche 2011
und 2012 zeigen. Die Ergebnisse erlauben keine Differenzierung zwischen einer dufieren-
oder endophytischen, inneren Belastung der Pflanzen durch Bakterien. Bemerkenswert ist,
dass Yang et al. (2013) ein gehauftes Auftreten von antibiotikaresistenten endophytischen
Bakterien im Sellerie beobachteten, der auf organisch gediingtem Boden gewachsen war. Sie
schlossen auf einen Zusammenhang mit dem moéglicherweise hohen Frachten an Antibio-
tika, die durch die Giillediingung ausgebracht worden waren [300].

Organisch gediingter Boden stellt somit ein Reservoir fiir multiresistente Mikroorganismen
dar, welches zum Eintrag antibiotischer Resistenzen in die Umwelt und in die Nahrungsmit-

telkette beitragen kann.

5.4 Zusammenfassung der Ergebnisse des Feldversuchs 2012
und erganzender Untersuchungen - Fazit

Die Durchfiihrung des Feldversuches verlief auch im Jahr 2012 erfolgreich, da die Pflanzen
gut gewachsen waren und somit gentigend Material zur Ernte und anschlief;enden Analyse
zur Verfiigung stand. Aufgrund des feuchteren Frithsommers, besonders zum Zeitpunkt der
Giillediingung und Pflanzung, musste nicht bewdssert werden. Des Weiteren wirkte das
Kohlnetz, so dass keine Insektizide, aber Fungizide zum Einsatz kamen. Wie auch bei der
Pflanzenernte 2011, konnte 2012 erneut ENR in den Pflanzen detektiert werden. Dieses Mal
wurde auch in den Wurzeln ENR quantifiziert, zur Zwischenernte mit 2,0 pg/kg FG fiir Por-
reeund 1,7 pg/kg FG im Weifskohl. Im Weifdkohlkopfbzw. in den jungen Blattern des Porrees

blieb der ENR-Gehalt unterhalb der Bestimmungsgrenze. Einige Monate spater zur Ernte
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hatten sich die ENR-Konzentrationen in den Wurzeln beider Pflanzenarten auf 0,5 pg/kg FG
verringert. In den oberirdischen Pflanzenteilen waren keine Riickstdnde mehr nachweisbar.
Ursache fiir den Riickgang der ENR-Gehalte konnte sein, dass das Fluorchinolon wéahrend
der Wachstumszeit in den oberen Bodenschichten zunehmend sorbiert wurde [204], so
dass es von den Wurzeln der gereiften Pflanzen nicht mehr nachweisbar aufgenommen
wurde. Aufierdem konnte die verminderte Nahrstoffaufnahme vor dem Erntezeitpunkt zu
einer geringeren Antibiotikaaufnahme fithren [218, 227, 228].

Die Vermutung, dass die geringen Riickstandsbefunde aus 2011 durch die Rillenbegiillung
verursacht wurden, liefs sich durch die erneut niedrigen Befunde in 2012 nicht bestatigen.
Werden die Ergebnisse der Feldversuche 2011 und 2012 mit den Ergebnissen der Rotkohl-
studie im Feldversuch 2010 in K6In-Auweiler [21] verglichen, fallen deutliche Unterschiede
auf, obwohl in vorangegangenen Hydrokulturversuchen die beiden Kohlsorten keine auffal-
ligen Unterschiede in der Antibiotikaaufnahme (2-12 mg/kg ENR bei WeifRkohl und 2-
15 mg/kg ENR bei Rotkohl) zeigten [19, 21]. In den Ernteproben der Feldversuche waren in
Rotkohlkopfen erheblich hohere ENR-Gehalte (zwischen 9 und 17 pg/kg FG) nachzuweisen
als in Weifskohl und Porree aus dieser Studie (max 2 pg/kg). Nachfolgend werden mogliche
Begriindungen fiir die unterschiedlichen Riickstandsbefunde in Weif3kohl, Porree und Rot-
kohl aufgefiihrt.

Der Rotkohl wurde mit Schweinegiille gediingt, die mit 50 bzw. 150 mg/L CTC und ENR
gleichzeitig dotiert worden war. Ob die Gegenwart des Chlortetracyclins zur relativ hohen
Aufnahme an ENR beigetragen hat, ist nicht geklart. Des Weiteren unterschieden sich die
Umweltbedingungen bei den Versuchsfeldern im Rheinland und in Westfalen: Das Rhein-
land ist im Klima etwas milder als die Soester Borde, so dass die Pflanzen im Rheinland ca.
1 Woche eher im Wachstum sind. Der Anbau des Rotkohls 2010 in Kéln-Auweiler erfolgte
auf einem ,sandigen, schluffigen Lehmboden®, der zu 43% aus Schluff bestand [240]. Auf
den Versuchsparzellen in Soest, d.h. in den Feldversuchen 2011 und 2012, wurden Weifskohl
und Porree ebenso auf einem sandigen schluffigen Lehmboden angebaut, aber mit einem
deutlich hoheren Schluffanteil von 70%. Ein h6herer Schluffanteil bedeutet mehr Sorptions-
platze, die in der Bodenmatrix zur Verfiigung stehen. Diese konnen von Antibiotika besetzt
werden, sind also im Boden immobilisiert und nicht mehr ausreichend pflanzenverfiigbar.
Es sei denn, sie werden durch dufiere Einfliisse wieder desorbiert, beispielsweise durch mit
mineralischen Diinger eingebrachte lonen, die um die Sorptionsplatze konkurrieren.
Gemaf Trapp et al. (2010) ist die Pflanzenverfiigbarkeit fiir ein Antibiotikum von der Be-
schaffenheit des Bodens, der Pflanzenart und den Umweltbedingungen abhdngig [301].

Auch Carter et al. (2014) schlussfolgerten, dass die Aufnahme von chemischen Stoffen in
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Pflanzen ein komplexer Prozess ist, der durch eine Kombination aus Boden, Pflanze und
chemischen Faktoren gelenkt wird [302].

In den zuvor im Arbeitskreis durchgefiihrten Hydrokulturversuchen zeigten Porree und
Weifskohl eine deutliche Aufnahme von ENR, CIP und TC [19]. Das Potential von Porree und
Weifskohl, Antibiotika aufzunehmen, insbesondere ENR, wurde auch im hier durchgefiihr-
ten Feldversuch festgestellt, jedoch lag hier nur eine Aufnahme in Spuren vor. Fiir AMO und
dessen Umwandlungsprodukte konnte in Hydrokultur keine Pflanzenaufnahme nachgewie-
sen werden. Auch die Ergebnisse der Riickstandsanalytik der Feldproben zeigten keinerlei
Riickstdnde an AMO, CEF und den Umwandlungsprodukten AMA und Diketo von AMO, so-
wie DFC und DCA.

Aufgrund der schlechten Wiederfindung der 3-Lactame wurden Sorptionsstudien von AMO
sowie dessen Umwandlungsprodukten in Giille- und Bodenproben in Abhangigkeit von der
Reaktionszeit durchgefiihrt (siehe Kapitel 5.3.3 5.104). Diese Experimente lief3en auf einen
hohen Sorptionsgrad schliefien und einen schnellen Abbau von AMO bei gleichzeitiger Bil-
dung von AMA. Diketo konnte nicht nachgewiesen werden. CEF wurde im Vergleich zu AMO
in hoheren Konzentrationen wiedergefunden, jedoch gab es auch hier deutliche Hinweise
auf Sorptions- oder Abbaureaktionen.

Fiir die riickstandsanalytische Bestimmung von CEF wurde die beschriebene Derivatisie-
rung iiber DFC zu DCA (siehe Kapitel 5.3.1 S.90 und [265, 266]) fiir die in dieser Studie un-
tersuchten Boden- und Gemiiseproben angewendet, jedoch war in den Feldproben keiner
dieser Komponenten detektierbar.

Um neben sorptiven Effekten und bekannten Umwandlungsreaktionen weitere Hinweise
zum Verbleib der eingesetzten (3-Lactame in den Feldversuchen zu erhalten, wurde eine de-
taillierte Auswertung der massenspektrometrischen Daten mittels ,spectral counting”
durchgefiihrt. Dies flihrte zu Hinweisen auf Umwandlungs- und Abbauprodukte von AMO
und CEF in Pflanzen, Boden und Giille. So konnten Hinweise auf AMO im Weifskohlkopf
(Diingung Hithnerkot) und Phenolhydroxypyrazin [294] im Porree (Diingung Schweine-
giille) erhalten werden. Weiterhin wurden die Massen des desaminierten Wirkstoffs (AMO/-
NH3) [294, 297] und des desaminierten Metaboliten Penicilloinsdaure (AMA/-NH3) [294] in
Weifskohlblattern, Porree und Schweinegiille und Hithnerkot detektiert, jedoch bleibt die
stoffliche Zuordnung auf die Umwandlungsprodukte unsicher. Die nachgewiesene Bildung
von AMA aus AMO in Boden und Giille (Abbildung 37) bestarkt wiederum den Verdachtsbe-

fund an desaminierten Produkten in Pflanzen und Giille.
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Das spectral counting fiir Proben, die CEF enthalten bzw. enthalten kénnen (Pflanzen der
CEF-Parzellen, CEF-Standard, CEF-Proben aus Wiederfindungsexperimenten) ergab Hin-
weise auf Ammoniumdesthiofuroylceftiofur [275] in Proben von Wiederfindungsexperi-
menten. In diesen, wie auch in einigen CEF-Standardproben, wurden Hinweise auf oxidier-
tes CEF [287] gefunden. Zudem lagen Hinweise auf das CEF-MS/MS-Fragment m/z 285 in
Porree- und Weifskohlwurzeln der Zwischenernte vor, sowie CEF in Porreewurzeln und DCA
in Weif3kohlbldttern der Ernteproben. Die Signalintensitidten waren fiir CEE, DCA und auch
fiir das oben genannte AMO zu gering, so dass in den vorhergehenden LC-MS/MS-Analysen
keine Identifizierung moglich war.

