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Zusammenfassung

Antibiotika sind seit ihrer Entwicklund\nfang des 20. Jahrhunderts in der Veterindund
Humanmedizinwichtige Pharmazeutika zur Behandlung von Infektionskrankheiten. Jedoch
ist parallelzum Antibiotikaeinsatz auctiie Anzahlresistenter Mikroorganismen gestiegén

der Veterinarmedizin werdehntibiotika zur Therapie aber auch zur Metaphyl@xegesetzt,
jedoch unterliegdieserEinsatz strengeAuflagen Trotz des Verbotes von Antibiotika als
Leistungsfordereim Jahr 200Ghimmt ihr Verbrauctkontinuierlichzu. Im Jahr 2011 wurden
Uber 1700Tonren Antibiotika an Veterinare a@gebenBundesamt fur Verbraucherschutz
und Lebensmittelsicherhe012. Auch 202 war die Abgabemenge mit 16T®nnen nur
unwesentlich geringgiBundesamt fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit.2013)
Dies kannz.T. auf die erhohte Nachfragger Verbraucher an Fleischprodukten und den

damit verbundeneAnstieg der Tierbestande zurigekuhrt werden.

Fluorchinolone sind synthetische Antibiotika, die auf Grund ilgi@nstigenpharmakologi

schen Eigenschaftem der Humamedizini insbesondere ifForm von Ciprofloxacini

haufig verschrieben werden. In der Veterindrmedizin hingegen werden sie wegen ihres Status
als Resergantibiotika und ihres vergleichsweise hohen R®iis einem deutlich geringeren

Umfang eingesetzt.

Uber den Zusammenhang zwischen der Aufnahme subtherapeutistiieotikadosen und

der damit verbundenen Induktion resistenter Mikroorganismen ist wenig beRasrdiesem
Grundist die Entwicklung und Anwendung sensitiver Methoden zum Nachweis von- Fluor
chinolonen in biologischen Matricdmi gleichzeitige Verfolgungder Resistenzgwicklung

ein wichtiges Forschungsgebi®azu wurden im Rahmen dieses Projekiéishner mitsub
therapeutische®osen(Simulation von Verschleppungeanid der vom Herstelleempfohle

nen Dosis des in der Vetedmmedizin am haufigen eingesetzten Fluorchino®rEnre
floxacin unter definierten Bedingungen behandelt und die KonzentraterinuF-aecesund

Plasmaproben bestimmt.

In dieser Arbeit wurden neue, selektive und sensitive MethaderExtraktionsowie zum
Nachweisvon Fluorchinolonemittels LGCMS/MS in biologischen Matrices wie Plasma und
Faeces erfolgreich entwickeltDie Extraktion von Hihnerplasma erfolgte mittels
Festasenextraktion. Hierbei hat sich gezeigt, dass bei der Verwendung von Umkehrphasen
auf Polymerbasis die Analy¢stimmung von Matrixeffekiebeeinflusst wird, die durch einen
geeigneten Waschschritt sowie der Verwendung von Methanol als Elutionsmittel im
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Vergleich zu Acetonitrii oder angesauerten Elutionsmitteln minimiert, jedoch nicht
vollstandigeliminiert werden. Daher ist eine Kompensation dieser Matrixeffekte erforderlich.
Eine Kombination aus MixetModelonenaustauschern zeigte hingegen kd&peinflussung

der Fluorchinolonanalytiklurch Matrixeffekteund wurdesomit fir weitere Untersuchungen
verwendet.Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Phospholipide geeignete Marker zur
Evaluierung von Matrixigekten sind.

Die Extraktion von Fluorchinoloneaus Hiuihnerfaeces istauf Grund de starkenSorpton
dieser Verbindungen an Matrixbestandteilchwierig. Jedoch konnten die Wechsel
wirkungen zwischen Matrix und Analgturch den Zusatz von EDTA wahrend des Extrak

tionsprozesses minimiert werden.

Insgesamt wurden 22@Huhnerfaecesprobamterschiedlicher Behandlungsszenarien auf ihren
Gehalt an Enrofloacin und seineHauptmetabolgn Ciprofloxacin untersuchtDie Ergeb
nisse zeigen, dagmrofloxacin hauptsachlich unmetabolisiert ausgeschiadeh die durch-
schnittliche Metabolisierungzu Ciprofloxacin jedoch mit steigender Enrofloxacindosis
zunimmt. Die beiden Wirkstoffe konnten iRaecesmben bei Gabe voasultherapeutischen
Enrofloxacindosen (0,3; 1 undn3g/kg Korpergewichtsowie der vom Hersteller empfohle
nen Dosis von 1éng/kg Korpergewicht Enrofloxacin mit maximalen Konzentrationen von
ca.60 mg/kg Enrofloxacin und c20 mg/kg Ciprofloxacin bestimmt werdeBeide Antibio

tika wurdenim Spurenbereich iKontrollproben deektiert Diesdeutet darauf hindass die
Aufnahme der Wirktoffe wahrscheinlichliber Verschleppungenwie z. B. tber Stallstaub
erfolgte.

Des Weiterenwurden in dieser Arbeit Faecesproben duf mdogliche Enrofloxacin
Metaboliten untersucht, wodurckich Hinweise aufdrei neueMetaboliten, deren Anwesen

heit in VOogeln und S&ugetieren zuvor nicht in der Literatur beschrieben veuyeben
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Abstract

Since theirdiscoveryat thebeginning of the 2 century antibiotics ar@nportantpharma
ceuticals for thereatmenf infectious diseases in veterinagdhuman medicing-However,
simultaneously to the use of antibiotics atee number of resistanstrains of bacterihas
risen steadilyln veterinary meidine, antibioticsare useadot onlyfor therapeutic but alsftor
methaphylactic purposgsvhich are allowed under strict requirements. Despite the ban of
antibiotics as growth promotens 2006 the consumptionses continuouslyln 2011, more
than 1700 tons ofantibioticswere purchased byeterinarianan Germany(Bundesamt fur
Verbraucherschutz und LebensmittelsicherB@it?. The amount in 2012 was only slifjh
lower (Bundesamt fir Verbraucherschutz und Lebensmittelsiche#®i. This canbe
attributedpartially to theincreased consumer demafwt meatproducts andhe associated

increasan livestock population

Fluoroquinolones are synthetic antibiotics @iare frequently used in humamedicine
(especially ciprofloxacin) because of thgood pharmacologicalproperties. However, in
veterinary medicinéhey are usetb a much lesserxtentbecause of their statas antibiotics

of last resort antheir highprice.

Little is known about the relationship between the intakeutfherapeuticantibiotic doses

and the associated induction of resistant microorganisms. Therefore, the development and
application of sensitive methods for the detection of fluoroquinolonésological matrices

and the simultaneous monitoring of resistance developmant iimportant field of research
Hence as part of this projecthickens were treated with subtherapeutic #metapeutic
enrofloxaini the fluoroquinolone which is mainly apgd in veterinary mediciné doses

under defined conditions. The concentration of enrofloxacin and its active metabolite cipro

floxacin were determined in feces and plasma samples.

In this work,new, selective andensitive method®r the extractiorand detectiorof fluoro-
quinoloneshy LC-MS/MS in biological matricesuch as plasma ardcesweresuccessfully
developedThe extractiorof chickenplasmawas carried out by solighaseextraction When

using polymeibased reverseghase materials the aysis is influenced by matrix effects
which can be nmimized using an appropriate washing step and methanol as elution solvent in
comparison to acetonitrile or aciditl elution solvents. dse matrix effects have to be
compensatede.g. by the use of aim-matrix-calibration. Howeverthe combination of a

mixed-modeanionexcdiange material and a mix@dodecationexchange material showed
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no influence of the fluoroquinolone analysis by matrix effects. Therefore, this combination
was used for sample prep#ion. Furthermore, it washown thaphospholipids are suitable

markerfor the evalation ofmatrix effects

The extractionof fluoroquinolonesfrom chicken fecess difficult due to the higlsorption
potential ofthese compounds tmatrix componentsHowever, matrix interactionswere

minimizedby the addition oEDTA during the extraction process

In total, 220 chicken feces samples different treatmentscenarioswere analyzed. Enfo
floxacin is mainly excreted unchanged. Howewstly small amounts armetabolizedinto
ciprofloxacin The averagametabolsm increased with increasingnrofloxacin doss Both
antibiotics were detected ifeces samples of gbtherapeutic and therapeutic deswith
maximum concentrations of 60g/kg enrdloxacin and 20ng/kg ciprofloxacin. They were
also determined at trace levels in control samples of chidkeimating a possible intakef

these agents by carryover (e.g. stable dust)

Furthermore, feces samples were investigated 4gpossible enrofloxacin metaboliteBhe
results indicate the presence bfde new metabolites whidimave never been reported for

birds and mammals before.
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1. Einleitung und Problemstellung

Fluorchinolone sind synthetische Antibia, die auf Grund ihres breitéiirkungsspektrums

und ihrer geringen Nebenwirkungen sowohl in der Hunads auch in der Veterindrmedizin
von Relevanz sih In der Veterinarmedizin wird hauptséchlich EnrofloxadnB. fur die
Behandlung vorinfektionskrankheiten beiefliigel eingesetziMartinez et al. 2006). Seit

ihrer Markteinfuhrung Ende der 1980er Jahre hat sich die Anzahl sowie der Antell
Fluorchinolonresistenter Keime stetig erhéht, wodurch die therapeutischen Mdéglichkeiten
zunehmend eingeschréankt werd@autEhrlich-Gesellschaft fir Chemotheliape.V. 2009)
Resistente Keime kdonnen sowdigi Mensch, Tier, Lebensmittelals auch in der Umwelt
vorhanden sein unsowohlzwischenals auch innerhaldiese Gruppentbertragen werden.
Insbesonde die Ubertragungswege sowiaechanismen zwischen Tiend Mensch sindus
medizinischer Sichtvon Interesse. Dabeieigt Geflugelfleischeinen wesentlich héheren
Anteil an resistenterE. coli Bakterien im Vergleich zu Rinrdoder Schweinefleisch
(K&sbohrer 201p

Der Einsatz von Antibiotika ist in der intensiven Nutztierhaltung weit verbr@igndesamt

fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit 20DRych denGebrauch dieser Wirk
stoffe kdnnen Antibiotikaresistenzen induziert werden sodie Wirkurg der Antibiotika
beeintrachtiy werden Daher muss der Einsatz von Antibiotika Hinblick auf die
Verabreichungsform, Dosierung, Behandlungsdasewie Freisetzung,Verteilung und
Anreicherung irder Umwelt kritisch betrachtet werdévior allem die ungewolltéufnahme

Uber die Stallumgebung.B. durch Staub oder getrocknelfxkremente und die damit
madglicherweisererbundene Induktion resistenter Keimess genauer untersucht werdela,
angenommen wird, dass insbesergdie Aufnahme subtherapeutischer Konzentrationen tber
einen langen Zeitraum AResistenzen fuhren kanfAius diesem Grungt esauchnotwendig
selektive und sensitive Methoden zum Nachweis dieser Substanzen in biologischen Matrices

wie u.a. Plasma und Faeces zu entwickeln.

Das Ziel dieser Arbeit wadaherdie Entwicklung geeigneter Extraktionsmethoden flur die
Bestimmung von Enrofloxacin sowi@iprofloxacin im Spurenbereich (ng/L bzwgfkg) in
Huhnerplasma, Huhnerfaeces sowie StallstaultelsiLGMS/MS und die Anwendung der
entwickelten Methodenm Rahmenvon Futterungsversuchermdierzu wurden Hihner mit
subtherapeutischen Enrofloxacindosemd der vom Hersteller empfohlenen Enrofloxacin
dosis behandelt. Das Antibiotikusolite hierbei sowohl Gber das Trankwasser als auch uber
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das Futter verabreicht und an definierten Zeitpunkten die Enroflokammzentration sowie
die Konzentation seines akten Metabolien Ciprofloxacin in verschiedenen Matrices

bestimmtwerden

Zusatzlich sollten Methoden zur Evaluierung und Minimierung von Matrixeffekten in der LC
MS/MS-Analytik von Hihnerplasmantwickelt werden. DiesTeilarbeitbeinhaltete auch die
Optimierung von Probenvorbereitungsmethodém weiteres Ziel war die ldentifizierung

neuerEnrofloxacinMetabolitan in Hiihnerfaeces.
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2. Stand der Literatur

2.1 Fluorchinolone

2.1.1 Allgemeines

Fluorchinolone sind synthetische, hochwirksame Antibiotdia, sowohl in der Humarals
auch in der Veterinarmedizin verwendet werderese Wirkstoffe zeichnesich durcheine
geringe Anzahl an Nebenwirkungen, ein grof3es Wirkungsspektrum gegenuber gram
negativenund grampositiven Bakterien sowieing guten Bioverfuigbarkeit, Verteilung im
Kdrperund Gewebegangigkeit a@idlartinezet al. 2006. Als Vorganger der Fluorchinolone
gilt das nicht fluorierte Antibiotikum Nalidixinsédure, ds als Nebenprodukt der Malafia
forschung Anfang der 1960er Jahre entdeckt wubie Anwendung vorNalidixinsaure war
jedoch auf Grund seiner schlechteharmakologischen Eigenschaftenf die Behandlung
von Harnwegmfektionen beschrankiBall 2000. Daher wurde intensiv nach wirksameren
Antibiotika geforsch wodurchEndeder 190er Jahreler Durchbruclgelang indem erstmals
durch die Einflhrung eines Fluoratoms sowie Piperazinresiemrchinolonesynthetisiert
werden konntenDurch diese Substituenten wundiie Bioverfligbarkeitsowiedie Verteilung

im Korpererheblichverbessert.Somit konnterWirkstoffe mit einerbis zu 1000fach hdheren
antimikrobiellen Wirkungim Vergleich zu Nalidixnsaureentwickelt werden (Gootz und
Brighty 1996 Mokrushinaet al. 1995.

2.1.2 Struktur -Wirkungsbeziehung

Fluorchinolonebesitzenein gemeinsame&rundgerist (Abb2.1). Fur die antimikrobielle

Aktivitat sind funf Strukturkomponenteausschlaggebend

Substituierung (zB. Ethyl oder Cyclopropylgruppegn R,
Carboxylgruppe an@
Ketogruppean G4

Fluorierung an R

A =2 =4 4 -

Substituierung an Rz. B. PiperazinrestjMartinezet al.2009.

Insbesonderdurchdie Fluorierung an Rkonntedas antibakterielle Widkngspektrum nach
haltig verbessemverden Einigeneuere Fluorchinolone sind nicht nur agflRoriert, sondern
auch an Position X. Durch diese strukturelle Modifikation konnten die Bioverfligbarkeit
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sowieEliminationshalbwertsze{fPlasmahalbwertszeiyeiterverbessenverden. Jedoch wird
dadurch auch die Phototoxizitat erhdh¥right et al. 2000. Die Carboxylgruppe an -G
sowie die Ketogruppe an & sind entscheidendir den Wirkmechanismus der Fludmino
lone (Sukul und Spiteller 2007Des Weitererwird durch de Einfihrungeines Substituenten
an die R;-Positiondie antimikrobielle Aktivitat gegenliber granegativen als auch gram
positiven Bakteriergesteiger{Mokrushinaet al. 1999. Die Diffusion der Wirkstoffe durch
die Bakterienzellwand sowie die antimikrobielle Aktivitat gegeniiber gragativen
Bakterien wurden wrch die Einfihrung eines Piperazinrestes arvé&besser{Appelbaum
und Hunter 2000

O
Re COOH
X
=
R7 X N
Ry
Abb. 2.1: Grundgerust der Chinolon-Antibiotika.

Auf Grund ihres amphoteren Charaktess de Ladung der meisten Fluorchinolone bei
physiologischem pHVert neutral. Dies ermoglicht ihnen die ungehinderte Diffusion durch
biologische Membrane Die Diffusion ins Gewebe wirdwich die geringe Wasserl6slichkeit
und erhdhteFettldslichkeit bei pysiologischem pHNert verstarkt Abhéangig von de pKs
Werten eines Wirkstoffes, kann es bei einem@tddierien zwischen Gewebe und Blut zur
Anreicherung eines Wirkstoffes in einem Kompartimé&aimmen (lonenfallerPrinzip).
Folglich verbleibt defonisierte Wirkstoffim Gewebewas zuerh6hen Konzentrationen im
Vergleich zum Blut fihr{Martinezet al.2006.