Die Methode des spectral counting kann offensichtlich fiir weiterfithrende strukturanalyti-
sche Fragestellungen eingesetzt werden, so dass die Negativ-Befunde sowohl fiir die 13-
Lactam-Wirkstoffe AMO und CEF als auch deren Hauptmetaboliten im Gemtise der Feldver-
suche einen Erklarungsansatz bieten. Folgeuntersuchungen miissten zeigen, ob sich die vor-
geschlagenen Verdachtsbefunde verifizieren lassen..

Die mikrobiologischen Untersuchungen ergaben, dass sich sowohl aus dem Boden einiger
Versuchsparzellen als auch aus vereinzelten Proben der Gemiisepflanzen resistente Mikro-
organismen, darunter auch ESBL-E. coli, isolieren lief3en. Zu Beginn des Feldversuchs (Pro-
benahme vor der Dotierung der Giille mit den resistenten Bakterien) konnten bereits in der
Giille sowie im Boden zweier Parzellen ESBL-E. coli nachgewiesen werden. Zur Zwischen-
ernte wurden ESBL-E.coli in drei Porreeparzellen (ohne Antibiotika, CEF und AMO-
Dotierung) und einer WeifRkohlparzelle (CEF-Dotierung) gefunden. Auféerdem waren im
Porree der Parzelle ohne Antibiotikadotierung ESBL-produzierende und Fluorchinolon-re-
sistente E. coli nachzuweisen. Zwei Monate spater zur Ernte lagen vor allem in den Wurzeln
(Porree, CEF-Dotierung; Weifskohl, ohne Antibiotika-, CEF- und AMO-Dotierung) positive
Befunde an ESBL-produzierenden Enterobacter vor. Im Boden der Porreeparzelle mit ENR-
Dotierung sowie der Weif3kohlparzelle mit CEF-Dotierung, konnten ESBL-E. coli, nachge-
wiesen werden. In der Weifskohl-Parzelle waren gleichfalls Fluorchinolon-resistente E. coli
vorhanden. Die Weifskohl-Parzelle (CEF-Dotierung) wies somit von Beginn bis Ende des
Feldversuchs ESBLs auf, zum Zeitpunkt der Ernte kam der Befund der Flurochinolonresis-
tenz hinzu. Bemerkenswert war auch der Nachweis von ESBLs im essbaren Teil des ernte-
reifen Porrees (ENR-Dotierung).

Die zur Gulle dotierten ESBL-E. coli liberlebten augenscheinlich im Boden die 5-monatige
Anbauperiode bis zur Ernte. Moglicherweise nahmen die zur Ernte vermehrt gefunden
Enterobakter die Resistenz der E. coli-Bakterien auf. Auch in anderen Studien konnten anti-
biotikaresistente Bakterien bzw. die entsprechenden Gene nach Giillebeaufschlagung im Bo-

den gefunden werden [92, 95, 97-99]. Landwirtschaftlich genutzte Boden stellen somit ein
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Reservoir flir (multi-)resistente Mikroorganismen dar, die zum Eintrag antibiotischer Resis-
tenzen in Lebensmittel beitragen konnen. So lasst sich auch den Ergebnissen der Riick-
standsanalysen und mikrobiologischen Untersuchungen der Feldversuche entnehmen, dass
Konsumenten von konventionell angebautem Gemiise sowohl Antibiotikariickstdnden als
auch resistenten Keimen ausgesetzt sein konnen. Bereits Hamilton und Miller et al. (2001)
schrieben, dass der britische Ausschuss fiir mikrobielle Sicherheit von Lebensmitteln (Ad-
visory Committee on the Microbiological Safety of Food) ungekochtes Gemiise fiir eine po-
tentielle Quelle fiir resistente Pathogene halt [303]. Rahube et al. (2012) fordern eine Quan-
tifizierung der Plasmide, die dazu beitragen soll, die Bedeutung von (Mehrfach-) Resistenz-
plasmiden als ,Schadstoffe” zu bestimmen, die, freigegeben in die Umwelt, das Potential ha-
ben, sich bis zu pathogenen Erregern beim Menschen zu verbreiten [299].

Ob es durch den Verzehr antibiotikahaltiger Gemiise zur vermehrten Bildung und Verbrei-
tung von Resistenzen kommen kann, wird im Folgeprojekt RESET- 1, Teilprojekt 7, im Rah-

men von Flitterungsversuchen an Versuchstieren untersucht [32, 304].
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6 Zusammenfassung *

Mit tierischen Exkrementen aus der Nutztierhaltung, die als Wirtschaftsdiinger eingesetzt
werden, gelangen die nach Anwendung ausgeschiedenen Antibiotika-Wirkstoffe, sowie Me-
tabolite und Umwandlungsprodukte auf landwirtschaftlich genutzte Flachen, aber auch An-
tibiotika-resistente (pathogene) Keime. Der Gemiiseanbau ist fiir Wirtschaftsdiinger ein
wichtiger Anwendungsbereich. Vorhergehende Studien hatten ergeben, dass ein Transfer
antibiotisch wirksamer Stoffe aus dem Boden in Nutzpflanzen und ihre Inkorporation in
Pflanzenorgane maoglich ist. Daher sind als Eintragsquelle fiir Antibiotika in die Nahrungs-
mittelkette auch kontaminierte Gemiise in Betracht zu ziehen, insbesondere solche, die als
Rohkost verzehrt werden. Um Erkenntnisse iiber die mogliche Antibiotika-Kontamination
verzehrstarker Gemiise, und damit Hinweise auf die Antibiotika-Exposition von Verbrau-
chern sowie die Verbreitung resistenter Bakterien durch Lebensmittel pflanzlicher Herkunft
zu gewinnen, wurden die in dieser Arbeit beschriebenen Modellstudien durchgefiihrt.
Dazu wurden Weifskohl und Porree in den Vegetationsperioden 2011 und 2012 nach kon-
ventionellen landwirtschaftlichen Anbaumethoden auf Versuchsflachen (FH Siidwestfalen,
Abteilung Soest) angepflanzt und in einer praxisiiblichen Aufwandmenge mit tierischen Ex-
krementen aus der Schweine- und Gefliigelhaltung gediingt. Die Exkremente waren vor der
Ausbringung definiert mit Antibiotika (Tetracyclin, Enrofloxacin, Amoxicillin oder Ceftiofur:
je 150 mg/kg Boden) und ESBL-produzierenden und Fluorchinolon-resistenten Escherichia
coli (10 KBE/mL) dotiert worden.

Zur Bestimmung der Antibiotikagehalte in Gemiisepflanzen und der Verteilung in den Pflan-
zenorganen wurden diese nach Beerntung analysiert. Dazu waren geeignete riickstandsana-
lytische Verfahren mit LC-MS/MS zu entwickeln. Ebenso wurden Antibiotikagehalte in Giille
und Boden bestimmt. Bakteriologische Analysen auf resistente Mikroorganismen wurden
an der FU Berlin durchgefiihrt.

Die Riickstandsanalysen des im Oktober 2011 geernteten Porrees, der auf mit Enrofloxa-
cin (ENR) dotierter Schweinegiille oder Hithnerkot gediingten Parzellen angebaut worden
war, ergaben in jungen Bliattern minimale ENR-Riickstdnde bis zu 0,2 pg/kg FG (Frischge-
wicht). Ebenso liefden sich im WeifRkohlkopf sehr geringe Spuren an ENR (0,3 pg/kg FG)
nachweisen, sowohl nach der Diingung mit Schweinegiille als auch mit Hithnerkot. Bei Diin-
gung mit Hithnerkot konnte ENR auch in den duf3eren Blattern des Weifdkohls nachgewiesen

werden.

*in Anlehnung an den RESET-Schlussbericht [154]
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Die Diingung mit Tetracyclin (TC) dotierten Tierexkrementen (Schwein und Gefliigel) fithr-
ten beim Porree in jungen Blattern zu einer Belastung an TC von maximal 5,2 pg/kg FG. Der
-Lactam-Wirkstoff Amoxicillin (AMO) sowie seine Hauptmetaboliten Penicilloinsdaure
(AMA) und das Diketopiperazin (Diketo) von Amoxicillin waren in keiner Boden- und Ge-
miiseprobe nachweisbar.

Die Ergebnisse der Analysen in der zweiten Anbauperiode von Weifskohl und Porree zeigten
nach der Zwischenernte im Juli 2012 und in den Ernteproben vom September eine Belas-
tung durch Enrofloxacin-Spuren, sowohl in Wurzeln (0,5 bis 2 pg/kg FG) als auch in essba-
ren Bestandteilen (Weifskohlkopf und junge Blatter des Porrees, unterhalb der Bestim-
mungsgrenze). Dieses Ergebnis ist mit den Befunden aus der vorhergehenden Anbauperi-
ode vergleichbar und entspricht tendenziell den in Vorstudien unter Hydrokulturbedingun-
gen durchgefiihrten Aufnahmeexperimenten, die eine auffillig hohe Pflanzenverfiighbarkeit
dieses Fluorchinolons erkennen liefsen. AMO und Ceftiofur (CEF) waren, wie in den Ernte-
proben 2011, in keiner Gemiiseprobe nachzuweisen.

Zur Aufklarung der Negativbefunde an (3-Lactamen wurden erginzende zeitabhangige Wie-
derfindungsstudien mit dotierten Giille- und Bodenproben durchgefiihrt. Die Analysedaten
liefRen einen schnellen Verlust an AMO erkennen, u.a. verursacht durch die simultane Bil-
dung der Penicilloinsdure. Neben dieser Umwandlungsreaktion dominierten adsorptive
Vorginge an die Bodenmatrix die Konzentrationsverlaufe. Zwar war der Verlust von CEF in
der Giillesuspension deutlich zu verfolgen, aber die Bestimmung méglicher Metabolite bzw.
Abbauprodukte als Summenparameter fiihrte zu keinem positiven Befund in Giille und Bo-
den.

Verdachtsbefunde auf mogliche Umwandlungs- und Abbauprodukte der 3-Lactame ergaben
sich jedoch durch eine detaillierte Auswertung der full-MS-Massenspektren von Pflanzen-
und Gilleproben nach der ,spectral counting“ Methode: In jungen und alten Blattern von
Weifskohl und Porree sowie in AMO- und CEF-dotierter Schweinegitille und im Hithnerkot
wurden charakteristische Signale moglicherweise von den Desaminierungsprodukten
AMO/-NH3 und AMA/-NH3z erkannt. Ein weiterer Hinweis auf Phenolhydroxypyrazin lag in
jungen Blattabschnitten des Porrees (Diingung Schweinegiille) vor. Zusétzlich konnten mog-
liche Spuren von AMO im Weifskohlkopf, CEF in Porreewurzeln und Desfuroylceftiofurace-
tamid (DCA) in Weif3kohlblattern detektiert werden.

Die Mikrobiologische Untersuchungen ergaben, dass die in 2011 eingesetzten Tierexkre-
mente (Schweinegiille und Hithnerkot) vor Versuchsbeginn frei von Fluorchinolon-resisten-

ten und ESBL-bildenden E. coli waren. Im Boden lief3en sich vor der Pflanzung Pseudomonas,
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aber keine E. coli nachweisen. Allerdings zeigten die Setzlinge bereits vor der Pflanzung po-
sitive Befunde an ESBL-E. coli und auch Fluorchinolon-resistente E. coli. Die Untersuchun-
gen zur Ernte im Oktober 2011 ergaben ESBL-E. coli Befunde im Boden (Parzelle Porree,
Schweinegiille, ohne Antibiotika, mit ESBL) und (-Lactam-resistente Pseudomonas in den
Pflanzen.

Im Unterschied zur Anbauperiode 2011 enthielt die originar antibiotikafreie Schweinegiille
des Anbaujahres 2012 bereits ESBL-E. coli, die Gemiisesetzlinge und die Pflanzerde jedoch
nicht. Nach der Beerntung wurden sowohl aus dem Boden der unterschiedlich mit Giille be-
aufschlagten und Antibiotika-dotierten Versuchsparzellen als auch aus Gemiisepflanzen
zahlreiche 3-Lactam resistente Mikroorganismen isoliert. Bemerkenswert ist der Befund in
essbaren Teilen des Porrees. Offensichtlich iiberlebten in dem Feldversuch 2012 die zur
Giille dotierten ESBL-Bakterien im Boden die fiinfmonatige Anbauperiode von der Diingung
bis zur Ernte. Der organisch gediingte Boden stellt somit ein Reservoir fiir multiresistente
Keime dar, der zum Eintrag antibiotischer Resistenzen in die Umwelt und in die Nahrungs-
mittelkette beitragen kann.

Eine Folgerung aus den Ergebnissen der Riickstandsanalysen und der mikrobiologischen
Untersuchungen ist, dass Konsumenten von konventionell angebautem Gemiise sowohl
Kontaminationen von Antibiotikaspuren als auch resistenten Keimen ausgesetzt sein kon-
nen.

Um die Auswirkungen von Fluorchinolonen, die in Gemiisepflanzen inkorporiert sind, auf
Darmbakterien wie E. coli zu untersuchen, werden im Rahmen des Folgeprojektes RESET-II
experimentelle Tierstudien am Institut fiir Pharmakologie, Toxikologie und Pharmazie der

Tierarztlichen Hochschule Hannover durchgefiihrt.
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Anhang: experimenteller Teil

A. Feldversuche

A.1. Anbauperiode 2011

Pflanzung der Weifskohl- und Porree-Jungpflanzen 2011

Die Jungpflanzen befanden sich vor ihrer Pflanzung in Anzuchtkésten. Zum Zeitpunkt der
Pflanzung trugen die jungen Weifskohlpflanzen noch ihre Keimblatter und hatten ca. vier
Laubblatter entwickelt. Nach der BBCH-Codierung (Biologische Bundesanstalt fiir Land-
und Forstwirtschaft, Bundessortenamt du Chemische Industrie), die die phanologischen
Entwicklungsstadien von bestimmten Pflanzen bzw. Pflanzengruppen angibt, hatten die
Pflanzen zum Zeitpunkt der Pflanzung die Codierung 14, d.h. sie befanden sich im Makro-
stadium 1, im Stadium der Blattentwicklung des Hauptsprosses. Die Jungpflanzen des Por-
rees wiesen keine Keimblatter mehr auf und hatten bereits ca. drei Laubblatter gebildet,

nach BBCH befanden sie sich im Makrostadium 1, Codierung 13.

er1 Wernnderiich

Abbildung 43: Jungpflanzen in Anzuchtkisten

a) Weifdkohljungpflanzen b) Porreejungpflanzen.

Die Jungpflanzen wurden in Anzuchtkasten geliefert. (zwei Anzuchtkasten mit jeweils 300
Weifskohlpflanzchen (Pflanzensorte Speedys); (sieben Anzuchtkisten mit jeweils 300 Por-
reepflanzchen (Standardsorte Septemberernte).

Um die Beschaffenheit des Bodens fiir die Bepflanzung zu optimieren, wurde der Boden ge-
frast. Es wurden 8 Parzellen je Pflanzenart bepflanzt. Es wurden 480 Weifskohl- und 2016

Porreepflanzen gepflanzt.
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Abbildung 44: Pflanzmaschine (Versuchsfeld Merklingsen, 12.05.2011)

Die Pflanzung fiir Weifskohl erfolgte mithilfe einer Pflanzmaschine (Abbildung 44), die von
einem Mitarbeiter der Firma Rijkzwaan gefahren wurde. Anschliefend wurden die Pflanzen
bewassert. Fir die Porreepflanzung wurde die zu bepflanzende Flachen gewalzt und die
Pflanzreihen markiert. Die Firma Rijkzwaan stellte auferdem einen Pflanzstab zur Verfii-
gung (siehe Abbildung 45a). Mit diesem Pflanzstab (3 Stiben im Abstand von 10 cm mit
einer Lange von 15 cm) wurden die Pflanzldcher fiir Porree in dem fiir den Porreeanbau
tiblichen Abstand und der iiblichen Tiefe gestochen. Die Porreepflanzen wurden von Hand
in die Locher eingesetzt und mit Wasser eingeschlammt (Abbildung 45b).

Je nach Bedarf wurden die Pflanzen bis zur Ernte bewéssert. Die Bewdsserung konnte durch
das Kohlnetz (siehe Kapitel Pflanzenschutz 2011) in den ersten 3 Monaten in der Regel etwa

alle 2 Tage mit jeweils ca. 3500 1 Wasser erfolgen.

Abbildung 45: Porreepflanzung 2011: a) Dreizack zum Stechen der Pflanzldcher fiir
die Porreesetzlinge; b) Einschlimmen der Porreepflanzen
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Diingung 2011

Die Berechnung der erforderlichen Giille pro m2 Parzelle zur Grunddiingung von Weifskohl
und Porree ist abhdngig vom Ammonium-Stickstoffgehalt in der Giille bzw. im Kot und der
vorhandenen Stickstoffkonzentration (Nmin) in der Erde, in der die Jungpflanzen gepflanzt
wurden. Die Berechnung der Menge an Giille bzw. Kot erfolgte anhand des iiblichen Stick-
stoffgehalts und der Trockensubstanz. Es wurde bei der Giille von einem Stickstoffgehalt
von 5,6 kg/m? und von einer Trockensubstanz von 5% ausgegangen. Da die Giille bzw. der
Kot erst kurz vor dem Diingetermin abgeholt wurde, konnte der Stickstoffgehalt nicht im
Vorhinein bestimmt werden. Weifdkohlpflanzen benoétigen zum Gedeihen insgesamt
290 kg N/ha, Porreepflanzen insgesamt 200 kg N/ha, wobei nicht alles an einem Tag aufge-
bracht wird, sondern zu mehreren Zeitpunkten je nach Bedarf. Bei einem iiblichen Stick-
stoffgehalt werden 2 L/m2 Giille aufgebracht. Die spateren Untersuchungen ergaben einen
Stickstoffgehalt in der Giille von 0,15% bei einer Trockensubstanz von 2,7%. Der Stickstoft-
gehalt des verdiinnten Hiihnerkots lag bei 0,49% und die Trockensubstanz bei 5%. Alle Un-
tersuchungen wurden von der LUFA NRW durchgefiihrt. Nach Erhalt der Ergebnisse von der
LUFA erfolgte eine weitere antibiotikafreie Giillediingung fiir den Porree. Die Weif3kohl-
pflanzen waren bereits so grof3, dass eine Kontamination der Blatter mit Giille nicht ausge-
schlossen werden konnte. Aus diesem Grund wurde auf eine zweite organische Diingung
beim Weifskohl verzichtet. Nach sechs und acht Wochen erfolgten zwei mineralische Diin-
gungen, so dass die Pflanzen insgesamt einen Stickstoffgehalt von 240 kg zur Verfiigung hat-

ten.