2.3.3 Gruppierung

Anhand ihresantimikrobiellen Wirlkungspektrums, ihrer Wirksamkeit und ihren pharmako
logischen EigenschaftemerdenFluorchinolone invier verschiedene Generationen (Tal)
gruppiert(Blondeau 2004Burgmann 200;/Martinezet al.2006 Schdar 2003.
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Tab. 2.1: Verschiedene Generationen von Chinolo#ntibiotika.
Generation Wirkstoff
1 Nalidixinsaure, Oxolinséure, Pipemidsaure, Cinoxacin

Norfloxacin, EnoxacinQfloxacin, Ciprofloxacin,

2 Enrofloxacin, Marbofloxacin, Difloxacin
3 Orbifloxacin, Levofloxacin, Sparfloxacin, Grepafloxacin
4 Trovafloxacin, Gatifloxacin, Clinafloxacin, Moxifloxacin,

Gemifloxacin, Sitafloxacin

Die erste- noch nicht fluorierte Generatiorzeichnet sich durch eine schlechte orale Biover
fugbarkeit, Verteilung im Korper sowie ein auf wenige gnaegative Bakterien(z. B.
Escherichia coli beschrénktes Witkngspektrum ausDurch dieFluorierung an Rkonnte
das AnwendungsgebiéberHarnwegsinfektionehinaus erweitert werdees Weiteren war
auf Grund der erhohten antimikrobiellen Aktivitat gegentber gnegativen sowie gram
positiven Bakterien ia Einsatz dieserzweiten Generation zur Behandlung systemischer
Infektionen mogleh (Carlucci 1998 Martinezet al. 2006. Die dritte Generatiowerfugt Gber
eineerhdhte intrinsische Aktivitagegeniber gramositiven Bakterienwie z. B. Streptokok
ken oder StaphylokokkefBurgmann 200) Die vierte Generation der Chinolgntibiotika
unterscheidet sichuich die Einfihrung einer Methox§eitengruppe an Piiisn X wodurch
sie ein erweitertes Wikngspektrum gegeniuber anaeroben Bakterien, Chlamydien und
Mykoplasmenaufweist Zusatzlich konnte die antimikrobielle Aktivitdt gegentber gram
positiven Bakterien erhoht werdéBlondeau 2004Carlucci 1998 Martinezet al.2006.

2.3.4Wirkmechanismus

Der Wirkmechanismus der Fluorchinolone beruht auf der Inhibierung der beiden bakterien
eigenenTopoisomerase (Gyrase) undV, die fur das Wachstum von Bakterienabding

bar sind. Topoisomerasen sinfinzyme, digflr die raumliche Anordnung von Nukleinsauren

in der Bakterienzelleverantwortlichsind (Martinez et al. 2006 Scholar 2008 Durch die
irreversible Bildung eines FluorchinolddNA-GyraseKomplexes wird die DNA Replikation

und Transkriptionverhindert wodurchrauchdie Vermehrung gestopptird. Topoisomerase

IV ist notwendig, um replizierte Tochterchromosomen voneinander zu trennen. Wird dies
verhindert kann keine Verteilung der Chromosomen in beide Tochterzellerfistih und

die Proliferationkommt zum StillstandBlondeau 2004Martinezet al. 2006 Scholar 2003
Wiedemann und Heisig 20p1Bei gramnegativen Bakterien zielt die Wirkung der Fluor
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chinolone insbesondere auf die Inhibierutey Gyraseab, beigrampositiven Bakterien wird
vorwiegend Topoisomerase |V gehem(i@urgmann 200y

2.3.5Eingesetzte Fluorchinolone

In dieserArbeit waren vor allem das in der Veterindrmedizin eingesetzte Enrofloxacin und
sein Hauptmetabolit Ciprofloxacin von Interesse. Ciprofloxacin ist ausschlie3lich fur die
Verwendung in der Humanmedizin zugelassen. Zuséatzlich wurden Marbofloxacin und

Difloxacin in die Methodik integriert, da sie von zunehmender Bedeutung in der Veterinar

medizin sind.
Tab. 2.2 Molare Masse und Strukturformel der eingesetzteri-luorchinolone.
Fluorchinolon  Molare Masse[g/mol] Strukturformel
o 0
F | OH
Marbofloxacin 362,36 (\N = N
N\) ¢} N
e 7 o,
O O
F | OH
Ciprofloxacin 331,34 (\N \
O O
F | OH
Enrofloxacin 359,39 (\N \
o A
H3C
O O

OH

(\N N
Difloxacin 399,39 N\)
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Enrofloxacin wurdeEnde der 1980er Jahie Deutschlandals erstes Fluorchinolon in der
Veterinarmedizin zugelassen. In der Leber wasldurch Deethylierung in Ciprofloxacin
metabolisierije nach Spezies bis zu %), welchessich auf Grund seines breiten Wirkungs
spektruns von einem Reserveantibiotikum in den 1980er Jahren zu einemod&zntaram
haufigsten eingesetzten Antibiotika in der Humanmedizin entwidialtCiprofloxacin gilt
zudem als das potentedtuorchinolon zur Behandlung von Infektionen, die durch gram
negative Bakterien ausgelost werd€arlucci 1998 Des Weitererkommen Studien, die die
Wirksamkeit von Enrofloxacin und Cipiloxacin gegeniber ausgewahlteBakterien
verglichen haben, zu dem Ergebnis, dass Ciprofloxacin eine wesentlich grof3ere antimikrobi
elle Wirkung aufweist(Mevius et al. 1990 Prescott und Yielding 1990 Daher wird
vermutet, dass diWirksamkeit von Enrofloxacimor allemauf der Metabolisierung in Cipro
floxacin beruht(Kiing et al. 1993. Die Ausscheidung beider Wirkstoffe erfolgt vorwiegend

renal, aber auch eine biliare Elimination ist moglicbdeet al. 1990.

In der Europaischen Union sinMarbofloxacin, Enrofloxacin und Difloxacin fir die
Behandlung von Haustieren, aber auabn Nutzteren, die der Lebensmittelgewinnung
dienenwie Rinden, Schweina und Gefligel zugelassemDiese Wirkstoffe werden vorwie
gend zur Behandlung vdnfektionen der Atemwege sowie des Gastrointestinaltraktes-einge
setzt (Martinez et al. 2006. Erhohte Rickstadskonzentrationerdieser Antibiotika in
tierischen Produkten wie Milch, Fleisch oder Organen werdeRisikenfir die menschliche
Gesundheit angesehen. Daher wurden maximale Ruckitaid$nengen (MRL- maximum
residue level) festgelegt, die nicht Uberschritten werden dirfen. Die maxriialestands
hdchsienge fur Enrofloxacin setzt sich aus der Summe von Enrofloxacisainem Meta
boliten Ciprofloxacinzusammemund betragt z.B. fir Geflugelfleisch 10@/kg (Commission
of the European Communitié990.

2.2 Verbrauch von Veterinarantibiotika

Antibiotika sind in der Veterindrmedizin eingirkstoffgruppemit enormer Bedeutundies
zeigen auch vom Bundesverband fur Tiergesundhéft éerausgegebene Daten fir den
Tierarzneimittelmarkt in Deutschland im Jahr 20Demzufolge liegen Antiinfektiva zu
denen Antibiotika gez&hlt werdemmit einem Umsatz von5% nach den pharmazeutischen
Spezialitdten (306), Biologika (26%) knappauf demdritten Ranggefolgt vonAntiparasitika
(18 %) (Bundesverband fuFiergesundheit e \V2013.



Stand der Literatur 8

Im September 2012 veroffentlichte das BMBundesamt fur Verbraucherschutz und
Lebensnittelsicherheit)erstmalsgenaueréDaten zur Abgabmenge von Veterinarantibiotika

in DeutschlandAbb. 2.2). Demzufolgewurdenim Jahr 201liiber 1700 Tonnen Antibiotika

an Veterinare abgegeheatavon 99 in der NutztierhaltungDie am haufigsten abgegebenen
Antibiotika gehoren entweder zur Klasse der Tetrazykl{B&6Tonnen) oder Amino
penicilline (505 Tonnen)Bundesamt fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsictierhei
2012. Im Vergleichdazuist dieAbgabemenge von Fluorchinolonen mit 8 Tonnen wesentlich
geringer wovon 75% in Form von Enrofloxacin verbrauctvurden (Wallmannet al. 2012)
Grinde fur die geringe Abgabemenge sind zum einen, dass Fluorchinolone in der Veterinar
medizin auf Grund ihrelsreiten Wirkungsspektrums als Reserveantibiotika angesehen werden
und zum anderen sind sie im Vergleich zu den anderen Wirkstoffen sehr teuer. Des Weiteren
ist zu beachten, dass in der Statistik nur die Abgabemengen berlicksiatoen. Im
Gegensatz zuéirazyklinen sind Fluorchinolone hochwirksame Antibiotika, die in wesentlich

geringeren Dosen verabreicht werden konnen.

Abgabemenge von Veterinirantibiotika im Jahr 2011 in Tonnen Abgabemenge von Veteriniirantibiotika im Jahr 2011 in Tonnen
- Wirkstoffklassen mit dem hichsten Anteil - - Sonstige Wirkstoffklassen -

6 42

8 = Aminoglycoside

T i = Folsdureantagonisten
® Tetrazykline . o
. - m weitere Penicilline
® Aminopenicilline

= Makrolide
® Sulfonamide

= Lincosamide
® Pleuromutiline

i m Fl hinol
= Polypeptidantibiotika uorchinolone

. Fenicole
u Sonstige

Cephalosporine

alle weiteren Klassen

Abb. 2.2: Abgabemengen von Veterindrantibiotika 2011 in Deutschlan@¢Wallmannet al.2012)

Im November 2013 wurden die Abgabemengen fur das Jahr 2012 vom Bundesamt fir
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit veroffentlicht. Die Gesamtabgabemenge ist
mit 1619Tonnenim Vergleich zu 201 nur unwesentlich geringeredoch ist die Menge
abgegebener Fluorchinolone W28 % auf 10Tonnen gestiegerEbenso ist die abgebene
Menge an Cephalosporinedie wie Fluorchinolone als Reserveantibiotika gelten, Uloar

60 % gestiegen(Bundesamt fir Verbraucherschutz und Lebensisittherheit 2013)Ein
Vergleich der einzelnen Antibiotikaklassen fir das Jahr 2011 un2i20ih Tab. 2.3 aufge

fuhrt.
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Tab. 2.3 Vergleich derim Jahr 2011 und 2012abgegebenen Mengerinzelner Antibiotikaklassen
(Bundesamt fir Verbraucherschutz urebensmittelsicherheit 2018/allmannet al.2012
Antibiotikaklasse Abgegebene Menge 2011 [t] Abgegebene Menge 2@[t]  Differenz [%)]
Tetrazykline 564 566 +0,4
Aminopenicilline 528 498 -5,7
Makrolide 173 145 -16,2
Sulfonamide 185 162 -12,4
Polypeptidantibiotika 127 124 +24
Aminoglycoside 47 40 -14,9
Foélsaureantagonisten 30 26 -13,3
Lincosamide 17 15 -11,8
Pleuromutiline 14 18 + 28,6
Fluorchinolone 8 10 +25,0
Fenicole 6 6 +0,0
Cephalosporine 55 9 + 63,6

Im Jahr 2008 wurde ein Bericht tGber den Antibiotikaverbraaahie Antibiotikaresistenzen
unterder Schirmherrschaft des Bundesamt fir Verbraucherschutt einensmittelsicherheit,

der PaulEhrlich-Gesellschaft fur Chemotherapie e.V. und der Medizinisdbeiversitats

klinik Freiburg veroffentlicht.Zur Ermittlung des Antibiotikaverbrauchsurde aus den
verkauften Einheiten Uber die angegebenen Konzentrationen die Wirkstoffmenge berechnet.
Angegeben widen Gesamtverbrauchsdaten fir die Jahre 2003 (724 fpmuume 2005

(784 Tonnen) (Bundesamt flur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit .2D&e

Werte konnen nicht direkt mit den veroffentlichten Abgabemengen von 2011 und 2012
verglichen werden. Jedoch ist damitmindesteine grobe Abschéatzung des Ambtika-
einsatzes zwischen 2005 und 2011 mdglBemnach hattsich beispielsweisaler Einsatz

von Veterindrantibiotikan diesem Zeitraummehr als verdoppeltDies gilt auch fir die
Gruppe der Fluorchinolone, deren Verbrauch/Abgabe von 3,7 Tonnen (2005) auf 8 Tonnen
(2011)gestiegen is(Bundesamt fur Verbrauchetsutz und Lebensmittelsicherh@008und

2012. Auf Grund des Verbotes von Antibiotika als Leistungsforderer in der Veterindrmedizin
im Jahr 2006 ist dieser Anstieg nicht zu erwarten gewesen. Von der FEE®B#p¢an
Federation of Animal HealjhwurdenAntibiotikaverbrauchsmengen (Humamd Veterinér
medizin) in der Européischen Union fir die Jahre 182752 Tonnenund 1999(13216
Tonnen) publiziert Dartber hinaus wurdeed Anteil der verbrauchten Antibiotika als
Leistungsforderer in der Veterindeaizin ermittelt. Dieser betrug6% im Jahr 1997 und
konnteim Jahr 1999 auf 2% reduziertwerden(FEDESA 200). Uber das Jahr 1999 hinaus
sind keine Daten zum Verbrauch von Antibiotika als Leistungsférderer bekannt. Daher kann

keine Aussage darlber getroffen werden, obAaeil bis 2006 weiter reduziert wurde.
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2.3 Antibiotika in der Umwelt

2.3.1Allgemeines

Die Antibiotikamengen, disowohldurch die Humanals auchdurch dieVeterindrmedizin in

die Umwelt eingetragen werden, sibetrachtlich Haupteintragswege durch die Human
medizin sind vor allem die Ausscheidung und unsachgemale Entsorgung von Antibiotika
uber das Abwasssystem Ohne eine effiziente Eliminierung durch geeignete Wasser
aufbereitungsverfahren in der Klaranlage kdnnen diese Wirkstoffe die aquatische Umwelt wie
Oberflachen Grund oder Trinkwasser erreichelm Gegensatz dazu findet der Eintrag von
Veterinarantibiotika hauptséachlich in die terrestrische Umweiind von dort je nach
Eigenschaften der Stoffe weiter in das aquatische SyGaatibiotikariickstandem Sicker
wasser konnen in das Oberflachemd Grundwasser gelangenytatt (Holm et al. 1995.

Alleine durch die Verwendung von tierischen Ausscheidungen als Dinger in der Landwirt
schaft gelangen jahrlichunderte Tonnen Antibiotika in die UmwgKemper 2008 Des
Weiteren gelangen Antibiotika durch die Verwendung in Aquakulturemittelbarin die
aquatisch&Jmwelt sowie SedimentéErvik et al. 1994 Samuelsert al. 1994). Ein weiterer,
mengenmalig jedockon untergeordneter Bedeutyrgintragsweg von Veterinarantibiotika

in die Umwelt ist durch die Abluft voantibiotikabelasteten Stallstaub@damscheret al.

2003.

Mehrere mit dem Eintrag von Antibiotika in die UmweltzerbundeneRisiken werden in
Betracht gezogen wa. die Entstehung von resistenten Mikroorganismsowie eine
Beanflussung mikrobiologischer Lebensgemeinschaftédie Entstehung von Antibiotika
resistenzen hat vor alin eine Verschlechterung detherapeutischen Anwendbarkeitir
Folge. Obwohl mdgliche Risiken und Konsequenzen fur die Umwelt nicht umfassend
abgeschatzt werden konneibt es bisher keine Regelungen Uber Grenzwerte oder maximale
Eintragsmengen(Kemper 2008 Jedoch wurde vom VICH (Steering Committee of
Veterinary International Committee on Harmonizatisayie defEMA (European Medicines
Agency) Schwellenwer von 10ng/L fir die aquatische Umwelt und 10@/kg fir Boden
festgelegt, ab deenmit 6kotoxischen Effekten, die durch Antibiotika ausgeldst wurden, zu
rechnen ist. Auf Grund neuer Studien und Erkenntnisse sindghesehaleischwellenwerte

fur alle Wirkstoffewissenschatftlich nicht vertretbar, sondeswiltenlaut Montforts (2005)fur

die aquatische Umwelt auf Ong)/L und fur Boden auf fig/kg gesenkt werden.
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2.3.2 Ausscheidung und Abbau

Im Organismus werdeAntibiotika haufig nicht vollstandigabgebauytsondern in Form der
Muttersubstanz odehrer Metaboliten ausgeschiedéimmereret al. 2000 Thiele-Bruhn
2003. Die Ausscheidungsraten singbwdhl vom Organismus als auch vom Wirkstoff
abhangig. In dr Umwelt kdnneninsbesondere PhaseMetaboliten, also Konjugatefeil-
weise wieder in die Muttersubstanz transformiert wer@€hnristian et al. 2003. Das
Verhalten dieser Wirkstoffe in der Umwelt hangt stark von ihren physikatisemischen
Eigenschaften wie StruktulMolekilgroRe, Ladung, Loslichkeit und Hyghtmobizitat ab. Im
Boden adsorbieren die meisten Antibiotika sehr sclameMatrixbestandteilavobei die anti

mikrobielle Aktivitdt minimiert aber nicht zwangslaufig eliminiert wiemper 2008

Der Abbau von Antibiotika in der Umwelt ist von vielen Faktorge z.B. Temperatur und
Bodentypabhéngig.Sowohl abiotische als auch biotische Eliminationsprozesse sind mdglich
und wirken der Akkumulation dieser Wirkstofiem BodenentgegenHauptséchlich werden
Antibiotika im Boden durch mikrobielle Prozesse wieBz.enzymatische Reaktionen
(Hydroxylierung aler Decarboxylierung)transformiert Im Gegensatz zur aquatischen
Umwelt spielt de Photodegradatiom der terrestrischen Umwedine untergeordnete Rolle,

da die antimikrobiellen Wirkstoffe im Boden oder Gulle nur an der Oberflache Licht-ausge
setzt sindKemper 2008Sukul und Spiteller 2007

2.3.3Fluorchinolone in der Umwelt

Fluorchinolone verlassen den @rgsmus nahezu unverandert oder teilweise metaboli
siert (Sorgel un Kinzig 1993 Tyczkowskaet al. 1989. Daherwerden siesowohl in der
terrestrischen als auch in der aguatischen Umwelt in Konzentrationen oberhatbpdeinle

nen Schwellenwertggefunden Der Abbau von Fluorchinolonen in der terrestrischen Umwelt
wird durch ihrestarkeAdsorption an Bodenbestandtegewie unspezifische Adsorption an
geléstem organischem Material im Bodeerzogert(Hektoenet al. 1995 Marengoet al.
1997 Wetzsteinet al. 1997). Studien zeigen, dass der Piperazinrest der Fluorchinolone
vorwiegend verantwortlich fur die Sorption im Boden ist. Allerdings wird dieStuktur
element teilweise im Boden dealkyliert oder hydroxyliemodurch die antimikrobielle
Aktivitat minimiert wird (Tolls 2003).

In der Umwelt werdenFluorchinoloneunter aeroben Bedingungen wesentlich schneller
abgebautDer Abbau durch mikrobiell@bbaiprozessespielt dabei eine untergeordnete Rolle
(Al-Ahmad et al. 1999 Kummerer et al. 2000 Marengo et al. 200]). Jedochkdnnen
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Ciprofloxacin und Enrofloxacin durch Pilze ohne Abbau des heterozyklischen Riages
formiert werden (Parshikov et al. 1999 Wetzstein et al. 1999. In den aquatischen
Umweltkompartimente ist vor allem @ Photalegradatiorein wichtiger Abbaughritt. Die
Uberwiegenden Reaktionsmechanismen sind dabei: Oxidation, Dealkylierung und Spaltung

des Piperazinringg®urhenneet al. 1999.
Gulle

Ein Eintragsweg von Fluorchinolonen in die Umwelt ist die Dingung von landwirt
schaftlichen Nutzflachen mit antibiotikahaltiger GulEiprofloxacin sowie Enrofloxacin
konnten sowohl in SchweineRinder, Hiuhner als auch Truthahnfaeces nachgewiesen
werden.Die in Schweinegille gefundenen Konzentrationen variieren zwischen 0,27 und 34
mg/kg (Pierini et al. 2004 Zhaoet al. 2010. In einer Studie voZhaoet al. (2010)wurden

in 25% aller untersuchten Schweinegulleproben Enrofloxadttélwert: 2 mg/kg) und
Ciprofloxacin Mittelwert: 2mg/kg) in 49% der analysierten Probemachgewiesen.
MartinezCarballo et al. (2007) konnten in 236 aller Hihnerfaecesproben und %@8aller
Truthahnfaecesproben Enrofloxacin mit einer maximalen Konzentration vomgk§
respektive 8,3ng/kg detektieen. Ahnliche Ergebnisse widen von Zhao et al. (2010)
veroffentlicht, die in 3%%6 aller Hihnerfaecesproben im Durchschnittmgrkg Enrofloxacin
bestimmt habenln China konnte Enrofloxacinin einer Probamit einer Konzentration von
1,4g/kg nachgewiesen waen. Des Weiteren konnten EnrofloxadiNlittelwert: 6,8 mg/kg)
und Ciprofloxacin Kittelwert: 3,4mg/kg) in 64% bzw. 25% aller untersuchten Rinder
gulleproben detektiert werdédhaoet al.2010.

Boden

In Studien vonMartinezCarballoet al. (2007) konnten in 16 der untersuchten Boden
proben sowohl Enrofloxacin als auch Ciprofloxadim Konzentrationenvon bis zu
0,37mg/kg nachgewiesen werde@bwohl Ciprofloxacin in der Veterindrmedizin nicht
zugelassen ist, wurde aszu Enrofloxacinvergleichbaren Konzentrationen im Boden detek
tiert. Jedoch ist Klarschlamnwelcher vor allem Ciprofloxacin aus humanmedizinischen
Anwendungen enthalynter bestimmten Umstandernm Dungen von landwirtschaftlichen
Nutzflachen zugelassen, so d#&slet et al. (2002) bis zu 0,45ng/kg Ciprofloxacin in mit
Klarschlamm gediingten Boden nachweisen kanriea ruad®B a | ¢ €2009)kannten in
Bodenproben, die siebdWonate zuvor mit fluorchinolonhaltiger Gille behandelt wurden,

EnrofloxacinGehaltevon bis zu 0,05 mg/kg nachweisen. Diese Ergebnisse verdeutlichen die
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hohe Affinitat von Fluorchinolonen zur Bodenmajrsowie die Stabilitdt dieseBubstanz
klassem Boden uber einefiingererZeitraum.

Wassekompartimente

Zahlreiche Studien in Europa, Asiand Amerika beschaftigen sich mit der Bestimmung von
Fluorchinolona in Oberflachengewéssern (T&R). Der Fokus liegt dabei zumeist auf dem
Nachweis von CiprofloxacifCalamariet al. 2003 Christianet al. 2003 Goletet al. 2002a
Nakataet al. 2005 Penaet al. 2007 Penget al. 2008 Pozoet al. 2006 Sentaet al. 2008
Vieno et al. 2006. Jedochwurde vereinzelt auch Enrofloxacin bestimiNakataet al. 2005
Penaet al. 2007 Sturini et al. 2009. Die in Flissen gefundenen Ciprofloxationzentra:
tionen variieren zwischenrig/L und 459ng/L (Goletet al. 2002a Penget al. 2008. Enro
floxacin konnte in Portudan Konzentrationervon bis zu 10g/L detektiert werdePena

et al.2007). Im Vergleich dazu wurden in Italien in der Nahe von landwirtschaftlichen Betrie
ben Flussproben entnommeém denen bis z37 ng/L Enrofloxacin bestimmt werden konmte
(Sturini et al. 2009. Daher liegt die Vermutung nahe, dass Enrofloxacin durch die Dingung
mit antibiotikahaltiger Gulle in Oberflachengewésser gelangt.

Tab. 2.4 Uberblick tiber Ciprofloxacin- und Enrofloxacin-Konzentrationen in verschiedenen

Oberflachengewassern('k.A.: keine Angabe dariibevelches Oberflachengewéssanter
sucht wurde)

Oberflachengewéasser Wirkstoff Konzentration Quelle
k.A.", Holland

Y iprofl i <1 L P 1.2
KA. Spanien Ciprofloxacin Ong/ (Pozoet al.2006

Ciprofloxacin 80- 119 ng/L

Montego, Portugal Enrofloxacin 67- 103 ng/L (Penaet al.2007)
Glatt, Schweiz Ciprofloxacin 5-18 ng/L (Goletet al.20023
k.A.", Deutschland Ciprofloxacin 9 ng/L (Christianet al.2003
Po, Italien : . 26 ng/L .
Lambro, Italien Ciprofloxacin 14 nglL (Calamariet al.2003
Luhtajoki, Finnland Ciprofloxacin 25 ng/L (Vieno et al.2006
Sava, Kroatien
Danube, Kroatien Ciprofloxacin <13 ng/L (Sentaet al.2008
Drava, Kroatien
Detroit, USA
Lansing, USA Ciprofloxacin <19 ng/L
Petoskey, USA Enrofloxacin < 34 ng/L (Nakataet al. 2009
Lake Ontario, Kanada
Po, Italien . 37 ng/L -
Ticino, Italien Enrofloxacin 27 nglL (Sturiniet al.2009
Pearl, China Ciprofloxacin 459 ng/L (Penget al.2008
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Bisher konnten Fluorchinolone nicht in Grundder Trinkwasser nachgewiesen werden
(Vazquezet al. 2012. Jedoch sind wie zu erwarteri die nachgewiesenen Fluorchinolon
Konzentrationen in Abwassern im Vergleich zu Oberflachengewassern deutlich erhoht. In der
Klaranlage kdnnen je nadkufarbeitungsmethode bis zu 80 der Fuorchinolone eliminiert
werden Der entscheidende Mechanismus scheint dabei die Adsorption an Klarschlamm zu
sein wie die relativ hohen Konzentration (bis zu 28§lkg Ciprofloxacin) impliziererfGolet

et al. 2002h. Die detektieren CiprofloxacinRKonzentrationen in Abwasser schwanken
zwischen 149 ng/L und 1343 ng(Goletet al. 2002a Sentaet al. 2008 Shi et al. 2009. Im
Vergleich dazu sindlie in Krankenhausabwassern gefunde@profloxacinKonzentraio-

nen in Schweden (4101 pg/L) undDeutschland (1 125 pg/L)nahezu um defaktor 1000

hoher. Jedockrreichendiese Abwassean verdinner Formdie Klaranlage.

Pflanzen

Es bestehdie Moglichkeit dass im Boden enthaltene Antibiotika Uber die Wurzein
Pflanzen aufgenommen werden kénnen. In einer Stellungndbsi&fR (Bundesinstitut fur
Risikobewertung)vurde der aktuelle Kenntnisstand zusammengefasst. Demnach wurden in
11 von 20 Arbeitewier Fluorchinolone darunter Enrofloxacin und Ciprofloxarct in Pflan
zen nachgewiesei®owohl Enrofloxacin als auch Ciprofloxacin wurden in Weil3k@rote
et al. 2009, Porree(Grote et al. 2009, Gerste(Lillenberg 2010, Salat(Boxall et al. 2006
Lillenberg201Q Migliore et al.2003, Gurke(Lillenberg201Q Migliore et al.2003, Bohnen
(Migliore et al. 2003, Karotten(Boxall et al. 2006 und Radiesche(Migliore et al. 2003,
die mit antibiotikahaltigen Substraten geziichtet wurdeachgewiesenStudien belegen
zudem, dass Pflanzen Enrofloxa¢ianalog zum Mensch und verschiedenen Tierspézes
Ciprofloxacin metabolisiere(Grote et al. 2009 Migliore et al. 2003. Die Metaboliserung
ist pflanzenspezifisch: fur Gurke, Salat und Bohne betrégt sief&img30% wohingegen sie
fur Weilkohl, Porree und Radieschen kleiner al$ ist (Grote et al. 2009 Migliore et al.
2003.

Wenige Studien, die sich mit dephytotoxischenAuswirkungen der Antibiotikaaufnahme
beschéftigensind bekanntledochbelegen dies&tudien, dass das Pflanzenwachstumer
Umstandenbeeinflusst wirg was sich in verringerter Wurzellange, BlattlAnge, Blattanzahl
sowie durch da®iusbleichen von Blattern widerspiegéBoxall et al. 2006 Grote et al.
2009 Migliore et al. 2003. Des Weiteren wird vermutet, dass Antibiotika innerhalb der
Wachstumsperiode in der Pflanze akkumulieren, da die Pflanze nicht in der Latjesist
Wirkstoffe abzubauenDadurch kbnnenphytotoxiste Effekte verstarkt werde(Lillenberg
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2010. Allerdings ist zu beriicksichtigen, dass diese Studiifitenteils unter worstase
Bedingungen durchgefihrt worden sind guhohe Dosierungempplikation der Wirkstoffe
in Hydrokultur).

Problematisch ist zudem, dagdi® Auswirkungen fir den Menschen bei der Aufnahme anti
biotikahaltiger Pflanzen nicht abgeschatzt werdénnen Méglich waren allergische oder
toxische Reaktionen, die durch die Aufnahme ausgelost wékKianar et al. 2005. Laut
ADI-Wert (acceptable daily intakeware eine tagliche, lebenslange Aufnahmemenge von
6,2 ug/kg Koérpergewicht(KG) Enrofloxacin ohne bedenkliches Gesundheitsrigikaglich
(Boxall et al. 2009. Ausgeh@d von einer Dingung des Bodens mit Faeces von Tieren, die
Uber einen Zeitraum von 5 Tagen mimg/kg Enrofloxaan behandelt wurden, berechneten
Boxall et al. (2006)die zu erwartende Enrofloxackonzentrationm Salat (<1,3ug/kg) und
Karotten (3,2 ug/kg). Laut Boxall et al. (2006) verzehrt ein Erwachsender chachnittlich
0,85kg pflanzlicheLebensmitte(wovon 0,51Xg Uber der Erde wachsen und 0,&83unter

der Erde) pro Tag. Ausgehend davon ergibt sich fur eine Person kit I€0rpergewitit

eine maximale Ausschopfung des Aertes flr Enrofloxacin von 0%. Daherscheintftr

den Menschekein toxikologischeRisiko beim Verzehr der von Boxadit al. (2006) berech
neten EnrofloxacikKonzentrationen in Karotten zu bestehdedoch ist die Gefahr der
Resistenzentstehung durch die Aufnahme subtherapeutischer Antibiotikakonzentrationen

nicht ausreichend untersucht.

2.4 Antibiotikaresistenzen

2.4.1 Allgemeines

Unter einer Resistenz versteht man den natiurlicdeimutzmechanismus eines Organismus
gegenuber auflleren Einflussen. Antibiotikaresistenzen beschreiben somit die Widerstands
fahigkeit von Mikroorganismen gegenub®stimmtenAntibiotika. Dieskann im Extremfall

zur Folgehaben dass Antibiotik z. B. gegenber humanpathogenen resistenten Keimen
unwirksam verdenundkeine alternativemherapiemdglichkeitemehr zur Verfiigung stehen
(Wegeneret al.1998.

Resistente Bakterien wurden in verschiedenen Tierarten, der Umwelt, Lebensmitteln und im
Menschen nachgewiesen. Zudem besteht die Moglithtass sie zwischen und innerhalb
dieser Gruppen ubertragen werd®urch das Auftreten resistenter Bakterien werden

therapeutischen Mdglichkeiteaingeschrankt und es muss gegebenenfalls auf sogenannte
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Reserveantibiotika zu denen auch Fluorchirarle gezéhlt werdeinzuriickgegriffen werden,

da andereAntibiotika gegen diese Erreger unwirksam geworden dired. Anteil an einge
setztenReserveantibiotikg Abb. 2.3) hat sich in den letzten Jahren mehr als verdreifacht
(Schroder 2010 Landristig fuhrt dies dazu, dass sich auch Resistenten gegen bislang noch

wirksame Antibiotika entwickeln kdnnen.