Tabelle 35: Aufwandmenge an Wirtschaftsdiinger.

Der Kot wurde auf 5 % Trockensubstanz mit Wasser verdiinnt, d.h. es wurden 1,5 kg Kot mit
6,5 1 Wasser fiir die Porreeparzellen und 2 kg Kot mit 9 1 Wasser fiir die Weifskohlparzellen
verruhrt.

Weifdkohl Porree Antibiotikadotierung

Giille (21/ m?): 361/ Parzelle 271/ Parzelle 75 mg/l = 150 mg/m?

Kot (0,655 kg / m?): | 12 kg / Parzelle 9kg / Parzelle 40 mg/1 = 150 mg/m?

Die Diingung erfolgte mit der GiefSkanne. In einer 15 L Gief3kanne wurden 6 - 10 L Giille
bzw. verdiinnter Hithnerkot mit der jeweiligen Menge an Antibiotika und Bakterien versetzt
(siehe Tabelle 37). Diese Mischung wurde in einer zuvor gezogenen Rille nah an der Pflanz-
reihe auf die Parzellen aufgebracht. Anschlieféend wurde diese Rille mithilfe einer Garten-

harke wieder mit Erde abgedeckt. (Abbildung 16).
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Tabelle 36: Antibiotikalésungen zur Dotierung der Tierexkremente 2011

Antibioti- Bezugsquelle/ Anteil rei- Lésungs- Angesetz- | Menge Anti-
kum* Hersteller ner Wirk- mittel tes Volu- | hiotikum
stoff (w/w) men
Voll ent-
Amoxicillin- |Klat-Chemie 0 109
Trihydrat | GmbH Ahlhorn 87% |salztes 14L 8
Wasser
Tetracyclin- .
Hydrochlo- gﬁgﬁ}fﬁﬁim 92,4% |Methanol 0,7 L 10,2 g
rid
Zhejiang Xinhua
Enrofloxa- Pharmaceutical 0 95
cin-Base Co., Ltd., Chinesi- 99,4 % Methanol L4L 8
sche Produktion

* Herrn Dr. Bode wird fiir die Unterstiitzung bei der Beschaffung der Antibiotika gedankt.

Tabelle 37: Angesetzte Mischungen der Tierexkremente mit Antibiotika und Bakte-

rien fiir die Diingung 2011.

Es wurden 150 mg/m? Antibiotikum und 2 L/m? Schweingiille bzw. 0,655 kg/m? Hiihner-
kot pro Parzelle aufgebracht. Das Volumen der GiefSkanne betrug 15 L.

Volumen
Menge Volu- Volumen |Bakterien-
Anzahl | Tier- men Antibio- suspen-
Vari- | Pflan- Tier- A.nti.- Gief3- | exkre- Wasser tikal.ﬁsung .sion pro
ante | ze exkre- |bioti- | kannen | ment pro (siehe Giefdkanne
ment kum |proPar-| pro . Tabelle 36) (ESBL-
. Gief3- . ,
zelle Gief3- kanne | PT® Gief3- E.coli
kanne kanne 103/mL
KbE)
1 Schweine AMO 1000 mL
2 ; TC 50 mL
3 @ giille ENR 3 9L - 100 mL 9 mL
4 L oD -
5 | 8 AMO 500 mL 6 mL
6 Hiithner- |TC 25 mL 6 mL
7 kot  [ENR 6 Lokg | 65L 50 mL 6 mL
8 oD - -
9 AMO - 650 mL
10 Schweine- | TC - 30 mL
11 | = giille [ENR 6 6L - 65 mL 6 mL
12 | & oD - -
13 D AMO 650 mL 11 mL
14 | = | Hihner- [TC ¢ . oL 30 mL 11 mL
15 kot  [ENR g 65 mL 11 mL
16 oD - -
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A.2. Anbauperiode 2012

In der Anbauperiode 2012 wurden Porree und Weif3kohl von Hand gepflanzt. Porree in ei-

nem Abstand von 10 cm und Weifdkohl in einem Abstand von 60 cm in der Reihe.

£ ; £

Abbildung 46: Pflanzung von Porree und Weifdkohl 2012

Tabelle 38: Antibiotikalosungen zur Dotierung der Schweinegiille 2012

Anteil reiner

Einwaage

Ange-

Antibioti- Bezugsquelle/ Her- » Losungs- D,
Wirkstoff . Antibioti- | setztes
kum steller (w/w) mittel kum Volumen
Amoxicil- . voll-ent-
lin-Trihyd- Klat'(gl}ﬁrﬁléir?mbl{ 87 % salztes 4,65g 6L
rat Wasser
Ceftiofur-
Hydrochlo- Albrecht GmbH 92,5 % Methanol 437¢g 1L
rid
_ | Zhejiang Xinhua Phar-
Eg;‘fgggz maceutical Co., Ltd.; 99,4 % Methanol 4,05¢g 1L
chinesische Produktion

Tabelle 39: Angesetzte Mischungen der Schweinegiille mit Antibiotika und Bakte-
rien fiir die Diingung

Es wurde 150 mg/m? Antibiotikum und 2 L/m? Schweingiille pro Parzelle aufgebracht. Die
eingefillte Giillemenge pro Giefdkanne betrug 9 L. Pro Gief(kanne wurden 9 mL einer Bak-
teriensuspension (ESBL-E. coli 10°/mL KbE) hinzugegeben.

Volumen Antibiotikalésung

Z‘;‘;: Pflanze An]t(ll?llr? t- Anz;l:(l)(l})gel{iléﬁgnen (siehe Tab(;:le 38) pro Gief3-
anne

1 AMO 1000 mL

2 Porree CEF 2 170 mL

3 ENR 170 mL

4 oD -

5 AMO 1000 mL

6 Weif3- CEF 4 170 mL

7 kohl ENR 170 mL

8 oD -
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Die Parzellen wurden mit der Giefdkanne begiillt und anschliefiend wurde die Giille einge-

harkt.

B. Antibiotikariickstandsanalytik

B.1. Chemikalien

Acetonitril (HPLC Grade; Merck)

Ameisensaure reinst, 98-100 % (Merck)

Ammoniaklosung, 25% (w/w; p.a.; Merck)

Amoxicillin Trihydrat (VETRANAL, Fluka)

Ceftiofur (Analytical Standard, Fluka)

Ciprofloxacin (Reference Standard; Bayer AG)
Citronensaure Monohydrat (p.a. Merck)

Dithioerythritol (p.a. Sigma)

Diketopiperazin (LGC GmbH)
Di-Natriumhydrogenphosphat-2-Hydrat (p.a. Merck)
Enrofloxacin (Analytical Standard; Fluka)

Epi-Tetracyclin Hydrochlorid (Analytical Standard; Fluka)
Ethylendiamintetraessigsaure Dihydrat Dinatriumsalz, EDTA (Triplex III; p.a.; Merck)
Iodacetamid (p.a. Sigma)

Kaliumchlorid (chemsolute, Th. Geyer)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4; p.a.; Merck)
Kaliumphosphat (K3POg4; p.a. Sigma-Aldrich)

Koffein (Sigma-Aldrich/Steinheim)

Lithiumtetraborat (Merck)

Magnesiumnitrat Hexahydrat (Mg(NO3).*6H:0; p.a.; AppliChem)
Methanol (HPLC-gradient grade; VWR)

Natriumhydroxid (p.a.; Merck/Darmstadt)

Penicilloinsdure von Amoxicillin-Natriumsalz (LGC GmbH)
Phosphorsaure (85%); VWR)

Pufferlosungen, pH 2 und pH 7 (gebrauchsfertig; Merck)
Salzsaure, 25 % (w/w; p.a.; Merck)

Tetracyclin Hydrochlorid (Analytical Standard; Fluka)
Trichloressigsaure, TCA (Merck)

Ultramark (Alfa Aesar Lancaster/Pelham (Grofdbritannien))
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B.2. Verbrauchsmaterialien

50 mL Spritzen (Norm-Ject, Henke Sass Wolf)

Analytische Trennsaule, YMC ODS-AM 5 um 150 x 3 mm (YMC Europe GmbH)
Analytische Vorsaule, YMC ODS-AM 5 um 20 x 3 mm (YMC Europe GmbH)
Deckel fiir Probenglaschen (RSC) Pasteurpipetten, (VWR)

Kartusche Bond C18 200 mg 3 mL (Varian; Part.Nr. 12102025)

Messkolben 10 mL, Duran-Glas (VWR, Brand)

Pasteurpipetten (VWR, Brand)

Polymerphasen-Kartuschen: Oasis HLB 3cc 60 mg (Waters, Art.Nr.: WAT094226)
Polymerphasen-Kartuschen: Oasis HLB 6cc 200 mg (Waters, Art.Nr.: WAT106202)
Probenbeutel 540 mL (VWR, Twist-Seal)

Probenglaschen, (VWR)

Reagenzglaser, (RSC)

Zentrifugenglaser 50 mL (VWR, Duran-Glas)

B.3. Laborgerite

beheizbares Sandbad fiir das Kénigswasserbad (LHG)
Digitalwaage CP622 (Sartorius)
Feinwaage handy (Sartorius)
Grindomix (Retsch)

Horizontalschiittler (IKA Labortechnik)
Magnetriihrer RH basic 2 (IKA)
Metallblockthermostat (VLM)
OPI-System (over pressure inline) (RSC)
pH-Meter (Knick)

Schiittler (Eppendorf)

Ultraschallbad (VWR)

Zentrifuge Rotofix 32 (Rettich)

B.4. Vorbehandlung der Labor- und Glasgerite

Um Kontaminationen aus Vorversuchen zu vermeiden, wurden alle Glasgerate im Koénigs-
wasserbad dekontaminiert und anschlief3end griindlich mit bidest. Wasser gespiilt. Alle me-
tall- oder kunststoffhaltigen Mehrwegteile wurden ausreichend mit Methanol und bidest.
Wasser im Ultraschallbad gereinigt.