Des Weiteren steherulstherapeutischéntibiotikadosenim Verdacht das Auftreten von
Antibiotikaresistenzenzu fordern wodurch die Bildung von Einfaeh Kreuz und im
schlimmsten Fall Mehrfachresistenzen induziert werden kgkirRAhmad et al. 1999
Wegeneret al. 1998.

L 45

r 40

P33

r 30

F 25

Anteil Reservantibiotika [%]

r 20

Jiihrliche Tagesdosen Antibiotika je Versicherter
wd

1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009
Jahr

Abb. 2.3: Durchschnittliche jahrlich e Antibiotika tagesdoserpro Versichertem zwischen 1991 und
2009 sowie der Anteil an Reserveantibiotika in der Humanmedizin in Deutsch
land (Schroder 2010

In Deutschland sind in der Humanmedizilie Resistenzen gegenuber Fluorchinolonen
(insbesondere Ciprofloxacin) in den letzten Jahren auf Grund ede8hten Fluor-
chinolonverbrauchs stark angestiegddafir kénnen zwei wichtige bakterielle Infek
tionserregerkscherichia colund Staphylococcus aurejals Indikator(Abb. 2.4) verwendet
werden(PautEhrlich-Gesellschaft fir Chemotherame/. 2009. Im Fall vonE. coli sinddie
Resistenzen gegenuber Ciprofloxazwmischen 1990 und 2010n einenFaktorvon ungefahr
160 angestiegenm Gegensatz z6&. aureuscheintdie Tendenaveiter steigend zu sein. Die
gegenuber Ciprofloxaciresistenten Stamme v@ aureushaben sich im Zeitraum von 1990

bis 2007 mehr als vervierfacht, zeigen jedoch bis 2010 eine sinkende Tendenz.



Stand der Literatur 17

35

—8— E. coli
—8— S. aureus g
30 4
= 25 »
g
£
2 201
5
g
.E 15 4
2
£ 10
-«
L
5]
0 T T T r T T T T T T T T T T T T T r T
1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
Jahr
Abb. 2.4: Resistenzentwicklung zwischen 1990 und 20Mn Escherichia coliund Staphylococcus

aureus gegenuber Ciprofloxacin in der Humanmedizin in Deutschland (PautEhrlich-
Gesellschaft fur Chemotherapie e.V. 2009)

Analog zur Humanmedizin steigen die Resistenzen gegenuber Fluorchinalocteim der
Veterinarmediziran (Abb. 2.5). Seit der Zulassung der Fluorchinolone Ende der 1980er Jahre
haben sich die Resistenzen von Salmonellen gegeniber Fluorchinolonen irelGafli94

fast verzehnfachiHensel und Helmuth 2005Jedoch scheinen die Resistenzen seit dem auf
einemkonstanten bzw. simden Leveku bleiben.Vergleicht man den Anteil Fluorchinolen
resistenter Isolate verschiedener Spezdesveisen Gefligptobenmit Abstand den gréf3ten
Anteil auf, gefolgt von Rinér- und SchweieprobenKasbohrer 201

Anteil resistener Stiimmen [%]

T T T T T T T T T T T

T T
1986 1987 1988 1989 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001
Jahr

Abb. 2.5: Resistenzentwicklung zwischen 1986 und 200bn Salmonellengegeniber Fluochino-
lonen in Gefliugelund Geflugelfleisch in DeutschlandHensel undHelmuth 200%.
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2.4.1 Resistenzmechanismen

Zwei Mechanismen spielen bei der Entstehung @mnolonesistenzereine wesentliche
Rolle: die Modifikation der Zielstruktur und die Minimierung der intrazellularen Wirkstoff
konzentration\Wiedemann und Heisig 20R1Durch die Mutation der Zielstruktur im Fall

der Fluorchinolone die beiden TopoisomeraBdiGyrase)und IV i nimmtdie Affinitat des
Antibiotikums fur diese ab. Dies hat zur Folge, dass die BREplikation trotzthera
peutischerAntibiotikakonzentrationen andaue#usatzlich sind Chinolonresistenzen durch
die Mutation der Gene, die Gyrase und Topoisomerase IV codiergglich. Durch die
Reduktionder intrazellularen Wirkstoffkonzentration kdnnen ebenfalls Antibiotikaresistenzen
induziert werden, @ die daraus resultierenden gdrapeutischen Wirkstoffspiegel einen
Risikofaktor darstellen(Blondeau 2004 Scholar 200 Dabei wird die Membran
permeabilitdt durch die Herabregulation von Porin€ératismembranproteipevermindert,

was eine verschlechterte Diffusion der Antibiotika durch die Membran zur Folge hat.
Zusatzlich kanrdie intrazellulareAntibiotikakonzentration durch die Regulation von irtrin
sischen MDR (multidrugresistantEffluxpumpen herabgesetzt werddMartinez et al.
2006.

Die Mutation der Zielstruktur istim Fall der Fluorchinoloneein sehr spezifischer
Resistenzmechanismusvodurch Resistenzen gegeniber andefatibiotikaklassen die
sowohl in der Humanals auch Veterinarmedizieingesetzt werdemnwahrscheinlich sind
Im Gegensatzdazu sind Resistenzen auf Grund minimierter intrazellularer Wirkstoff
konzentrationen deutlich weniger spezifisetas die Bildung von Kreuzresistenzen gegen
Uber mehreren Antibiotikaklassen zur Folge haben Kistamtinezet al.2006.

2.5 Festphasenextraktion(SPE)

In der Bioanalytik ist die Festphasenextraktion die bevorzugte Methode zur Proben
vorbereitungvon flissigenProben sowie zur Aufreinigung von flissigen Probenextrakten.
Vergleich zu anderen Probenvorbereitungsmethoden wie HEKsgigExtraktion oder
Proteinprazipitation kombiniert die Festphasenextrakaavei entscheidend¥orteile: die

selektve Minimierung von storenden Matrixbestandteilen sowie die Anreicherung der Ana
lyten.

Die Festphasenextraktion umfasst fiinf Schritte: Konditionierung, ilidgarung,
Prolenaufgabe, Waschen und Elution wobei die letzten beiden Schritte die gréf3te Signifikanz

besitzen. Ein geeigneter Waschschriteigorderlich um stérende Matrixkomponentsalek
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tiv i moglichstohne Analytverlust zu entfernen undierdurchMatrixeffekte zu minimieren.
Um eine gute Analytwiederfindung zu erzielen, ist die Wahl des Elutionsmitirlentschei
dencer BedeutungAls Elutionsmittel werden meigtolare organische Lésungsmittelie

z.B. Methanol oder Acetonitriinter Zusatz einer Saure od&se verwendet.

Konditionierung  Aquilibrierung Probenaufgabe Waschen Elution
Abb. 2.6: Allgemeines Ablaufschema einer Festphasenextraktion.

SPEMaterialien basieren entweder auf Polymer€igselgel oder graphitisiertemKohlen

stoff. Dabei hangt die Wahl des verwendeten Materials vor allem von der bendtigten
Bindungskapazitat, der Robustheit sowr Polaritdt der Analyten ab. Abhangig vom ver
wendeten SPaterial sind verschiedene Wechselwirkungsmechanismen maoglich:

ReverseePhasdUmkehrphase), Mixeflode, lonenaustausch und NorrARdlase.

Umkehrphasen auf Polymmsis setzen sich meistus einem Cd&olymer wie zB.
Divinylbenzol und NVinylpyrrolidon (Abb.2.7) oder Divinylbenzol und Polystyrolvelche
an der Oberflachaud hydroxyliert sein kdnnen, um die Hydrophilie zu erhglmrsammen
Folgendelnteraktionenzwischen Analyt und Sorbersind dabei mdglich! -" -Bindungen,
Wasserstoffriickenbindungen,  Dipddipol und  hydrophobe  Wechselwirkungen
(Phenomenex 20)0

Abb. 2.7: Strukturformel eines Umkehrphasenmaterials auf Polymerbasi@®henomenex 2010
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Mixed-Mode Materialien bestehen wie Umkehrphasers ainem Co-Polymer, welches
zusatzlich mit ionierbaren Gruppen substituiert ist. Daher werden die oben genannten
Wechselwirkungsmechanismen durch die Integration funktioneller Sédee Basengruppe
zusatiich auf ionische Wechselwirkungenerweitert. MixedMode-Anionenaustauscher
kdnnen zB. quartdre Ammoniumgruppen (Abb.8) oder Harnstoffgruppen enthalten. Im
Gegensatz dazu sind Mixédode-Kationenaustauscher B. mit Sulfonatgruppe (Abb. 2.8)

substituiert.

Abb. 2.8: Strukturformel eines MixedMode-Anionenaustausches (links) und eines MixedMode-
Kationenaustauscherdqrechts) (Waters 201}

2.6 Phospholipide

Phospholipide sindbeteiligtan vielen biologischeiiransportprozessen urzdidem wesentli

che Bestandteilader Doppellipidschichvon ZellmembranenDaher sindsie in vielen biolo-
gischen Flussigkeiten wiauch in Plasmavorhanden Phospholipide weisen amphiphile
Eigenschaften auf, da sie aus einer polaren, hydrophilen Kopfgruppe und zwei lipophilen

Kohlenwasserstoffketten aufgebaut sind.

Strukturell lassen sichPhospholipide in zwei Gruppeeinteilen Glycerophospholipide
(Abb.2.9) und Sphingomyeling/Abb.2.10). Das Grundgerust der Glycerophospholipide
bildet Glycerin, das mit drei unterschiedlichen Subsfiten verknipft istSubstiuenten an
C-1 kdnnenein Alkylether (plasmanyl)Yinylether (plasmalogenyder Fettsdureestgphos
phatidy) sein Das Glyceringradgertst ist an @ mit einem langketten Fettsdureester
verknupft. Eine Ausnahme stellen die Lyd8hospholipide darbei denen die Hydroxyl
Gruppe des Glycerins nicht verestert B C-3 befindet sich ein Phosphorséester, der
mit einer polarerKopfgruppe verknupft ist. Ardind der polarerKopfgruppen werden die
Phospholipide in verschiedenen Klassen untert®litigliche Substiuentenkénnen Cholin
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(PC), Ethanolamin (PE), Serin (PS), Inositol (PI), Glycerin (PG) Rhdsphatidsaure (PA)

sein

Ra: CH2
c:H3
o) A Cholin (PC)™°
0 HZC—O—Q—Rl A Ethanolamin (PE) \?“2
R2—|C|:—O—C|3H A Serin (PS)T/J\
I
H,C—O A Inositol (PI) -
\P/OR3 A OH OH
Glycerin (PG)/"ox
HO™ \\ L
A Phosphatidsaure (PA)H
Abb. 2.9: Grundstruktur der Glycerophospholipide und mdgliche funktionelle Kopfgruppen.

Das GrundgerUs der Sphingomyelindesteht aus Sphingosidas an €& mit einem Fett
saureamid verknupft ist. Die Phosphatgruppe a8 St mit Cholin als polarer Gruppe

verestert.
OH
o) HC—CH=CH4CH,}CHj
12
RZ—C—NH—(I:H CH,
H,C—O
\ /o—c:Hz—cHz—rTﬁ—c:H3
HO \\ CH;
Abb. 2.10: Grundstruktur der Sphingomyeline.

Den grofiten Anteil von Phoshphatien in Hihnerplasma machen B0 %) gefolgt von

PE, Lyso PC, SM und Rlus(Christie und Moore 197%2Im Organismus von Menschen als
auch Tieren spielen sie eine zentrale Rolle in Eeysiologie d.h. Phospholipide sind
beteiligt am Zellwachstum, der Zellwanderung, Wundheil@ignaltransduktiondem Uber
leben der Zelle sowie an morphologischen Veranderu(igenlenaaret al.2004 Sigalet al.
2005. Des Weiteren sind Phospholipide und ihr Metabolismus wichtige Biomarker zur
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Diagnose und Prognostik vdfrankheiten wie zB. Nierenversage(Sasagawat al. 1998,
Gebarmutterhalskreb@lills und Mooleraar 2003, EierstockkrebgSutphenet al. 2004,
Alzheimer(Walteret al.2004) sowie diabetischer Nephropattileanget al.2008.

2.7 HPLC-MS/MS

2.7.1 Allgemeines

Auf Grund ihrer Selektivitdit und Sensitivitathat sich die HPLC-MS/MS
(Hochleistungsflissigkeitschromatographie mit Tandéassenspektrometri€opplung)im
vergangenen Jahrzehnt zur Methode der Wahl fir die Analytik von Pharmazeutika in
biologischen Proben entwickeltDas HPLCMS/MS-System umfasst vier wesentliche
Bestandteile: eén Hochleistungsflissigkeitschromatograph das Interface, den Massen

analysator undenDetektor.

Die HPLC wird seit metaren Jahrzehntemauch zur Analytik von Veterindrantibiotika
verwendet wobei hauptsachlich Trennmaterialien auf Basis von Umkehrphasen eingesetzt
werden. Zu beachten ist, dass bei der-K&fplungdem wassrigen Eluenteausschliel3lich
flichtige Puffer wie z. B. Ammoniumacetatzugesetzt werdedirfen Jedoch solltewenn
moglich, der Einsatz von Puffern vermieden werden, d&.ustérende Addukte gebildet
werden kdnnernin den letzten Jahren ist der Bedarf an schnelleren Analysen, die einen hohen
Probendurchsatz ermdglichen vor allem in folgenden Bereichen gestiegen: Pharmazeutische
Industrie, Toxikologie, Forensik, klinische Chemie, Dopingowie Umweltanalysen
(Guillarmeet al.2010. Hierzu sind jedoch erhdhte Flussrat&@emperaturender der Einsatz

von kirzeren chromatographischen Trennsdulen mit geringeren Partikeldurchmessern
(< 2 um) notwendig.Erhohte Druckefir die konventionelle HPLEGysteme nicht ausgelegt

sind, sind die FolgeDahermussten neue System die sogenannten Wa Hochleistungs
flussigkeitschromatographigysteme (UHPLC) entwickelt werden, die Druckeron bis zu
1000bar standhalte(Guillarmeet al.201Q Le Bizecet al.2009.

Der HPLGFluss muss, bevor er in das Massenspektrometer geleitet werden kann, zunachst in
die Gasphase Uberfuhrt werden, da ansonsteardi@ggende Hochvakuum zusamnieachen

wurde Hierfir werden vorwiegend folgende Interfaces eingesetzt: Elektronerspiagtion

(ESI siehe Abb2.11), Chemische lonisation bei Atmospharendruck (APCI) und Plooie

sation bei Atmosphéarendruck (APPI). Am weitesten verbreitetiestESI auf Grund der

nahezu universellen Anwendbarkdsei der ESI liegzwischen einer Metallkapillarelurch
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die der HPLGFluss geleitet wirdund einer Bende eine Spannung zwischen2kV an.Der
HPLC-Fluss wird mit Hilfe eines Gasess 4. R. Stickstoff) verspriht, wodurch feine geladene
Tropfchen entstehen. Durch den Einsatz eines temperierten Gases (Stickstoff) nimmt der
Tropfchendurchmesser ab und somit die Oberflachenladung zs.fGhet zur Coulomb
Explosion, wodurch die Analytionen freigesetzt und Richtung Massenanalysatsferiert
werden(Ardrey 2004)

Blende
Trocknungsgas

CoulombExplosion
Kapillare

@D .
HPLC-Fluss @ @ tyt by
Vernebelungsgas - B @ 4 +

+

@

271 5kv ‘ ->

Abb. 2.11: Schematische Darstellung der Elektrospraytonisation im Positivmodus

Auf Grund der verkirzten Analysezeit werdarmr Detektionvor allemMassenspektrometer
mit schnellen Scanraten bendét{@uillarmeet al.2010. Unter den zur Verfligung stehenden
Massenanalysatoren wircedTriple-Quadrupol- wie auch in dieser Arbeit am haufigsten

zur Identifizierung und Quantifizierung von Veterinarantibiotika eingesetzt.