Das Pflanzenmaterial, der Boden und die Giille wurden mittels HPLC-MS/MS analysiert.

B.5. Herstellung der Stamm- und Standardlésungen

AMO, AMA, Diketo, ENR, CIP, TC, epi-TC, CEF wurden als kommerzielle Produkte erworben.
Die Stammlo6sungen (1.0 g/L) wurden in ACN fiir ENR, in ACN/bidest. Wasser (1:1, v/v) fiir
TC, Epi-TC und CEF und in bidest. Wasser fiir AMO, AMA und Diketo geldst. Die Stammlosung
fiir CIP wurde in saurer ACN-Losung (Ameisensdure 2% v/v) hergestellt.

Desfuroylceftiofur (DFC) und Desfuroylceftiofur (DCA), beides Umwandlungsprodukte in
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der Ceftiofuranalytik sind kommerziell nicht erhéltlich, somit mussten sie im Labor herge-
stellt werden. Fiir die Herstellung von DFC wurden 500 pL der CEF-Stammlésung mit 5 mL
Boratpuffer (pH9, KOHs) und 0,02 g Dithioerythritol (DTE) versetzt und fiir 30 min bei 50 °C
inkubiert. Die Umwandlung zu DFC wurde massenspektrometrisch tiberpriift. Von der DFC-
Losung wurden 1 mL abgenommen, mit 0,02 g lodacetamid (IAA) versetzt und erneut fiir
30 min bei 50 °C unter Lichtausschluss inkubiert. Auch hier wurde die Umwandlung zu DCA
massenspektrometrisch tiberpriift.

Aus den Antibiotikastammldsungen wurden durch Verdiinnung mit FlieRmittel A Multistan-
dardlésungen. Standardlésungen wurden jeden Tag frisch angesetzt. Die Stammldsungen

waren bei -30 °C fiir 6 Monate stabil.

B.6. Analyse der Pflanzen 2011

Die Vorgehensweise fiir die Riickstandsanalytik von Antibiotika in Pflanzen ist in Abbildung
48 als Ablaufschema dargestellt. Nach der Homogenisation des Pflanzenmaterials folgte
eine Fest-Fliissigextraktion. An diese schloss sich eine Festphasenextraktion an. Zur Detek-

tion der Antibiotika im SPE-Eluat wurde die LC-MS/MS-Technik eingesetzt.

Gemiisepflanzen
(Weif3kohlpflanzen und Porreepflanzen des Feldversuches)

Zerkleinern, Homogenisieren und Einwiegen

e WeifRkohl (getrennt in Wurzel, Blatter und Kopf (je 2x 5 g)
e Porree (getrennt in Wurzel, Blatter/Blattabschnitte iung und alt (ie 2x 5 g)

Extraktion mit 30 mL KH,PO,-Puffer (pH 2)
fir 2x 10 min im Ultraschallbad

Festphasenextraktion: Aufkonzentrieren und Entfernen von Matrixbestandteilen

Konditionierung der Oasis HLB Bond-Kartusche (3 cc, 100 mg) mit
4 3 mL Acetonitril
¢ 3 mL bidest. H,0

¢ 3 mL 2% Trichloressigsdure (w/v)

Probenaufgabe

Waschen mit ¢ 2 mL bidest. H,0

¢ 2 mL 2% Trichloressigsdure (w/v)

Elution mit 2x 2.5 ml. Acetonitril (ie 2 Eluate vereinen)

Einengen des Eluates bis zur Trockne

Aufnahme des Riickstandes in 250 pL Fliefmittel A*: fertige Messprobe
* Fliefdmittel A: bidest. H,0 / Acetonitril / Ameisensaure (90/10/0,1 (v/v/v))

Identifizierung und Quantifizierung mittels LC-MS

Abbildung 48: Schema der Probenaufbereitung zur Untersuchung von Anitbiotika in
Pflanzen
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B.6.1.  Extraktion und Aufreinigung

Die klein geschnittenen und bei -60 °C gelagerten Pflanzenteile wurden in einer Messer-
miihle (Grindomix GM200, Retsch) homogenisiert. Fiir die anschliefRende Fest-Fliissig-Ex-

traktion wurden 2x5 g Pflanzenmaterial eingesetzt und parallel aufgearbeitet

B.6.2.  Fest-Fliissigextraktion

Die Fest-Fliissig-Extraktion bestand aus zwei Extraktionsstufen mit folgendem Puffer:

KH>PO-Puffer
Eine 0,01 mol/L KH,PO4-L6sung wurde hergestellt und mittels 20%-iger (w/w) Trichlores-
sigsdure (TCA) auf pH 2 fiir den KH;PO4-Extraktanten eingestellt.

Extraktionsstufe 1
Das Pflanzenhomogenat wurde mit 20 mL Extraktionslésung versetzt und im Ultraschallbad
fiir 10 min behandelt. Anschliefdend erfolgte eine Zentrifugation bei 2325 x g fiir 10 min.

Der Uberstand wurde in ein frisches Zentrifugenglas tiberfiihrt.

Extraktionsstufe 2

Das verbleibende Sediment wurde in 10 mL Extraktionslosung aufgeschlammt, 10 min im
Ultraschallbad inkubiert und wie oben beschrieben zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand
wurde mit dem Uberstand aus Extraktionsstufe 1 vereint. Die vereinigten Uberstinde wur-

den fiir die sich anschliefende SPE verwendet.

B.6.3.  Festphasenextraktion (SPE)
Die Festphasenextraktion (solid phase extraction, SPE) erfolgte mithilfe des sog. OPI-Systems
(over pressure inline, Fa. R. Sauerbrey, [17, 248]). Dieses Gerat ermdoglicht einen kontinuier-

lichen Fluss des Extraktes durch die Kartusche.
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Abbildung 49: OPI-SPE-System bestehend aus Kompressor, Pumpe, Spritzen, Kartu-
schen und Auffanggefiafle
Durch einen Kompressor und eine Pumpe wurde ein hydraulisches System betrieben

Zur Konditionierung der HLB-Bond-Kartusche (3cc) wurden nacheinander 3 mL ACN, 3 mL
bidest. Wasser und 3 mL 2% (w/v) TCA aufgetragen. Nach der Extraktaufgabe wird mit
2mL 2% (w/v) TCA und 2 mL bidest. Wasser gewaschen. Die Effluate wurden verworfen.
Die Kartusche wurde trockengesaugt und anschlief3end erfolgte die Extraktion mit 5 mL
ACN. Es wurden jeweils zwei Eluate derselben Probe vereint.

Die Eluate der SPE wurden unter Stickstoffstrom in einem Metallheizblock bei 30 °C bis zur
Trockne eingeengt (siehe Abbildung 50). Die eingeengten Eluate wurden in 250 pL Flief3-
mittel A aufgenommen, gegebenenfalls (starke Triibung) fiir 10 min bei 2325 x g zentrifu-

giert und fiir die LC-MS verwendet.

b)

Abbildung 50: a) Metallblockthermostat mit einzuengenden Eluaten von Pflanzen,
b) Zur Trockne eingeengtes Eluat
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B.6.4. LC-MS/MS-System

Als HPLC-Anlage wurde ein System von Thermo-Finnigan, bestehend aus einem SCM 1000
Vakuum Membrane Degaser, einer HPLC-Gradientenpumpe SpectraSYSTEM P 4000, einem
Injektionssystem AS 3000 Autosampler mit integrierter Probenkiihlung (10 °C), Sdulenofen
(30 °C) und STUW-Trapping Sdulenschaltventil genutzt. Fiir die Massenspektrometrie stand
eine LCQ Advantage von Thermo Fisher Scientific zur Verfiigung. Der Massenanalysator ist
bei der LCQ eine dreidimensionale Ionenfalle. Die Ionisierung erfolgte durch Elektrospray-
Ionisation (ESI) im positiv-Modus [M+H]*. Zur Identifizierung der Analyten wurden der SRM
(single reaction mode) fiir Vorlaufer-(Precurser-) und Produkt-lon aus den MS/MS-

Stofsexperimenten (He) eingesetzt.

Chromatographische Bedingungen:
Fliefmittel: ~ A: ACN/Wasser/Ameisensaure (10/90/0,1 % v/v)

B: ACN/Wasser/Ameisensaure (60/40/0,1 % v/v)

Flussrate: 0,4 mL/min
Vorsiule: YMC-Pack ODS-AM, VS, innen: 3 mm x 10 mm, Partikelgrofde 5pm Poren-
grofie 12 nm
Trennsaule: YMC-Pack ODS-AM, innen: 3 mm x 150 mm, Partikelgréfe 5pum, Poren-
grofde 12 nm
Sédulenofen: 30°C

Autosampler: 4°C
Injektionsvolumen: 20 pL bzw. 100 pL
Gradient: siehe Tabelle 40

Tabelle 40: Losungsmittelgradient fiir die HPLC

Zeit [min] Flief3mittel A [%] FlieRmittel B [%]
0-1,5 90 10
1,5-10 80-60 20-40
10-17 60-0 40-100
17-21 0 100
21-24 0-90 100-10
24-35 90 10
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Detektion:
Tune -Page-Parameter:
fiir Amoxicillin und Penicilloinsdure von Amoxicillin:

Capillary Voltage: 4 [V]

Cone Mass Range: 80-2000 [m/z]
Sheath Gas Flow Rate: 45 [arb]
Auxiliary Gas Flow Rate: 0 [arb]

Ion Spray Voltage: 5 [kV]
Capillary Temperature: 250 [9C]

Tube Lens Offset: 0 [V]

Multipole 1 Offset: -2,25 [V]

Lens Voltage: -16 [V]

Multipole 2 Offset: -5,5[V]

fiir Diketopiperazin des Amoxicillins, Ciprofloxacin, Enrofloxacin, epi-Tetracyclin, Tetracyclin:

Capillary Voltage: 9 [V]

Cone Mass Range: 80-2000 [m/z]
Sheath Gas Flow Rate: 45 [arb]
Auxiliary Gas Flow Rate: 0 [arb]

Ion Spray Voltage: 5 [kV]
Capillary Temperature: 250 [9C]

Tube Lens Offset: - 5,0 [V]

Multipole 1 Offset: -2,5[V]

Lens Voltage: -16 [V]

Multipole 2 Offset: -5,5[V]

Auswertung: Xcalibur 2.0

Die typischen Fragmente der einzelnen Antibiotika sind in Tabelle 41 aufgelistet. Die zu
messenden Quasimolekiil-lonen wurden nacheinander in der Ionenfalle isoliert und mit He-
lium als Stof3gas fragmentiert, die dazu notige Stoflenergie ist ebenfalls in Tabelle 41 aufge-
fiihrt. Die Identifizierung der Analyten erfolgte liber die Massenspuren der Quasimolektil-
Ionen und Fragment-lonen (MS/MS-Stofsexperimente (He), MS1, MS2), ihre relativen Inten-
sitdaten und Retentionszeiten (Ionisierungsmethode: Elektrospray lonisation (ESI), Positiv-
Modus). Zur Quantifizierung wurde die Summe der MS?-Signalintensititen korrespondie-
render Produkt-lonen verwendet.

Das beschriebene Gesamtsystem wurde anhand von Antibiotikastandardlésungen jeweils

vor und nach der Messung liberpriift.
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Tabelle 41: Strukturen und MS/MS-Daten der eingesetzten Antibiotika und deren
Umwandlungsprodukte

Ab- Vor- [Stof3-Produkt-lonenReten-
Stoff- | Bezeich- |, .. ldufer-ener- (m/z) tions-
kiir- Struktur . . .
klasse| nung Zun ion | gie Peak- zeit
g (m/z) | (%) | intensititen |[min]
Fjij?jj\ 245,1 (< 5%)
Enro- [ ©H 316,2 (100%)
8 floxacin ENR (\N N 360,21 40 317,0 (10-20%) 85
= ~ N A 342 (< 5%)
=
< 0 O
: Oy
= Cipro- | 288,1 (100%)
Fr
floxacin CIp (\N N 3320 39 314,1 (< 5%) 7.5
HN. A
NH; q .
IAmoxicillin 207,0 (5%)
AMO Hom ?ﬁﬂéw 3658 35 (3408 (100%) | 3
o
o [Penicilloin- NH, S OH 366,9 (100%)
§ saure von | AMA jA/kN O [384,0| 35 [340,0 (10-20%)| 2,8
© | AMOn O 5 on™ 323,0 (50-70%)
— HO
@
] SJ;«OH
Diketopi- | .. O N N Y 159,9 (100%)
perazin Diketo Ay H 365,8 | 35 207.0 (10%) 7,0
H
Tetra. 410,0 (30%)
° evelin TC 445,0 | 35 |426,9(100%) | 7,9
= y 427,9 (10%)
B
&
5 , 410,0 (40-
- Tilz;;l- e-TC 445,0| 34 50%) 426,9 6,6
cvelin ’ (100%) 427,9 ’
y (30%)

B.6.5. Validierung

Wiederfindung

Ob die gewédhlte Methode zur Riickstandsanalytischen Bestimmung fiir den zu untersuch-

enden Antibiotikagehalt und der vorliegenden Matrix geeignet war, wurde mittels Wieder-

findungsstudien iiberpriift. Dazu wurde eine definierte Menge des ,Riickstands*“ zur Matrix
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einer Probe der Kontrollparzelle (Blindprobe) gegeben. Die dotierte Blindprobe wird mit
der zu testenden Methode aufgearbeitet und die gemessene ,Riickstandsmenge” in Prozent
der Ausgangsmenge/der dotierten Menge angegeben. Hierzu steht in einer Verfahrensan-
weisung vom Landeslabor Berlin-Brandenburg: ,Die Wiederfindung fiir die Riickstandsana-
lytik sollte in der Regel zwischen 70 und 120% liegen. Wird auf Grund von bekannten Stof-
feigenschaften eine reproduzierbar geringere Wiederfindung beobachtet, kann fiir den Fall,
dass keine andere geeignete Methode existiert, auch eine Wiederfindung von mindestens
40 % akzeptiert werden.” Weiterhin ist vermerkt, dass die Wiederfindung eine konzentrati-
onsabhangige Grofie ist [305]. Auch IUPAC [306] und Sanco [307] sprechen von einer anzu-
strebenden Wiederfindung zwischen 70 und 120%, weisen aber auch darauf hin, dass ab-
hédngig von der Methode auch eine geringere Wiederfindung akzeptabel ist, besonders wenn
es sich um sehr geringe Konzentrationen handelt (siehe Tabelle 42). Dem Analytiker muss
in diesen Fillen bewusst sein, dass die gemessenen Werte moglicherweise vom wahren
Wert abweichen, somit eine relativ geringe Genauigkeit aufweisen. Abhdngig von der zu er-
wartenden Konzentration sind Abweichungen von -50 bis +20% akzeptabel (siehe Tabelle

43).

Tabelle 42: Maximale akzeptable Wiederfindung quantitativer Methoden nach DIN
CEN/TS 15356

Richtlinien zu Leistungs- und Validierungskriterien von analytischen Methoden, erweitert
fiir niedrige Gehalte (308)

Konzentration Durchschnittliche Wiederfindung in %
<10 ppb 40-120
100 - 10 ppb 60-110
=100 ppb 80-110

Tabelle 43: Maximale akzeptable Abweichung quantitativer Methoden nach
2002/657 /EC. (308)

Konzentration Abweichung in %
<1 ppb -50 - +20
1-10ppb -30-+10
> 10 ppb -20 -+10

Parallel zur Durchfiihrung des Feldversuchs, wurden die im Arbeitskreis bestehenden Me-
thoden getestet und gegebenenfalls weiterentwickelt:
Fiir die Rickstandsanalytik von Amoxicillin und seinen bekanntesten Hauptumwandlungs-

produkten Penicilloinsdure und Diketopiperazin von Amoxicillin (AMA und Diketo) in den
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Pflanzenproben wurde die Methode adaptiert, die von Chowdhury [240] beschrieben

wurde. Diese Methode wurde auch fiir die Antibiotika Enrofloxacin und Tetracyclin und ihre

Umwandlungsprodukte angewandt.

Tabelle 44: Wiederfindung von Antibiotika und Umwandlungsprodukten im Weif3-

kohlkopf

Dotierung von Kontrollproben, Ernte 2012, Weifskohlkopf, KH,PO4-Extraktant, Matrixka-

librierung, N=2, n=6, n.n.=nicht nachgewiesen, BG=Bestimmungsgrenze

Wiederfindung [%])
2 4 8 10 20 40 50

ENR 124,4 52,8 30,7 41,3 35,2 28,3 39,7
+/-6,7 | +/-31 | +/-76 | +/-35 | +/-1,7 | +/-2,4 | +/-5,6

CIP 86,9 32,9 26,8 36,2 42,8 34,5 56,3
+/-132| +/-1,0 | +/-149 | +/-6,2 | +/-14 | +/-39 | +/-6,0

28,9
AMO n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. +/-11,1

AMA n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. <BG

Diketo n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. <BG

0-TC + TC 114.4 49.8 22.8 27.7 16.2 17.8 48.9
+/-149 | +/-29 | +/-45 | +/-41 | +/-12 | +/-14 | +/-74
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Tabelle 45: Wiederfindung Antibiotika und Umwandlungsprodukte in Porree
Dotierung von Kontrollproben, Ernte 2012, junge Blattabschnitte, KH,PO,-Extraktant, , Mat-
rixkalibrierung, N=2, n=6, n.n.=nicht nachgewiesen, BG=Bestimmungsgrenze

Dotierung Wiederfindung [%]
[ng/kg
FG]
2 4 8 10 20 40 50
Analyt
76,2 123,7 | 121,7 | 1078 | 136,5 | 1336 | 1547
ENR +/-39,3
+/-20,5(+/-24,2 |+/-39,0|+/-24,0|+/-17,3|+/-19,2 /-39,
57,2 40,0 69,6 47,8 40,3 | 106,6
CIP n.n. +/-191
+/-26,2 |+/-151|+/-11,1|+/-18,7 | +/-7,3 | */- 19
AMO n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. <BG <BG
AMA n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. <BG <BG
Diketo n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. <BG

e-TC + TC n 82,4 66,7 93,6 67,4 60,6 97,8
4124 |+/-111 | +/-261| +/-7,8 | +/-4,3 |+/-118

Es wurde auch die Methode von Yolcu et al. 2009 [17] und eine Probenzerkleinerung mit-
hilfe des Gentle-Macs (Miltenyi Biotec), ein Gerdt zur Homogenisierung von menschlichen
Gewebezellen, getestet. Beides fiihrte nicht zu einer Erh6hung der Wiederfindung. Auch ein
Austesten der HPLC-Bedingungen fiir Amoxicillin und seiner Umwandlungsprodukte fiihrte
nicht zu einer Besserung der Wiederfindung. Fiir Boden wurde die Methode mit einem

Mg(NO3).-Extraktanten von Chowdhury et al. (2015) [21] verwendet.