Mit Hilfe von lonenfallen konnen Full Scan Massenspektren aufgenommen ufd MS
Experimente, diezusatzlich eine Strukturaufklarung ermdglichen, durchgefiihrt werden.
Durch die Verwendung voiiriple-Quadrupol oder lonenfallefiMassenspektrometelkann

im Vergleich zuSingleMassenspektrometern durch das spezifische Erfassen von Rrodukt
ionen das Signal zu Rausch Verhdltnis deutlich erhdht und die Stérungen durch- Matrix
komponenten im Probenextrakt reduziert werderes hateine Steigerung der Sensitivitat
sowie Selektivitat zur Folg@.e Bizecet al.2009.
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2.7.2 Detektionsmethoden mittel§riple -Quadrupol-Massenspektrometrie

Das TripleQuadrupolMassenspektrometer besteltie der Name bereits saghus drei
Quadrupolen. Quadrupol 1 (Q1) sowie Quadrupol 3 (Q3) dienen hierbei zur Massenselektion
hingegen wird Quadrupol 2 (Q2) als Kollisionszelle zur (moéglichen) Fragmentierung
verwendet. Je nach Einstellung der Quadrupole ergeben sich verschiedene Detektions

methoden.

Selected Reaction Monitoring

Der Selected Reaction Monitoring Modu@Abb.2.12) wird hauptséchlich fir die
Targetanalyse verwendet. Hierzu werden im Q1 spezifische Vorlauferionen selektiert, die in
der Kollisionszelle (Q2) durch den Einsatz eines Inertgases (meist Stickstoff) fragmentiert
werden.AnschlieBend werden im Q®eazifischeProduktionen selektieind zur Identifizie

rung sowie Quantifizierung herangezogéndrey 2004.

o® R Z R
V\N\

lonenquelle Q1 Kollisionszelle (Q 2) Q3
Abb. 2.12: Schematische Darstellung desSelected Reaction Monitoring als MS/MS Detektions
methode.

Vorlauferionen Scan

Beim Vorlauferionen Scar{Abb.2.13) werden im Q1 Analytionen eines ausgewahlten
Massenbereiches selektiert und in der Kollisionszelle fragmentiert. AnschlieRend werden im
Q3 Produktionen einer ausgewdahlten Masse selektiert, so dass nur Substanzen erfasst werden,
die im Q1 selektiert werdemnd das ausgewahlte Produktion generieren. Dadurch kénnen

einer komplexen Probe. B. Substanzklasseauf Grund der Bildung eines fir sie spezi
fischen Produktions detektiert werd@rdrey 2004).
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Abb. 2.13: Schematische Darstellung des Vorlauferionen Scans als MS/MS Detektionsmethode.

Neutralverlust Scan

Bei der Methode des Neutralverlust Scéibb. 2.14) werden nur Substanzen detektiert, die
einenspezifischen Neutralverlust aufweisen. Analog zum Vorlauferionen Scan werden im Q1
lonen eines definierten Massenbereiches selektiert und in der Kollisionszelle fragmentiert.
Jedoch wird im Q3 synchron zum Q1 ein definierter Massenbereich selektiertndieru
Neutralverlust reduziert isDaher werden nur Produktionen detektiert deren Vorlauferionen

durch die Fragmentierung einen spezifischen Neutralverigen(Ardrey 2004.

e
oo

lonenquelle Q1 Kollisionszelle (Q 2) Q3

Abb. 2.14: Schematische Darstellung des Neutralverlust Scans als MS/MS Detektionsmethode.

StoRinduzierte Dissoziation in der lonenquelle

Wie der Name bereits implizieffindet bei der stoBinduzierten Dissoziation die Fragmentie
rung in der lonenquelle stafdbb. 2.15), so dass keine weitere Fragmentierenfplgt und
die Kollisionsenergie auf ein Minimum reduziert witth Vergleich zu den anderen MS/MS

Methoden wird bei dieser Methode die Kapillarspannung deutlich erhdht. Dillegen
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Produktionen werden anschlieBend in Q1 und Q3 selektiert, welche auf die gleiche, spezi
fische Produktionenmasse eingestellt ginttle et al.2006H.

o () °® e @ [
—_— —_— —_—
lonenquelle Q1 Kollisionszelle (Q 2) Q3
Abb. 2.15 Schematische Darstellung der stofRinduzierten Dissoziation in der lonenquelle als MS/MS
Detektionsmethode.

2.8 Matrixeffekte

Matrixeffekte sind einhaufiges Problem in der LEMS/MS-Analytik von biologischen
Proben. Unter Matrixeffekh verstelh man die Beeinflussung des Messsignals durch co
eluierende Matrixkomponenten, die sowohl endogafeauchexogener Natur sein kdnnen.
Exogene Matrixkomponenten gelangemB. wéahrend der Probenvorbereitung in das
Probenextrakt im Gegensatz zu endogenen Matrixkomponenten, die in der Probe enthalten
sind. Zu den endogenen Verbindungen, die Matrixeffekte vechiesa konnen, zahlen a.
Salze,Phenole, Kohlenhydrate, Amine, Lipide, Peptide oder Harn§tdkettiet al. 201Q

Le Bizecet al. 2009. Exogene Substanz&®nnenu.a. Weichmacher, organische Sauren,
Polymerriickstande oder Stoffe, die von der SPE sowie HPA@eabgeldstwerden sein

(Le Bizecet al.2009.

Man unterscheide zwei Typen von Matrixeffekten:Signalerstarkung und Signal
unterdriickung. Bisher ighr Entstehungsechanismus nicht vollstandig aufgeklart. In der

Literatur sindhierzuverschieden&rklarungsansatzau finden

1. Die Abnahme der Verdampfungseffizienz dumtie Anwesenheit von eeluierenden
Matrixkomponenten Dadurch wird die Viskositat sowie Oberflachenspannung der
Tropfchen erhdht und gleichzeitig die Fahigkeit der Analyten di€&asphase zu
erreichen vermindert.

2. Die Féllung des Analyten mit B. nichtflichtigen Makromolekulen kangbensalen

Transfer in die Gasphaseschranken.
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3. Die Konkurrenzzwischen Analyt undctco-eluierendenMatrixbestandteilenn Bezug
aufdie maximale lonisierung.

4. Reduktion der Analytionestabilitdtin der Gasphase durdleutralisationprozesse
(Annesley 2008

Durch Matrixeffekte werden analytische Methodenparameter wig Linearitat, Genauig

keit, Prazision sowie Nachweisund Bestimmungsgrenze beeinflusst, wenn keine
entsprechende Kompensation der Matrixeffekte durch die Verwendung eines internen
Standards, eimeln-Matrix-Kalibrierung oderdurch Standardadditiorerfolgt (Gosettiet al.

201Q Le Bizecet al. 2009. Des Weiteren kdnnen Matrixeffekte zur Basislinienerhéhung
oderzu Retentionszeitenverschiebungen beitradg#aher sind die Evaluierung und Eliminie

rung von Matrixeffektemwichtige Bestandteile der Methodenentwicklung.

Prinzipiell kdonnen Matrixeffekte quantitativ als auch qualitativ erfasst werden. Bei der
quantitativen Bestimmung wirdie Signalintensitéeine nach der Extraktion dotieme_eer
matrixprobe mitder eines Analytstardards in mobiler Phaseverglichen Hieraus kann

ermittelt werden, ob das Signal verstarkt oder unterdriickt (Meduszewsket al.2003.

Die Postcolumninfusion wird hauptsachlich zur Ermittlung des qualitativen Matrixeffektes
eingesetzt. Jedoch ist es mit dieser Methode auch mpilatnixeffekte halbquantitativ zu
bestimmen. Bei der Poesblumn-Infusion wird ein Analystandard mit einem konstanten
Fluss kontinuierlich in das Massenspektrometer infundiert wahrend simultan ein LOsungs
mittelblank oderein Leermatrixextrakt mittels HRT injiziert wird. Mit Hilfe eines Splits

wird der HPLGFluss ebenfalls in das Massenspektrometer infundiert. Die-cBhstn-
Infusion ermdglicht somit die Identifizierung von Bereichenerhalb des Chromatogramms

die von Matrixeffekten beeinflusst werdéonfiglio et al. 1999.

Um Matrixeffekte in der LEMS/MS Analytik zu minimieren, gibt es vier wesentliche
Strategien: Modifikation der massenspektrometrischen sowie chromatographischen Bedin
gungen.eine adaquate Probenvorbereitung und die Wahl der richtigen Kalibridviasgen
spektrometrische Bedingungen, die einen Einfluss auf Matrixeffekte haben kénnen sind vor
allem die Wahl der Polaritét sowie die eingesetzte lonenquédiggleicht man die hden
lonisierungstechniken ESI (ElektrospfBpnisation) und APCI (Chemische lonisation bei
Atmospharendruck), so ist die APCI weniger anfallms zu 75% weniger) gegentber
Matrixeffekten (Ismaiel et al. 2008) Dies wird vor allem darauf zurtickgefuhrtass die

lonisierung in der Gasphase stattfindet. Bei der chromatographischen Trennung kénnen



Stand der Literatur 28

Matrixeffekte minimiert werdenindem die Elutionsbereiche von Analyten und Matrix
komponenten voneinander getrennt sind. Des Weiteren sollte die Methode achmdgr
schleppungeriiber mehrere HPL®essungen hinwedurch Matrixkomponenten Uberprift
werden, daso unspezifische Matrixeffekteu unterschiedlichen Retentionszeiten auftreten
konnen. Jedoch ist der wichtigste Faktor, um Matrixeffekte zu minimiemnea geeignete
Probenvorbereitung mit der es mdglich sihe Vielzahl von stérendedatrixkomponenten

selektiv zu entfernen.
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3. Methodenentwicklung Huhnerplasma

3.1 Allgemeines Vorgehen

Zur Extraktion von Fluorchinolonen initinerplasma wurde als Probenvorbereitungsmethode
die Festphasenextraktion gewahlt. Hierzu wurdanachstvier PolymerRP Séaulen (Oasis
HLB, StrataX, SDB und Isolute ENV+)eineKieselgelRP Saule (HyperSep C18pwiefinf
Mixed-Mode Saulen (HRXA, Easy, HyperSep Retain PEP, F¥C und HyperSep Retain
CX) bezuglich der Analytwiederfindung, Extraktreinheiid 6konomischa Aspekte mitei-

nander vergliben.

Fur Wiederfindungsstudien wurde ein Aliquot von %Q0 Plasma mit eiam definierten
Volumen einesMischstandardsdotiert Die resultierende Fluorchinolonkonzentration der
dotierten Plasmaproben betrug 40JL. Die dotierten Plasmaprobemurden homogenisiert
und fur 10min bei Raumtemperatuinkubiert, um eine Gleichgewichtseinstellung zu
erreichen Anschlieend wurde die Plasmaprobe mitrl5 Reinstwasser verdinnt. Leer
matrixprob@ wurden hergestelltindem 500QuL Plasma mit 2,%nL Reirstwasser verdunnt
wurde Dotierte Plasmaprobesowie Leermatripprobenwurden mittels Festphasenextraktion

aufgearbeitet

Es wurden verschiedene SPE Saulen bezludkerluorchinolonwiederfindung getestet. Um
dabei vergleichbare Ergebnisse zu erhaltemrde zunachst ein standardisiertes Extraktions
protokoll verwendet. Dies umfasste einen Konditionierungsschattehend auginem
Saulenvolumen Methanol. AnschlieRend wurde zur Aquilibrierung ein Saulenvolumigh 0,5
Citratpuffer pH 3,0 verwendet. Danach wde die verdinntePlasmaprobe auf die Saule
gegeben. Als Waschlésung wurde ein Sédulenvolumen Reinstwasser eingesetzt. Die gewahlten
Elutionsmittel wurden fur jede getestete SPE Kartusche separat optimiert, um eine optimale
Analytelution zu gewadhrleisten. i® eingesetzten Elutionsmittel beinhalteten Methanol,
Acetonitril, 2% Ameisensaure in Methanol oder Ammoniak in AcetonitrilDie Elution
derFluorchinoloneerfolgtein zwei Schritten mit jeweils BL des optimalen Elutionsmittels.

Die Eluate wurdenreschlieRend am Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingeengt und in
200pL 0,5% Ameisensaure in hM Ammoniumacetat (Eluent AYlethanol (Eluent B1:1,

v.v) aufgenommen. Um Schwebstoffe und Partikel zu entfemmerde das Probenextrakt bei
13900g fiir 10min bei 10°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein HRV@il Gberfiihrt

und2 pL zur HPLGESFMS/MS-Analytik eingesetzt.
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Die Wiederfindung (WDF) wurde berechpetdem ein Mischstandard mit der entsprechen
den Konzentration des Probenextrakte&€luent A/Eluent B (1:1, v:v) angesetzt wurde. Die

Berechnung der Wiederfindung erfolgte unter Verwendung folgender Formel:

5
w00 5 P 1P

A: Peakflache einer vater Extraktion dotierteriProbe

B: Peakflache eines Mischstandards mitkierespondierenden Konzentration in Eluent A/Eluent B (1:1, v:v)

3.2 Auswahl geeigneter SPEPhasen

In der Literatur wird haufig Trifluoressigsaure als Elutionsmittelzu§atadie Elution von
FluorchinolonerverwendetBailac et al. 2004 Ballesteroset al. 2003 Cinquinaet al. 2003
Clementeet al.2006 Garcéeset al.2006 Hassouaret al.2007 Hermoet al.2005 Hoof et al.
2005 JimenezlLozanoet al. 2004 Samanidouet al. 2005. Trifluoressigsauraveist aller
dings zwei entscheidende Nachteile aafnerseitswirken bereits geringe Mengen im
Probenextrakt korrosiv gegeniiber Metallen und zum andeenTrifluoressigsaure Signal
unterdriickung in der LGAIS/MS-Analytik verursachenAnnesley 2003 Daher wurde in

dieser Arbeit Trifluoressigsaudrirch Ameisensaure ersetzt.

Voruntersuchungen habemdem gezeigt, dass die Analytwiederfindung durch den Einsatz
von zwei Elutionsschritterf2 x 5mL) im Vergleich zu einem Elutionsschritt X110 mL)
erhoht werden kannAls Ausschlusskriterium wurde enWiederfindung von 80% fur

Ciprofloxacin und Enrofloxacin angesetzt.

Die Analytwiederfindungen sowie die optten Elutionsmittel fur jede SPESauk sind in
Tab.3.1 zusammengefassBei Verwendung deKieselgetRP Saule HyperSep Clkgen
die Wiederfindungen flralle Analyten unter80%. Die zwei MixedMode-Kationen
austauscheBaulenHR-XC und HyperSep Retain CXowie die PolymeRP Saule Isolute
ENV+ weisen Wiederfindungen fiMarbofloxacin, Enrofloxacin und Difloxacitiber 80%
auf. Jedbchliegendie CiprofloxacinWiederfindungerfur alle drei Saulemnter 75%. Daher

wurden dese vier SPESaulenfir weitere Untersuchungen nicht mehr bertcksichtigt.

Vielversprechende Wiederfindunger88% konnten mit den drei Polym&P S&aulen Oasis
HLB, Strata X und SDB sowie deirei Mixed-Mode Saulen HRXA, Easy und HyperSep
Retain PEP erzielt werden. Folglich wurden wmrdt Optimierungen fur diese Sfaulen

vorgenommenDa der Fokus der Methodemteicklung auf Ciprofloxacin und Enrofloxacin
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lag, wurde auch die Polym&P Saule SDB einbezogedbwohl! die Wiederindungen fii
Marbofloxacin und Difloxacirunter 75% liegen

Tab. 3.1: Ubersicht tber die Wiederfindungen der untersuchten SPE S&ulen sowier optimalen
Elutionsmittel fur jede SPE Saule(MeOH: Methanol, AS: Ameisensdure, ACN: Acetonitril,
MFEX: Marbofloxacin, CFX: Ciprofloxacin, EFX: Enrofloxacin, DiFX: Difloxacin)

Wiederfindung [%]

SPESaule Saulentyp Elutionsmittel MFEX CFX EFX DiFX
Oasis HLB PolymerRP - O/i' Al\g?r?l\H/le o 843 956 965 908
HR-XA Ani'\élng:e_ltﬂs?:jscher 2. Z(ViAl\g?r?l\l-/:eOH 1061 942 1076 1068
Strata X PolymerRP - ()/iA'\geinor/le o 935 899 959 948
Easy Mixed-Mode 1. MeOH 972 890 9856 799

Anionenaistauscher 2. 10% NHzin ACN

1. 10% NHz in MeOH
SDB PolymerRP 2. 10% NH, in MeOH 715 857 832 734

. Mixed-Mode- 1.MeOH
HyperSep Retain PEP Anionenaustauscher 2. 2% AS in MeOH 890 803 948 104D
. 0 .
HR-XC Mixed-Mode- 1. 10% NHzin ACN 971 744 985 874

Kationenaustauschel 2. 10% NH; in ACN

. 1.10% NHz in ACN
HyperSep C18 KieselgetlRP 2. 10% NHy in ACN 755 61,1 75,6 76,2

1.10% NH;in ACN

+ Pol RP :
Isolute ENV olymek 2. 10% NH, in ACN

96,6 57,0 979 824

Mixed-Mode- 1. 10% NHzin ACN

Kationenaustauschei 2. 10% NH;in ACN 890 560 813 931

HyperSep Retain CX

3.3 Optimierung einzelner Extraktionsschritte

3.3.1 Waschschritt

Die Wahleiner geeignetelVaschlésung ist entscheidend, wenn es um die Minimierung von
Matrixbestandteilen im Probenextrakt und damerbundene Matrixeffekten der LG

MS/MS-Analytik geht. Von Vorteil ist es, wenn neben dem Wasbhttmit Wasser noch ein
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zusatzlicher Waschschirmit einem(verdiinntenprganischen Lésungsmittel in die Methode
integriert werden kann. Um das beurteilen zu koneemnet sich die sequentielle Elution, da
mit Hilfe dieserder organische Anteil der Waschlésung graduell gesteigert werden kann und
somt der maximale Gehalt an organischem LosungsmittderWaschosung ermittelbar ist

bei dem noch keiAnalytverlustauftritt.

Bei der sequentiellen Elution wurden metbksche Losungen von 0100% eingesézt,
wobei cer methanolische Anteflir jeden Elutionsschritt um 106 erhéhtwurde Das Volu
men betrug dabei jeweils BL. Jeder Elutionsschritt wurde separat aufgefangen und die
Fluorchinolonwiederfindung ermittelt. Dadurch lasst sich bestimmenurab in welcher
Zusammensetzungin zusatzlichelWaschschritt ohne Analytverlust in die SRtethode

integriert werden kann.

Die se@uentielle Elution (Abb3.1) zeigt, dass der maximale Gehalt an Methan der
Waschlésungbei der noch keirAnalytverlustfeststellbar ist, abhéngig von der jeweiligen
SPESaule ist.Als Beispiel wurde die sequentielle Elution von Ciprofloxacin gewahlt. Bei
den beiden MixedMode Séaulen HRXA und Easy ist kein weiterer Waschschrigben der
Verwendung vorWasser moglich, da bereits mit ¥ Methanol mehr als % Ciprofloxadn
eluiert wird. In die SPEMethoden fur Oasis HLB sowie HyperSep Retain PEP kann ein
weiterer Waschschritt mit einem geringen Gehalt vofe2@ethanol integriert werde®hne
Analytverlust lasst sich in die SPHethode der PolymeRP SauleStrata Xein zwsatzlicher
Waschschritt mit 506 Methanol einfligenEin hoher methanolischer Anteil von 9®in der

Waschlésung kann fur die SDB Saule amgedtwerden.
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Abb. 3.1: Sequentielle Elution am Beispiel von Ciprofloxacin fur die SPE Séulen Oasis HLB (A),

Strata X (B), HyperSep Retain PEP (C), Easy (D), HRXA (E) und SDB (F).

Es ist anzunehmen, dass; hoherer Methanolgehah der Waschlésungu weniger stor
enden Matrixbestandteile im Probenextraktfiihrt. Um diese Hypothese zu Uberprifen,
wurden die UVChromatogramme (Abl3.2) der Probenextrakte unter Verwendules opti
malen Waschschrittemiteinander verglichen.

Die UV-Chromatogramme der Probenextrakte, digtels HRXA und Easy extrahiert
wurden zeigen im Elutionsbereich der Analyten eine Vielzahl von Peaks sowie eine Basis
linienerth6hung im Vergleich zu den SH#ethoden in die ein zusatzlicher Waschschritt
integriert werden konnteJedoch sind kleinere Peaks ebenso in derGlvbomatogrammen

der Probenextrakte, die mittels Oasis HLB, HyperSep Retain PEP und SDB extrahiert
wurden,erkennbarDaher ist davon auszugehen, dass trotz eines zuséatzlichen Waschschrittes
nicht alle stérendemMatrixbestandteile eliminiert werden konntevor allem fur die SDB
Methode in die ein Waschschritt mit 9% Methanolintegriert werden konnte, wéaren weniger
Storsignalezu erwarten gewesebies deutet auf eine starke WechselwirkumgschenSPE
Sorbentsund Matrixbestandteile sowie Analytenhin. Im UV-Chromatogramm der mittels
Strata X aufgearbeiteten Probenextrakte sin@er den Analytsignalekeine zusatzlichen
Peakszu erkennenDemzufolge kann angenommen werden, dass Stérungen durch -Matrix

bestandtile minimiert wurden.
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Abb. 3.2 UV-Chromatogramme (280 nm) der Probenextrakte von den SPE Séaulen Oasis HLB,
Strata X, HyperSep Retain PEP, Easy, HRXA und SDB unter Verwendung einegzusatz
lichen Waschschrittes(MFX: Marbofloxacin, CFX: Ciprofloxacin, EFX: Enrofloxacin, DiFX:
Difloxacin).

3.3.2Elution

Eine mdglicheMinimierung des Lésungsmittelverbrauches sowie der Praiybereitungs

zeit wurde durch Reduktion der Elutionsvolumina vor 2mL auf 2x 3 mL getestet. Als
Beispiel fur den Einfluss reduzierter Elutionsvolumeignet sich Ciprofloxacin (Tal3.2).

So sind die Wiederfindungen der B\, Easy, SDB und HyperSep Retain PERulen bei
Anwendung der reduzierten Elutionsvolumindeutlich niedriger fii Ciprofloxacin. Die
Wiederfindungen der anderen Analyten nehmen ebenso ab, allerdings nicht so stark wie flr
Ciprofloxacin. Gravierend ist die Abnahme der Ciprofloxadirederfindung vor allem fur

die Saulerkasy (vor89,0 % auf 37 %) sowieHyperSep Reia PEP (vor803 % auf 86 %).

Fur diese vier Saulen kann das Elutionsvolumen nicht reduziert werden. Daher wurden diese

Saulen fur weitere Untersuchungaicht mehverwendet

Trotz Minimierung des Elutionsvolumensonntendhnliche Analytwiederfindungemit den
PolymerRP Saulen Oasis HLB und Strata X erzielt werden. Daherden weitere
Methodenoptimierungersighe 4) mit dieserbeidenSaulendurchgefihrtum letztendlich die
Saule die am besten zur Extraktion von Fluorchinolonen in Hihnerplasma geésgrzu

ermitteln.
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Tab. 3.2:

Analytwiederfindung unter Verwendung reduzierter Elutionsvolumina (MFX: Marbo-

floxacin, CFX: Ciprofloxacin, EFX: Enrofloxacin, DiFX: Difloxacin)

Wiederfindung[%]

SPE Saule MFX CFX EFX DiFX
Oasis HLB 843 859 924 1042
HR-XA 824 700 965 938
Strata X 825 86,7 911 935
Easy 60,3 3,7 724 495
SDB 636 700 684 725
HyperSep Retain PEP 795 8,6 909 857
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4. Evaluierung und Minimierung von Matrixeffekten in der Analytik von

Hlhnerplasma

4.1 Allgemeines

Matrixeffekte sind in der massespektrometriseen Analyse biologischdProbenvon grof3er
Bedeutung dasie erhebliche Auswirkungen auf die Genauigkeit und Prézision einer-analy
tischen Methodewie z.B. divergente Kalibrierfunktionerhabenkdnnen Substanzen, dig

der LGCMS/MS-Analytik Matrixeffekte verursachen kdnnesind in der Analyse von Blut
plasma vor allem Phospholipid®aher wurde der Einfluss von Phospholipiden auf die
massenspektrometrische Analyse von Fluorchinolonen in Huhnerplasma unteBesht.
Weiteren konnen Phospholipide als Marker fur Matrixeffekte verwendet werden, da davon
auszugehen ist, dass ihre Minimierung im Probenextrakt eldasdinimierung weiterer

Matrixbestandteile beinhaltet.

Fiar die sensitive und selektive Bestimmung dBhospholipide wurderverschiedene
massenspektrometrische Detektionsmetho@¢arlauferionen Scan, Neutralverlust Scan,
stoRinduzierte Dissoziation in der lonenquelied Selected Reaction Monitoringgtestet.
Die Probenvorbereitung fetgte mittels Fegthasenextraktion (SPE). Zum Einsatz kamen
dabei sowohl konventionelle Umkehrphasenmaterialien auf Polymerbasis (Str&asi$
HLB) als auch Kombinationen ausitd-ModeAnionen und-Kationenaustauschern (Oasis
MAX bzw. Oasis MCX) die beziglich deFluorchinolonrAnreicherung, Phospholipidelution

und den damit in Verbindung stehenden Matrixeffekiemglichen wurden

4.2 MS/MS-Methoden zur Bestimmung von Phospholipiden in Hilhnerplasma

4.2.2 VVorlauferionen Scan

Abb. 4.1 zeigtden Vorlauferionen Scan van/z184,1 mit dem simulta®C, Lyso PC und
SM erfasst werdekonnen Jedoch iskine Unterscheidung zwischeten einzelnen Phes
pholipidklassennicht moglich Auf Grund der verwendeten Pheiyéxyl HPLGSéaule ist
allerdings davorauszugehen, dass dielareren lyso PC friher eluieren und dem Peak bei

10,5 min entsprechen un€CBowie SM zwischen 11,0 und @bn eluieren.
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Abb. 4.1: Vorlauferionen Scan vonm/z184,1 zur Erfassung vonPhosphatidylcholinen, Lyso Phos
phatidylcholinen und Sphingomyeliren unter Verwendung des urspriinglichenGradi-
enten

Der Vorlauferionen Scan vom/z153,1(Abb. 4.2) kann zur simultanen Erfassung von ,PA

Pl, PS, PG, PC und Lyso PC eingesetzt werden. Analog zum Vorlauferionen Scan von
m/z184,1 ist keine Unterscheidung zwischen den emerePhospholipidklassen moglicho

kann lediglich eine Aussage Uber die Gesamtsumme an Phospholipiden getroffen werden.
Zudem ist das Rauseh im Vergleich zum Signal ho¢8/N ~ 2,5) so dass nur ein Peak bei
10,5min identifiziert werden konnte. Daher ist der Vorlauferionen Scannwi53,1 nicht

fur die selektive und sensitive Bestimmung von Phospholipiden mit dem zur Verfigung
stehenderMassenspektrometgreeignet Hingegenermoglichtder Vorlauferionen Scan von
m/z184,1 einesensitive jedoch kee selektive Erfassung von PCydo PC und SM ohna

priori Informationen.
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Abb. 4.2: Vorlauferionen Scan vonm/z153,1zur Erfassung von Phosphatidylsauren, Phosphatidyl

inositolen, Phosphatidylserinen, Phosphatidylglycerinen, Phosphatidylcholinen und Lyso
Phosphatidylcholinen unter Verwendung des urspriinglichenGradienten.
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4.2.3 StoRinduzierte Dissoziation in der lonenquelle

Bei derstoRinduzierta Dissoziation in der lonenquellgn-Source CID)wird ebenfalls das
fur PC, Lyso PC und SM charakteristische Produktion wo®m184,1(Trimethylammonium
ethylphosphatfur derensimultane Detektion eingeset@bb. 4.3). Jedoch findet im Ver
gleich zum Vorlauferionen Scan die Fragmentierung bereits in deQE8le stattAnalog
zum Vorlauferionen Scan van/z184,1 ist keme Unterscheidung zwischen PG/sb PC und
SM mdglich, aler es ist dennoch davon augehen, dass der Peak bei 1@j6 Lyso PC
entspricht und der Peak HE3,5 min PC sowie SM zuordnenist (vgl. 42.2). Im Vergleich
zum Vorlauferionen Scan vam/z184,1 ist die Intensitat des-Bource CID vorm/z184,1
jedoch umden Faktor 280 geringerfir PCund SM Berilcksichtigt man den i18ource CID
von m/z104,1(Abb. 4.3) mit dem Lyso PC alleinig erfasst werden kann, so ist die Intensitét
im Vergleich zum Vdi&uferionen Scan vom/z184,1 sogamum einenFaktor 80 geringer
sowie um den Faktor-36 fur den InSource CID vonm/z184,1.Dies zeigt, dass das Produkt

ion vonm/z184,1am intensivstenst und daher zusensitiven Erfassung von PCydo PC
und SM verwendet werden sollte.
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Abb. 4.3: StoRinduzierte Dissoziation in der lonenquellevon m/z 184,1 (A) zur Erfassung von

Phosphatidylcholinen, Lyso Phosphatidylcholiren und Sphingomyeliren sowie m/z 104,1

(B) zur alleinigen Erfassung von Lyso Phosphatidylcholinen unter Verwendung des
urspringlichen Gradienten.

4.2.4 Neutralverlust Scan

Der Neutalverlust Scan von 14a (Abb.4.4) eignetsich zur Erfassung von PE ungdo

PE. Jedoch ist wie bei den bereits zuvor genannten MethodenlkaiErscheidung zwischen
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PE und lyso PE ohne zusatzliche Informationen mdglich. Daher ist auf Grund der verwen
deten RPSaule davorauszugehen, dass die polarergsd PE zuerst eluieren (103@n) und

der Peakbei 12,5min den PE entsprichiZu beachten tszudem dass das Rauschen im
Verhaltnis zum Signadl wie bereits fir den Vorlauferionen Scan vorz153,1beschriebeii

hoch ist(S/N ~ 7)
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Abb. 4.4: Neutralverlust Scan von 141 Da zur Erfassung voRhosphatidylethanolaminen und lyso

Phosphatidylethanolaminenunter Verwendung des urspringlichen Gradienten

4.2.5 Selected Reaction Monitoring SRM)

Um die Sensitivitdt und Selektivitat im Vergleidu den bereits genannten Methodan
erhohen, wurden spezifische Massenubergadge sowohl auf LiteraturdatefPanget al.

2008 Pulfer und Murphy 2003Uran et al. 2003, Xia und Jemal 20Q9Zemski Berry und
Murphy 2004 als auch auf eigenen Uberlegundeasierenjeder Phospholipidklasse mittels
Selected Reaction Monitorings erfasst. Die Signhale der einzelnen PhospMidissen
Ubergangedie relativen Intensitdten jedes Masseniiberganges sowie die Retentionszeiten
unter Verwendung des urspringlichen und modifizierten Gradiefdete 4.6.1) sind
nachfolgend fur jede Phospholipidklasse separat aufgefebigende Phospholipidklassen
wurden auf Grund ihres geringen Gehaltes nicht weiter in der Methodenoptimidrimg

unter Verwendung des modifizierten Gradientbariicksichtigt:PhosphatidylserinePhos

phatdiylglycerine, Phosphatidylinositole und PHuedsauren.

Phosphatidylcholia

Zum Gesamtsignal der Phosphatidylcholine tragen vier Massentbergafy®dg A 184,
m/z760A 184, m/z786A 184undm/z810A 184) entscheidend bgirab.4.1). Obwohl de

relativen Intensitaten fur di@nderenMassenibrgange <10% betragen wurden diese
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Massenubergange in die SRi)tthode integriert, da diesaif Grund ihrer absoluten Intensi
tat im Vergleich zu den anderen Phospholipidklassen von BedeutungefiirGesart

phospholipigiehalt sind.

Tab. 4.1: Relative Intensitat der einzelnen Phosphatidylcholin Masseniibergange sowie jeweilige

Retentionszeit unter Verwendung des urspriinglichen und modifizierten Gradienten.

Relative Retentionszeit Retentionszeit
Vorlauferion Produktion ) ] ) o )
Intensitat urspringlicher Gradient modifizierter Gradient
[m/z] [m/z] . .
[%0] [min] [min]
706,5 1,0 11,74 8,38
734,5 2,1 12,09 8,45
756,5 6,2 11,81 8,38
o 758,6 62,5 12,07 8,52
§ 760,5 100,0 12,31 8,59
L 772,6 1,4 12,31 8,59
-_% 774,5 184,1 1,8 12,57 8,93
< 784,5 5,5 12,26 8,52
§ 786,5 26,9 12,55 8,65
o 790,5 3,8 12,89 8,74
806,5 4,8 12,12 8,52
810,5 12,9 12,66 8,72
834,5 2,3 12,66 8,65

Die intensivsten Massenibergange usMerwendung des ursprilichen Gradienten sind in
Abb. 4.5 graphisch dargestellt. Dabei wird ersichtlich, dass der Elutionsbereich der Phospha
tidylcholineauf Gund starken Tailingawischen 12,5 und 15/@in liegt.