Sicherung der Identifizierung, Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze

Die Bestdtigung der positiven Signale beruhte auf drei SRM-Signalen (1 Vorlaufer-Ion und 2
Produkt-lonen), die fiir die untersuchten Antibiotika in Tabelle 41 aufgefiihrt sind. Gemaf3
den im Entwurf des SANCO/1085/2000 und der Entscheidung beschriebenen Anforderun-
gen 2002/657/EG in Verbindung mit der Richtlinie 96/23/EG. (Siehe auch: Entscheidung
der Kommission 93/257 /EWG und 93/256 /EWG, Kaufmann et al. 2015) mussten weiterhin
die relativen Intensitdtsverhaltnisse der beiden Masseniiberginge fiir einen positiven Be-
fund tibereinstimmen. Die Bestidtigung der Arzneimittelriickstinde (ENR und Tetracycline)
in Gemiise und Weizen mittels hochauflésender-Massenspektrometrie wurde in einer
fritheren Studie gezeigt [13, 248].

Die der Identifizierung folgenden Quantifizierung basierte auf den summierten Signalinten-

sititen der entsprechenden Uberginge, dargestellt im TIC (total ion chromatogram). Das

173



Verhaltnis von Analyt-Peakflache gegen Analyt-Konzentration im Standard wurde verwen-
det um Kalibriergeraden zu zeichnen (Abbildung 51, S.175). Die Matrix-Kalibrierung der
Analyten zeigte fiir ENR und TC bis 50 pg/kg FG (Frischgewicht, FG) Linearitat, fiir AMO bis
125 pg/kg FG und DCA bis 200 pg/kg FG Linearitat. Fiir alle Analyten wies die lineare Kalib-
rierfunktionen ein Bestimmtheitsmafd von hoher als 0,93 auf. Als Kriterium fiir die Mess-
genauigkeit des Analyseverfahrens wurden die relativen Standardabweichungen fiir die Be-
stimmung von Antibiotika aus dem dotierten Pflanzenhomogenat (2, 4, 8, 10, 20, 40,
50 pg/kg FG, sechs Wiederholungen, Matrixkalibrierung) bestimmt. Die erhaltenen Stan-
dardabweichungen fiir die Dotierung 2 pg/kg FG zwischen 7 und 21% sind im Einklang mit
der Entscheidung der Kommission 2002/657/EG (Tabelle 43). Der Parameter Selektivitat
wurde durch Vergleich der Retentionszeiten und Produkt-lonenintensititen der Analyten in
der externen Standardlésung und in Extrakten vom dotierten Pflanzenhomogenat ermittelt.
Der Retentionszeiten unterschieden sich aufder fiir AMO voneinander nicht mehr als 5,1%.
Des Weiteren wurde die Hochsttoleranz der relativen Intensititen fiir die Produkt-lonenin-
tensitdten nicht liberschritten. Somit sind die Anforderungen der Entscheidung der Kom-
mission 2002 /657 / EG erfiillt. Die Nachweisgrenzen (NWG) wurden entsprechend des Sig-
nal-zu-Rausch-Verhiltnisses (S/N = 3:1) geschatzt, ebenso die Bestimmungsgrenze mit S/N

=10:1 (siehe Tabelle 46 und Tabelle 47).

Tabelle 46: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen (ng/kg FG) in Weifdkohl
Wiederfindungsexperimente, Dotierung von Kontrollproben, Ernte 2012, Weifskohlkopf,
KH,PO4-Extraktant, N=2, n=6, NWG = Nachweisgrenze; BG = Bestimmungsgrenze

Analyt NWG S/N 3:1 BG S/N 10:1
ENR 0,2 0,3
CIP 0,3 0,4
AMO 30 50
AMA 40 100
Diketo 50 75
e-TC + TC 0,4 0,7

Tabelle 47: Nachweis- und Bestimmungsgrenze n(ug/kg FG) in Porree
Wiederfindungsexperimente, Dotierung von Kontrollproben, Ernte 2012, junge Blattab-
schnitte, KH,PO4-Extraktant, N=2, n=6; NWG = Nachweisgrenze; BG = Bestimmungsgrenze

Analyt NWG S/N 3:1 BG S/N 10:1
ENR 0,1 0,2
CIP 0,4 4
AMO 75 200
AMA 65 100
Diketo 50 100
e-TC+ TC 1 2
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Kalibrierkurven fiir externe und Matrixkalibrierung

Die Kalibrierkurven fiir externe und Matrixkalibrierung sind in Abbildung 51 und Abbildung
52 gezeigt. Fiir die externe Kalibrierung wurden Multistandards in verschiedenen Konzent-
rationen gemessen. Fiir die Matrixkalibrierung wurden Kontrollproben von Porree und
Weifskohl mit der jeweiligen Methode aufgearbeitet und das SPE-Eluat zur Messung mit

Multistandardldsung aufgenommen.
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Abbildung 51: Vergleich der externen und Matrix-Kalibrierkurve fiir die Antibiotika
a) TC, b) ENR, c) AMO

175



TCP

5,0E+06
R?=0,9581
4,0E+06 /i
Q
E 3,0E+06 . = |
§ 2,0E+06 /( RZ=0,9053 ©® externe Kalib.
= 1,0E+06 M Matrixkalib.
0,0E+00 -1 T T 1
0 20 40 60
N Konzentration in ug/kg FG
a.l
ENRP
5,0E+06
4,0E+06 |
R? = 0'9313AI//
% 3,0E+06 ®
Hel 2 _
< 2,0E+06 R==09117 4 externe Kalib.
3]
L 1,0E+06 W Matrixkalib.
0,0E+00 M . . .
0 10 20 30
b) Konzentration in ug/kg FG
AMOP
1,6E+07
2 _
1,2E+07 R=09628 %
£
S
& 8,0E+06 . .
s R? - 0.9258 #® externe Kalib.
n—l = )
4,0E+06 ‘/.//.//I, B Matrixkalib.
0,0E+00 T 1
0 50 100 150
) Konzentration in pg/kg FG

J

Abbildung 52: Vergleich der externen und Matrix-Kalibrierkurve fiir die Antibiotika
a) TC,

Die Kalibrierkurven fiir TC und ENR hatten fiir die Matrices Porree und Weifskohl anndhernd
gleiche Verldufe wie die der externen Kalibrierkurve. Eine Quantifizierung von Riickstdnden

ist fiir diese Antibiotika somit mit externer Kalibrierung moglich. Dies zeigten bereits auch

b) ENR, ¢) AMO

Schwake-Anduschus und Stevens in ihren Dissertationen [196, 309].
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Die Kalibrierkurven fiir AMO mit der Matrix Porree oder Weifdkohl wichen von der externen
Kalibrierkurve ab. Eine Quantifizierung moglicher Befunde sollte hier mittels Matrixkalib-

rierung erfolgen.

B.7. Analyse der Pflanzen 2012

Die Durchfiihrung der Probenvorbereitung (siehe auch Abbildung 48) wurde in 2012 wie
folgt gedndert:

Fest-Fliissig-Extraktion

Neben dem KH,PO4-Puffer wurde ein weiterer Extraktionspuffer verwendet:

Borat-Puffer (0,1 mol/L, pH 9)
Es wurden 25 g Borsdure (H3BO3; wasserfrei) in einem 1000 mL Messkolben eingewogen,

mit KOH auf pH 9 eingestellt und mit bidest. Wasser bis zur Kalibriermarke aufgefiillt.

Fiir die Extraktion von Ceftiofur wurde die Derivatisierung von Ceftiofur zu Desfuroyl cef-
tiofuracetamid mit der Extraktion desselben aus den Pflanzenmaterialien kombiniert [265,
266]. Als Extraktionsmittel wurde ein Boratpuffer verwendet, der mit Kaliumhydroxid (s)
auf pH 9 eingestellt wurde.

Die 1. Extraktion erfolgte 2012 zundchst mit Acetonitril und nach kurzer Einwirkzeit wurde
10 ml Puffer zum Pflanzenhomogenat-Acetonitril-Gemisch gegeben und die 2. Extraktion
mit 20 ml Puffer angeschlossen.

Fiir die extraktive Derivatisierung von CEF wurden dem Extraktionsansatz 0,02 g DTE zu-
gegeben und fiir 30 min bei 50°C im Ultraschallbad inkubiert. Anschliefiend wurden
0,05 IAA hinzugeben und fiir 30 min bei 50°C inkubiert. Um einer Verstopfung der Kartu-
sche vorzubeugen, wurde die Pflanzen-Extrakt-Losung zur Proteinfallung mit 500 pL Amei-
sensdure (FA) angesauert (pH 3). Im Anschluss wurde fiir 10 min bei 2325x g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgenommen und das Sediment erneut, wie oben beschrieben, extra-

hiert.
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Festphasenextraktion

Konditionierung
Die Konditionierung der SPE-Kartusche erfolgte mit ACN und anschlief3end mit bidest. Was-
ser. Fiir die C18-Kartusche wurden jeweils 3 mL und fiir die HLB-Bond-Kartusche aus 2011

jeweils 5 mL verwendet.

Extraktaufgabe und Waschen
Nach der Extraktaufgabe erfolgten die Waschschritte mit 5% ACN und bidest. Wasser. Fiir

die C18-Kartusche wurden jeweils 3 mL und fiir die HLB-Bond-Kartusche jeweils 5 mL ver-

wendet. Die Effluate wurden verworfen.

Elution

Die Elution erfolgte wie 2011 mit 5 mL ACN.

Tabelle 48: Verwendete Pufferlésungen und SPE-Kartuschen fiir die Analyse von
Pflanzenkompartimenten aus der Ernte2012

Probe Extraktionsmittel Kartusche
BJ
ENR BA KH2PO4 C18 3cc 200 mg
w ACN + KH;PO4 HLB 6¢cc 200 mg
BJ
AMO BA KH,PO4 HLB 6cc 200 mg
Porree W
BJ
CEF BA Boratpuffer + DFC + [AA C18 3cc 200 mg
W
B]J Boratpuffer + DFC + [AA €18 3cc 200 mg
oD BA KH,PO4 HLB 6¢cc 200 mg
w ACN + KH;PO, HLB 6¢cc 200 mg
BJ
ENR BA KH2PO4 C18 3cc 200 mg
w ACN + KH;PO4 HLB 6¢cc 200 mg
BJ
AMO BA KH2PO4 HLB 6cc 200 mg
Weilkohl \é\; ACN + KH2PO,4 HLB 6¢cc 200 mg
CEF ]\3/:? Boratpuffer + DFC + [AA C18 3cc 200 mg
B] Boratpuffer + DFC + IAA
oD BA KH;PO4 HLB 6¢cc 200 mg
W ACN + KH;PO4 HLB 6¢cc 200 mg
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Fiir die massenspetrometrische Messung von CEF wurden folgende Parameter einegstellt:.

Detektion:

Tune -Page-Parameter fiir Ceftiofur:

Capillary Voltage: 21 [V]
Cone Mass Range:

Sheath Gas Flow Rate:
Auxiliary Gas Flow Rate:
Ion Spray Voltage:
Capillary Temperature:
Tube Lens Offset: 5,0 [V]
Multipole 1 Offset:

Lens Voltage: -16 [V]
Multipole 2 Offset:

80-2000 [m/z]
45 [arb]

0 [arb]

5 [kV]

250 [2C]

-2,5[V]

-5,5 [V]

Kalibrierkurven fiir externe und Matrixkalibrierung CEF Analytik

Der Vergleich der Kalibrierkurven der externen gegen die Matrixkalibrierung zeigt einen

deutlichen Matrixeinfluss bei der Konzentrationsmessung der DCA-Wiederfindungen so-

wohl in Weifskohl als auch in Porree, siehe Abbildung 51 und Abbildung 54.
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Abbildung 53: Vergleich der externen und Matrix-Kalibrierkurve fiir DCA, dem deri-
vatisierten CEF, und der Matrix Weifdkohl
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Abbildung 54: Vergleich der externen und Matrix-Kalibrierkurve fiir DCA, dem deri-
vatisierten CEF und der Matrix Porree
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B.8. Analyse der Tierexkremente

Schweinegiille wurde 1:10 (v/v) und Hithnerkot 1:5 (w/v) verdiinnt. Von dieser Verdiin-
nung wurden 0,5 mL wie bei den Pflanzen in 2011 extrahiert und aufgereinigt. Im Unter-
schied zur Pflanze wurde statt der Oasis-HLB-Kartusche die 3cc-200 mg-C18-Kartuschen
von Agilent verwendet. Es wurde jeweils nur ein Eluat fiir die HPLC_MS/MS Analytik ver-

wendet

B.9. Analyse des Boden

Fest-/Fliissigextraktion

Fiir die Extraktion der Antibiotika wurden 5 g lufttrockener Boden mit 10 mL Extraktions-
16sung (Mg(NOs).-Puffer, pH 8,5) versetzt und 30 min bei Raumtemperatur auf einem Hori-
zontalschiittler geschiittelt. Anschliefdend erfolgte eine Zentrifugation (Rotofix 32, Hettich)
bei 2325 x g fiir 10 min. Der Uberstand (Uberstand I) wurde abgenommen, das Bodensedi-
ment erneut in 10 mL Extraktionslosung aufgeschlammt, 30 min geschiittelt und wie oben
beschrieben zentrifugiert. Der erhaltene Uberstand II wurde mit Uberstand I vereint. Die
vereinigten Uberstinde wurden mit HCI p.a. auf den gewiinschten pH 3 fiir die anschlie-

Rende Festphasenextraktion eingestellt.

Mg(NOs3)2-Puffer

400 g Mg(NO3)2*6 H20 wurden in einen 1000 mL Messkolben eingewogen und in 700 mL
bidest. Wasser geldst. Im Anschluss wurden 20 mL konzentrierte Ammoniaklésung (25%
w/w) zugesetzt. Der pH-Wert des Mg(NO3)-Extraktanten wurde mit 25%iger (w/v) HCl auf
pH 8,5 eingestellt und mit bidest. Wasser auf 1000 mL aufgefiillt.

Festphasenextraktion

Die HLB-Bond-Kartusche (6cc) wurde mit 3 mL Methanol und 3 mL bidest. Wasser konditi-
oniert. Nach der Extraktaufgabe wurde mit 6 mL 5% (v/v) Methanol gewaschen. Die Kartu-
sche wurde trocken gesaugt, gefolgt von der Extraktion mit 3 mL Methanol.

Die weitere Vorgehensweise entsprach der der Tierexkremente.
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Wiederfindung Boden

Die eher geringen Wiederfindungen (Tabelle 49) bei der Mg(NO3)2-Analysemethode fiir An-

tibiotika aus Boden sind moglicherweise durch eine hohe Sorption begriindet.

Tabelle 49: Wiederfindung Antibiotika und Umwandlungsprodukte in Boden

Dotierung von Kontrollproben, Bodenfraktion < 0,5 mm, Mg(NO3).-Extraktant, externe Ka-

librierung, N=2, n=6

Wiederfindung [%]
10 20 50 100 200 2.000

ENR nn. |30,5+/-2,1|39,3 +/-2,0| 41,5 +/- 8,2 |43,7 +/- 15,9|43,6 +/- 14,5
CIP nn. |14,7+/-9,5(179+/-89|39,2+/-8,3 | 41,7 +/-2,1 | 48,7 +/- 6,2
AMO n.n. n.n. 20,7 +/-4,0| 23,7 +/-4,6 | 16,3 +/-8,9 | 25,6 +/- 3,8

AMA n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 1,2+/-0,9
Diketo n.n. n.n. <BG 27,5+/-13,1130,0+/-9,6 | 42,6 +/- 4,5
e-TC+TC |9,6 +/-29|99 +/-4,1|29,6 +/-9,6/35,8 +/-10,9|36,8 +/-15,3| 34,3 +/- 2,5

Nachweis- und Bestimmungsgrenze Boden

Die Extraktion der Antibiotika aus Boden mittels des Mg(NO3).-Puffers wurde fiir die Ex-

traktion von ENR optimiert. Dies zeigt sich in der vergleichsweise niedrigen NWG und BG,

die fiir ENR gegeniiber den anderen untersuchten Antibiotika erzielt werden konnte.

Tabelle 50: Nachweis- und Bestimmungsgrenze (ng/kg FG) im Boden
Wiederfindungsexperimente, Dotierung von Kontrollproben, Ernte 2012, Mg(NO3)»-
Extraktant, N=2, n=6, NWG=Nachweisgrenze, BG=Bestimmungsgrenze

Analyt NWG S/N 3:1 BG S/N 10:1
ENR 1 5
CIP 10 20
AMO 25 50
AMA 300 1000
Diketo 25 75
e-TC + TC 10 25
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Kalibrierkurven fiir externe und Matrixkalibrierung Boden
Der Vergleich der externen mit der Matrixkalibrierung Boden zeigt, dass die extrahierbaren
Bestandteile des Boden bei der Bestimmung der Antibiotikakonzentration kaum storen

(Abbildung 55).
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Abbildung 55: Vergleich der externen und Matrix-Kalibrierkurve fiir die Matrix Bo-
den und die Antibiotika a) TC, b) ENR, c) AMO.
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C. Perl Skript fiir das ,,Spectral Counting” *

#!/usr/bin/perl
#Script to convert data from mass-spectrometer to csv

use strict;
use Math::Round;

my @files = glob("*.txt");

my $filter = 10000;

my $counter = 0;

my $sep = "\t";

my $nl = "\n";

my $fname;

my $outputfile = "peakmass.csv"”;

open(OFILE, ">$outputfile") || die "Failed to open output file $!\n";
print(OFILE "filename\tstart_time\tmass/position\tintensity\n");

foreach my $inputfile (@files) {
print "Processing file $inputfile\n";

$fname = $inputfile;
$fname =~ s/(¥)\.txt/$1/;
my $start_time;

my $peakmass;

my $peakintensity;

my $line;

open(STREAM,"<$inputfile") || die "Failed connecting to File: $!\n";

while (<STREAM>) {
$line=$_;
if ($line =~ m/.*start_time = (\d+\.\d+).*/) {
$start_time = nearest (0.1, $1);
}
if ($line =~ m/.*PeakIntensity = (\d+\.\d+).*PeakMass = (\d+\.\d+).*/) {
$peakmass = nearest(1.0, $2);
$peakintensity = $1;
#print "$peakmass ; $peakintensity\n";
if ($peakintensity >= $filter ) {
print OFILE "$fname$sep$start_time$sep$peakmass$sep$peakintensity$nl”;

$counter++;
if ($counter % 1000 == 0) {print "$counter fertig\n"}
}
}
}
print "Processed $counter.\n";
close(STREAM);
}
close(OFILE);

print "Finished\n";

* Das Skript wurde von Joachim Aurbacher, JLU Gieféen geschrieben.
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