5.0E+05

m/z 758

4.0E+05 m/z 760

miz 784
3.0E+05 miz 806
m/z 810

2.0E+05 | e——m/z 706

Intensitat [cps]

—m/z 734

1.0E+05+ —m[z 772

m/z 834

J

0.0E+00- ‘ ‘ ‘ ‘ AT ;
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Zeit [min]

Abb. 4.5: Selected Reaction Monitoring(Positivmodus) ausgewahlter Phosphatidylcholin Massen

Ubergangeunter Verwendung des urspriinglichen Gradienten
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Lyso Phosphatidylcholine

Mit Ausnahme des Massenubergangs variz508A 184 tragen alle erfassten lyso
PhosphatidylcholinMassenibergéange mit relativen Intensitateb0% entscheidend zum
Gesamtgehalt dieser Phospholipidklasse(bab.4.2). Der Masseniubergang/z508A 184
wurde dennoch in diendgiltigeSRM-Methode aufgenommen, daf Grundder absduten
Intensitatihr Beitrag zum Gesamtphospholipidgehait Vergleich zu den anderen Phospho

lipidklassen hoch ist.

Tab. 4.2: Relative Intensitat der einzelnen Lyso Phosphatidgholin Masseniibergénge sowigwei-
lige Retentionszeit unter Verwendung des ursgiinglichen und modifizierten Gradienten.

. . Relative Retentionszeit Retentionszeit
Vorlauferion  Produktion ) ] i o i
Intensitdt  urspringlicher Gradient modifizierter Gradient

[m/z] [m/z] . )
[%0] [min] [min]
& 496,1 100,0 10,37 7,90
52 508,3 0,5 10,37 7,83
0 =
© o 2 28,2 10,37 7
£ % 520,3 184.1 8, 0,3 ,90
s 2 522,3 48,4 10,44 7,90
2% 5244 14,5 10,51 7,90
544,3 10,1 10,37 7,90

Die Masseniubergédnge unter Verwendung des urgpctien Gradienten sind iAbb. 4.6
graphisch dargestellt. Lyso Phosphatidylcholine eluieren tberwiegend zwischen 10,0 und
12,0min.

1.5E+05
1.3E+05 1
——m/z 496
& 1.0E+05 -
23 m/z 520
% ——m/z 522
8 756404 m/z 524
[%]
5 m/z 544
£ 5.0E+04 1 ——m/z 508
2.5E+04 j
0.0E+00 : : : : : LL : :
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Zeit [min]
Abb. 4.6: Selected Reaction Monitoring (Positivmodus) ausgewahlter Lyso Phosphatidylcholin

Massenubergangeunter Verwendung des urspringlichen Gradienten
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Sphingomyeline

Lediglich zwei Massennf/z703und807) tragenmit einer relativen Intensitat 20% zum
Sphingomyelingehalbei (Tab.4.3). Die Massen mit relativen Intensitateril & (m/z749,
765, 779, 847 und 877) wurden nicht in die SRMthode integriert, da ihr Beitrag sowohl
zum Sphingomyelingehalt als auch z@esamtphospholipidgehalernachlassigbar gering

ist.
Tab. 4.3; Relative Intensitat der einzelnen Sphingomyelin Maseniibergange sowie jeweiligBeten
tionszeit unter Verwendung des urspriinglichen und modifizierten Gradienten.
Relative Retentionszeit Retentionszeit
Vorlauferion  Produktion
Intensitdt  urspringlicher Gradient modifizierter Gradient

[m/z] [m/z] ] )
[%] [min] [min]
703,5 100,0 11,49 8,28
731,6 6,0 11,78 8,43
735,6 4,5 12,12 8,55
47,7 2,1 12,12 8,55
@ 749,7 0,4 11,58 8,38
D 763,7 8,0 12,32 8,65
g 765,7 184.1 0,3 11,91 8,46
= 775,7 ' 4,0 12,60 9,00
5 77,7 1,0 12,40 8,30
w 779,7 0,6 11,75 8,38
803,7 1,3 13,41 8,39
807,7 12,6 12,11 8,55
847,7 0,2 12,12 8,55
877,7 0,1 13,28 8,37

Die einzelnerSphingomyelirMassenibergange unter Verwendung des urghaiven Gradi
enten sind in Abb4.7 graphisch dargestellt. Sphingomyeline eluieren hauptsachlich zwischen
12,0 und 14,%nin.
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Abb. 4.7: Selected Reaction Monitoring (Positivmodus) ausgewahlter Sphingomyelin Massen
Ubergangeunter Verwendung desurspriinglichen Gradienten.

Phosphatidylethanolamine

Insgesamt sind neuRhosphatidylethanolamiMassen(m/z454, 718, 740, 742, 744, 746,
764, 766 und 768mit relativen Intensitaten 5% von Relevanz fur den Gesamtgehalt
dieser Phospholipidklasg&ab.4.4). Bis aufden Massenubergamg/z776A 635,4wurden
allein die SRMMethode integriert.

Tab. 4.4 Relative Intensitat der einzelnen Phosphatidylethanolamin Massenibergdnge sowie
jeweilige Retentionszeit unterVerwendung des urspiinglichen und modifizierten Gradi-
enten.

N . . Relative Retentionszeit Retentionszeit
Vorlauferion  Produktion . Lo e
[m/z] [m/z] Intensitat urspr.unghcher mod.|f|2|erte.r
[%0] Gradient [min] Gradient [min]
454,3 3133 47,8 10,33 7,84
o 718,5 5775 100,0 12,11 8,54
g 740,5 5995 30,5 11,94 8,46
f_g 742,5 6015 15,8 12,11 8,49
5 7445 6035 64,7 12,33 8,58

= 746,5 6055 77,1 12,64 8,72

= 748,5 6075 7.4 12,65 8,73

'*g__?s 752,5 6115 2,3 12,47 8,65

& 764,5 6235 33,8 11,94 8,46

2 766,5 6255 24,8 12,20 8,55

768,5 6275 71,0 12,46 8,65

776,5 6355 0,7 12,48 8,65
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Abb. 4.8 zeigt die untersuchten Phosphatidylethanolamin Massentbergédnge. Der Elutions
bereich dieser Phospholipide liegt vorwiegend zwischen 11,8 undnli,Mas Signal bei
10,5min ist auf das pole Lyso Phosphatidylethanolamim{z454) zurlckufihren.
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2.0E+04 miz 740

— ——m/z 742
2]

8 1.56+04 | miz 744
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z; ——m/z 764

g 1.0E+04 m/z 766

- —m/z 768

5.0E+03 - iz 748

—m/z 752

‘l m/z 776

N AR

0.0E+00 - T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Zeit [min]

Abb. 4.8: Selected Reaction Monitoring(Positivmodus)ausgewé&hlter Phosphatidylethanolamin
Massenlbergangeinter Verwendung des urspriinglichen Gradienten

Phosphatidylserine

Von den untersuchten Phosphatidylserin Magsemten nur dre(m/z810, 812 und 834in
Huhnerplasma detektiennd in eine SRMMethode integrientverden(Tab.4.5).

Tab. 4.5: Relative Intensitat der einzelnen Phosphatidylsen (PS) Masseniibergange sowigwei-
lige Retentionszeit unter Verwendung des urgfiinglichen und modifizierten Gradienten.

N . : Relative Retentionszeit Retentionszeit
Vorlauferion  Produktion . . . e .
Intensitat  urspringlicher Gradient modifizierter Gradient
[m/z] [m/z] . .
[%0] [min] [min]
810,5 626,5 100,0 13,53
4 812,5 628,5 53,2 14,13 -
834,5 650,5 43,7 13,50

In Abb.4.9 sind die untersuchten Phosphatidylserin Massenlubergange graphisch dargestellt.
Das M3MS-Chromatogramm ist vostarken Rauschen gepragt. Dennoch wird ersichtlich,

dass die Phosphatidylserine zwischen 13,0 undrih&@luieren.
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Abb. 4.9: Seleced Reaction Monitoring (Positivmodus) ausgewahlter Phosphatidylsein Massen

Ubergangeunter Verwendung des urspriinglichen Gradienten

Phosphatidylglycerine

Insgesamt konntemiHuhnerplasma zwei Phosphatidylglycerin Massarz{71 und 799)
detektiertund in eine SRMMethode aufgenommenerden(Tab.4.6). Jedoch ist die Intensi

tat dieser Massenubergange sehr gepitab. 4.10).

Tab. 4.6: Relative Intensitat der einzelnen Phosphatidylglycerin (PG) Massenlbergdnge sowie
jeweilige Retentionszeit unter Verwendung des ursginglichen und modifizierten Gradi-
enten.

- . . Relative Retentionszeit Retentionszeit
Vorlauferion Produktion . R . e .
Intensitat  urspriinglicher Gradient ~ modifizierter Gradient
[m/z] [m/z] . .
[%6] [min] [min]
7715 600,5 47,8 13,12

o 799,5 628,5 100,0 12,11
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Abb. 4.10: Selected Reaction Monitoring (Positivmodus) ausgewdahlter Phosphatidylglycerin Mas
senubergangeaunter Verwendung des urspringlichen Gradienten

Phosphatidylinositole

Es konnten funf Phosphatidylinositol Masqem'z833, 857, 861, 885 und 88ijit relativen
Intensitaten 0% in der untersuchten Plasmaprobe detektiert we(@ah.4.7). Dennoch
wurden bis auf den MassenlUbergamgg913A 241,2 (nicht nachweisbar) zuséatzlich die
Masseniubergange mit relativen IntensitatelD€o in die SRMMethode integriert, da diese
Phospholipidklasse ein sehr inhomogenElutionsschema aufweist (Abhll). Phos
phatidylinositole eluieren zwischeri0,0 und 16) min. Die Intensitaten sindnit Phos

phatidylserin und Phosphayiglycerin vergleichbar gering.

Tab. 4.7 Relative Intensitat der einzelnen Phosphatidylinositol Massenlibergange sowie jeweilige
Retentionszeit unterVerwendung des urspringlichen und modifizierten Gradienten.

N . . Relative Retentionszeit Retentionszeit
Vorlauferion Produktion L L . e .
Intensitat  urspringlicher Gradient modifizierter Gradient
[m/z] [m/z] . .
[%0] [min] [min]
833,5 11,0 13,48
2 857,5 11,9 13,82
‘§ 859,5 8,9 14,61
= 861,6 38,6 15,55
_'§ 863,5 241,2 9,1 15,76 -
f_—i 883,5 3,3 14,93
8 885,5 100,0 15,94
ron 887,5 27,9 16,01

913,5 0,0 :
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Abb. 4.11: Selected Reaction Monitoring(Negativmodus) ausgewahlter Phosphatidylinositol Mas

senubergangeaunter Verwendung des urspringlichen Gradienten

Phosphatidsauren

In der untersuchterPlasmaprobekonnten keine der drei untersuchten Phosphatidsaure

Massenubgénge nachgewiesen werd@bb. 4.12).
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Abb. 4.12: Selected Reaction Monitoring(Negativmodus)ausgewahlter Phosphatidylsduren Massen

Ubergangeunter Verwendung des urspriinglichen Gradienten

Fur die selektive sowie sensitivBetektion der Phospholipide ist die Methode des Selected
Reaction Monitorings am besten geeigneazu wurden die Massenlubergange mit der
hochsten Intensitat jeder Klasse ausgewahlt und mit Massenibergangen anderer Klassen
gleicher Polaritat (Negativode Positivmodus) sowie ahnlicher Intensitat in eine SRM

Methode integriert. Dies resultierte in insgesamt vier Methoden womit pro Injektiottasimu
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zwei Phospholipidklassen yso PC und PC; SM und PE; PS und PG; Pl und PA) erfasst und
gleichzeitig der Pragndurchsatz erhoht werden konnte.

4.3 Phospholipidzusammensetzung undgehalt in Probenextrakten

Fur die beiden SPf&aulen Strata X und Oasis HLBvurden bereits Methoden
optimierungsschritte durchgefuhrt (siehe)3.3edoch konnte anhand dieser Ergebnisse keine
endgultige Entscheidungdartbergetroffen werden, welche Saule zur Extraktion von Hiihn
plasmaam besten geeignet .idbaher sollte die Bestimmungpn Matrixeffekten sowiales
Phospholipidgehaltesm Probenextraktals weitere Entscheidungskriteridmerangezogen

werden.

4.3.1 Phospholipidzusammensetzung

Sowohl in mit Strata X als auchit Oasis HLB extrahierten HUhnerplasmaproben sind
Phosphatidylcholine (c&5%) gefolgt von Llyso Phosphatidylcholinen (ca5%),
Sphingomyelinen (c&8-7 %) und Plosphatidylethanolaminen (c&- 5 %) die dominie
renden Phospholipidklasse(Abb. 4.13). Die weiteren PhospholipidklasséRl, PS, PG und
PA) tragen mit einem Anteil von weniger dl$6 nicht entscheidend zu@esamtpos
pholipidgehalt bei und wurden daher in nachfolgendliethodengtimierungsschrittemicht

mehr bestimmtum die Analysezeit zu verkirzend somit den Probendurchsatz zu erhéhen

Strata X (A) Oasis HLB (B)

34 %

uSM
= PE

PC
Hlyso PC

76,2 %

74,8%

Abb. 4.13: Prozentuale Phospholipidzusammensetzung mit Strata ¥A) und Oasis HLB (B) extrah-
ierter Huhnerplasmaproben (SM: Sphingomyeline, PEPhosphatidylethanolamine, PC:
Phosphatidylcholine und Lyso PCydoPhosphatidylcholine).
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4.3.2 Phospholipidgehalt

Durch Summieren der Peakflien jedes Massenuberganges einer Phospholipidklasse wurde
deren Gesamtpeakflache sowohliit Strata X als auchit Oasis HLBextrahierter Hihner
plasmaproberermittelt (Abb.4.14). Dabei wird ersichtlich, dass die Peakflachen und somit
der Phosholipidgehalt von PE, PC undyko PC fir Oasis HLB Probenextralte Vergleich

zu Strata X Probenextrakt@ahezu doppelt so hodind Lediglich der Gehalt an SM ist fir
beide Probenerdkte&hnlich Des Weiteren verdeutlickias Diagrammdass die Peakflachen
und Konzentrationen von PI, PS sowie PG im Vergleich zu den anderephBlyagklassen

vernachlassigbar gering sind.

8.0e+7
B Strata X
Em Qasis HLB
E 6.0et+7 A
=
=
=
it
2 4.0et7
~
1S
=
=<
<
W
A= 2.0e+7 A
00 - T T T
SM PE PC lysoPC PI PS PG
Abb. 4.14: Absolute Peakflache der einzelnen Phospholipidklassen in mit Strata X und Oasis HLB

extrahierten Huhnerplasmaproben (SM: Sphingomyeline, PEPhosphatidylethanolamine,
PC: PhosphatidylcholinLyso PC: lyso PhosphatidylcholinePl: PhosphatidylinositoleRS:
Phosphatidylserine und PG: Phosphatidylglycerine

4.4 Bestimmung des quantitativenMatrixeffekt es

Auf Grund desannahernd doppelt so hohen Gehaltes an Phospholipiden im Oasis HLB
Probenextrakt ist zu vermuten, dass die Analytik der Fluorchinolone unter Verwendung dieser
SPESAaule starker von Matrixeffekten beeinflusst wird. Diese Hypotlasee durch die
Bestimmungdes quantitativen Matrixeffektes fir zwei Aptkonzentrationen0,01ng/pL

und 1ng/pL) Uberpruft.Die Ergebniss¢Tab.4.8) zeigen, dass die ermittelten Matrixeffekte

fur eine Konzentration vo@,01ng/uL fir Marbofloxacin und Ciprofloxacin ungeféhr doppelt
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so hoch sind unter Verwendung von Oasis HEBngegen zeigsich fur Difloxacin eine
Signalunterdriickung von ca. 10 % unter Verwendung von Strata X wahrend mit Oasis HLB
keine Matrixeffekte fir diesenrfalyten bestimmt wurden. Der Matrixeffekt fir Enrofloxacin

ist fir beide SPESaulenahnlich Matrixeffekte, die fur eine Konzentration vonn@/uL
ermittelt wurden,sind fir beide SPES&ulen fur Marbofloxacin, Ciprofloxacin und Enro
floxacin vernachlassigir gering Analog zu den Ergebnissen fir 0jd/puL weisen Oasis

HLB Probenextraktdeine Matrixeffekte fur Difloxacin aufStrata X Extraktgedocheine

Signalunterdriickungon ungefahr Pao.

Tab. 4.8: Bestimmung des quantitativen Matrixeffektes (0,01 ng/uL und hg/uL) fir Oasis HLB
und Strata X (MFX: Marbofloxacin, CFX: Ciprofloxacin, EFX: Enrofloxacin und DiFX:
Difloxacin).
Matrixeffekt 0,01 ng/uL [%] Matrixeffekt 1 ng/uL [%]
MFX CFX EFX DiFX MFX CFX EFX DiFX
Strata X 8,4 7,0 14,1 -7,8 0,0 -3,3 0,5 -7,3
Oasis HLB 14,3 20,1 17,2 0,2 0,0 0,6 1,6 -0,7

4.5 Postcolumn-Infusion

Auf Grund des geringeren Gesamtphospholipidgehaltes in mit Strata X extrahieren Leer
matrixproben, wurde diesSPEPhase fur die weiteren Arbeiten vervdet. Mit Hilfe der
Postcolumntinfusion sollten die Bereichien Chromatogramnidentifiziert werden, die von
Matrixeffekten betroffen sind. Des Weiteren sollten damit die Ergebnisse der Bestimmung
des quantitativeMatrixeffektes Uberprift werden.

Die Pos-columninfusiorsprofile fur Marbofloxacin, Ciprofloxacin, Enrofloxacisowie
Difloxacin fir eine infundierte Analytkonzentration vom@/pL sind in Abb.4.15 dargestellt.
Um die Bereichem Chromatogramnzu identfizieren, die von Matrixeffekten betroffen sind,
wurden die Signale von injiziertem Loésungsmittelblafklethanol) und Leermatrix
Uberlagert.Zusatzlich wurde in die Graphik ein Fluorchinol@hromatogramm (hg/pL)
integriert, um beurteilen zu kdnnen, obduwelcher Analyt von Matrixeffekten beeinflusst
wird. Fur alle vier Analyten ist bei etwa 1n6in ein Bereich der Signalunterdriickumgr-
handen der wahrscheinlich aufie Elution von polaren Verbindungen od@nischen
Verbindungendirekt nach dednjektion zurtickzufihren istm Elutionsbereich von Marbko
floxacin, Ciprofloxacin und Enrofloxacin sind fir die infundierte Konzentratiomie auch
fur weitere untersuchtonzentrationen keine Matrixeffektezu erkennenJedochwird die
Bestimmung vonDifloxacin von einem Bereich der Signalverstarkung beeinflusstist
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davon auszugehen, dass die Signalverstarkung fur Difloxacin nicht alfiiecende Phes
pholipide zurlickzufihren ist, da diese vorwiegend zwischen @35 min eluieren (siehe
4.2.95. Dennoch sind im Elutionsbereich der Phospholipide Matrixeffekte in Form einer

Signalverstarkung vorhanden.
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Abb. 4.15; Postcolumn-Infusionsprofile fur Marbofloxacin (A), Ciprofloxacin (B), Enrofloxacin (C)

und Difloxacin (D) bei Injektion einer mittels Strata X aufgearbeiteten Leermatrixprobe
unter Verwendung des urspriinglichen Gradienten (infundierte Analytkonzentration
1 ng/uL).

4.6 Methodenoptimierung

Die Analytik der Fluorchinolone wird zwar nicht durch -elwierende Phospholipide
beeinflusst, dennoch ist die Bestimmung von Difloxacin durch Matrixefigéstort. Daher
sind weitere Methodenoptimierungen sowohl der chromatographischen Bedingungerhals au
des SPEProtokolls notwendigum eine zuverlassige Analytik von Difloxacin ohne Matrix

effekte zu gewahrleisten.

4.6.1 Chromatographische Bedingungen

Um Matrixeffekte zu verhindern ist die Trennung von Analyt uneklketerenden Matrix

komponenten erfakerlich. Fur die Fluorchinolone und Phosfypide ist dieses Ziel erreicht.
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Dennoch scheinen andere storeniatrixbestandteiledie Analytik von Difloxacin zu
beeinflussen. Daher wurde der HRIGZadient modifiziert sowie ein Saulenspulschritt mit
einer erhohten Flussrate in die HRM&thode integriert. Des Weiteren wurde die Verschlep
pung von Phospholipiden in nachfolgende HPM@ssungen untersucht, daerdurch

unspezifische Matrixeffekte auftreten konnen.

Die Erh6hung des organischen Antefdethanol) auf 95% nach der Analyttrennung ist
geeignet, um unpolare Substanzen von der Saule zu eluieren. Wie erwartasblatatische
Untersuchungemit 95% Methanolgezeigt, dass die Phospholipidelution um den Faktor drei
beschleunigt werden kann, wenn @kissrate des Spidlsrittes von 0,2nl/min auf 0,6mL
erhoht wird. Daher wurde in die HPL®/ethode ein dreiminitiger Spulschrittitn®5 %
Methanol und einer Flussrate von @&/min integriert bevor die Séule auf die Anfangs
bedingungerquilibriert wird.

Die Verschleppung von Phospholipiden unter Verwendung des modifizierten Gradienten
betragt fur die erste Injektion eines Losungtetblanks im Vergleich zu den zuvor
gemessenen Leermatrigben: 2,84 fur PC, 1,246 fur Lyso PC, 0,46 fur SM und 0,®% fir

PE (Abb. 4.16). Mit steigender Anzahl an Lésungsmittelblanks nimmt die Verschleppung ab
und betragt fur alle Phospholipidklassen ab der zweiten Injektion weniger%alsnt ist

somit vernachlassigbar.
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Abb. 4.16: Prozentuale Verschleppung von Phospholipiden in nachfolgende HPL-®lessungen(PC:

Phosphatidylcholin, ¥so PC: Lyso Phosphatidylcholine SMSphingomyeline,PEPhos
phatidylethanolamine
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Des Weiteren wurde untersucht, ob eine unspezifische VerschlemgmiBhospholipide
stattfindet, indem die Retentionszeiten der einzelnen Phospholipide sowohl in den Leer
matrixmessungen als auch in den Lésungsmittelblanks {assentbergangeetektierbar)
miteinander verglicherwurden Dabei konnten keinerRetentionszeitverschiebungen fest
gestellt werden, so dass davon ausgegangen werden kann, dass keine unspezifische
Verschleppung der Phospholipide in nachfolgende Messungen stattfihoi@it ist die
Injektion eines Losungsmittelblanks (Methanol) ausreidhaim die Verschleppung und
Akkumulation von Phospholipiden zu vermeidé&tiinf nackeinander analysierte extrahierte
Leermatrixproben wiesen nahezu konstante Peakflachen fur alle bestimmten Phos
pholipidklassen auf (Abkt.17). Somit kann auch eindkkumulation dieser Substanzen

ausgeschlossen werden

-
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Abb. 4.17 Peakflachen fur Phosphatidylcholine (PC), Lyso Phosphatidylcholine (kso PC) Sphin-

gomyeline (SM)Phosphatidylethanolamine (PE)von funf nacheinander folgenden Leer
matrixinjektionen (angegeben als Summe der Massenubergange jeder Phospholipidklasse)

4.6.2 Festphasenextraktion

Im Rahmen der Methodenoptimierung des $®&tokolls wurde zum einem Uberpruft, ob
Phospholipide imProbenextrakt durch die Integration eines geeigneten Waschschrittes
minimiert werden kénnemnd zum anderen wurde der Einfluss estiBhsmittels auf den

Phospholimlgehalt im Probenextrakt untersucht
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Sequentielle Elution

Neben der Auswahl des Eluentemt der geringsten Elutionskraft fir Phospholipide wurde
versucht deren Gehalim Probenextrakt durch die Integration eines geeigneten Wasch
schrittes in die Methode zminimieren Die sequentielle Elution wurde wie i8.3.1
beschrieben durchgefihriNeben den Fluorchinolonen wurdeusatzlich der Phospho
lipidgehaltin jedem Waschschrithestimmt (Abb4.18). Der Hauptanteil der PC,yso PC,

SM und PE eluiert unter Verwendung von%0Methanol. Jedoch eluiert bereits ein kleiner
Anteil an PC, SM und PE mit 9% Methanol.Durch die Anwendung eines Waschschrittes
mit 40% Methanol kénnen somit Zb PC, 2 SM wnd 34% PE ohne Analytvenuist
entfernt werdenLyso PC kénnemm Probenextrakimit diesem Waschschritt nicht minimiert

werden, da diese erst mit einem Methanolanteil vo®&duieren.
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Abb. 4.18: Sequentielle Elution fir Fluorchinolone (A) undPhospholipide (B) fir Strata X.

Elutionsmittel

Verschiedene Elutionsmittel wurden hinsichtlich eines minimalen Phosplygimltes im
Probenextrakt untersuclitab.4.9). Unter Verwendung von Acetonitril sowie angesauerten
Elutionsmittelnerhoht sich di¢?hospholipidelutiomm Vergleich zu Methanol. Sigt bei Ver
wendung von Acetonitril der Phospholipidgehalt wfen Faktor vier erhéht und bei
angesauertem Acetonitril bzw. Methanol wen Faktor 12,7 sove 11,4. Daher wurde fir

weitere Untersuchungéviethanol als Elutionsmittel verwendet.
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Tab. 4.9: Phospholipidgehalt im Probenextrakt unter Verwendung verschiedener Elutionsmittel
(Die Peakflache jeder Phospholipidklasse ist als Summe der einzelnen Masseniibergange
angegebenACN: Acetonitril, AS: Ameisensaure, MeOH: MethaR@: Phosphatidylcholine,
Lyso PC: Lyso Phosphatidsholine, SM: Sphingomyeline, PE: Phosphatidylethanolamine)

Eluent Peakflache [counts] Relativer Phospholipidgehalt
PC ngo SM PE Summe [%]

ACN 749766 516153 54306 10039 1330265 29,0

2% ASin ACN 3595441 565053 234294 187973 4582762 100,0

MeOH 24150 322644 11346 2487 360628 7,9

2% ASin MeOH 3284785 398741 276320 170428 4130274 90,0

4.7 Konzentrationsabhangigkeit von Matrixeffekten

Die Bestimmung der Konzentrationsabhangigkeit von Matrixeffekten wigthtig, da
ansonsten L. die Linearitat einer analytischen Methode beeinflusst werden kann. Wie in 4.5
beschrieben wurde fir Difloxacin ein d#ixeffekt mittels Postolumninfusions
experimenten ermittelt. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass im Elutionsbereich der Phos
pholipide (10,5 15min) Matrixeffekte auftreten Daher kann dieser Bereich anhand von
Difloxacin als Beispielsubstanzur Demonstration der Konzentrationsabhangigken
Matrixeffekten verwendet werden. Dazu wurddPostcolumninfusionsprofile von drei
unterschiedlichen DifloxacH#fonzentrationen (0,hg/uL, 1ng/uL und 10ng/pL) fur die
Injektion einer mittels der urspriinglichen StrataM¥éthode extrahierten Leermmiiprobe
aufgenommen. Die Signalverstarkung im Elutionsbereich der Phospholymd@t mit
steigender Analytkonzentration ab (Ab#W.19). Das bedeutet, dass niedrige Analyt
konzentrationen starker von Matrixeffekten betroffen sind als hohe AnalytkonmergratSo
nimmt z.B. die Signalverstarkung bei 1In6in mit steigender Analytkonzentration von
102% auf 10% ab. Wiurde Difloxacin in diesem Bereich eluieren, so ware die Bestimmung

von Konzentrationeawischen0,1- 1 ng/uL deutlich von Matrixeffekten leenflusst.
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Abb. 4.19: Konzentrationsabhangigkeit von Matrixeffekten am Beispiel von Postolumn-Infusions-
profilen fir infundierte Difloxacin -K onzentrationen von 0,Ing/uL (A), 1 ng/uL (B) sowie
10ng/uL (C) bei Injektion einer mittels der urspriinglichen Strata X-Methode aufge
arbeiteten Leermatrixprobe (Elutionsbereich dePhospholipide zwischen 10uHid 13 min).

4.8 Vergleich der SPEPhasen Strata X und Oasis MAX/MCX

Auf Grund der nichtzufriedenstellenden Ergebniskasichtlich der Matrixeffektedie mit

der Strata X SP£4aule erzielt wurden, wurde parallel zur Methodenoptimierung diade
nachweiteren Moglichkeiten gesugiRhospholipide im Probenextrakt und damit verbundene
Matrixeffekte zu minimieren. Eine Alternative scheint dabei die Kombination aus einem
Mixed-Mode-Anionenaustauscher(Oasis MAX) und Mixed-Mode-Kationenaustauscher
(Oasis MCX)zu sein. Im Folgenden werden beide S®&hoden beziglich der Analyt
wiederfindung,dem Phospholipidgehalt im Probenextraddwie Matrixeffekten miteinander

verglichen.
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4.8.1 Phospholipidgehalt und Analytwiederfindung

Die Analytwiederfindungen sowie der Gesamtphospholipidgehalbéicie SPEMethoden
sind in Tab4.10 zusammegefasstBis auf Ciprofloxacin sind die Wiederfindungéir alle
Analyten unter Verwendung der Kombination aus Oasis MAX/M®X Vergleich zu
StrataX deutlich hoher £ 6 - 13%). Durch die Verwendungler Kombination audlixed-
Mode-lonenaustauscherkann zudemder Fhospholipidgehalt im Probenextrakt um einen
Faktor> 30 minimiert werden

Tab. 4.10: Vergleich von Strata X mit der Kombination aus lonenaustauschern bezuglich deAna-
lytwiederfindung und dem Phospholipidgehalt inProbenextrakt.

SPE Wiederfindung [%] Summe Phospholipid Relativer
Kartusche MEX CEX EEX DIEX Peakflache Phospholipidgehalt
[counts] [%0]
Strata X 82,1 80,8 90,0 745 360628 100,0
MAX/MCX 88,0 739 97,1 878 11399 3,2

4 8.2 Postcolumn-Infusion

Die Postcolumninfusionsprofile fur Marbofloxacin und Difloxacin fur eine mittels Strata X
nach der Methodenoptimierung extrahierten Leermatrixpsibe in Abb.4.20 dargestellt.
Durch die Methodenoptimierung konnten die Matrixeffekte im Elutionsbereich von
Difloxacin eliminiert werden. Jedoch wird nun die Analytik von Marbofloxacin durch eine
starke Signalunterdrickung beeinflusst. Daher kann diese Methode ohne risatigre der
Matrixeffekte nicht fir eine zuverlassige Bestimmung von Marbofloxacin verwendet werden.
Wie bereits fur die urspriingliche Methode beschrieben, wird die Signalunterdriickung von
Marbofloxacin nicht durch celuierende Phospholipide verursacha, diese erst zwischen
7,9und9,0 eluieren(auf Grund der Optimierung der chromatographischen Bedingungen)
Dennoch sind in diesem Bereich analog zur urspringlichen Methode Matrixeffekte
vorhanden.
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Abb. 4.20: Postcolumn-Infusionsprofile fir Marbofloxacin (A) und Difloxacin (B) nach Injektion

einer mittels der optimierten Strata X Methode aufgearbeiteten Leermatrixprobeunter
Verwendung des modifzierten HPLC-Gradienten (infundierte Analytkonzenttéon
1 ng/uL).

Analog zur Strata X wurden fir die Kombination aus Oasis MAX/Oasis Méb¢nfallsdie
Postcolumntinfusionsprofile fir Marbofloxacin und Difloxacin verwendet, um zu demons
trieren ob ihre Analytik von Matrixeffekten beeinflusst wird. Fir beiiealyten zeigen die
Postcolumntinfusionsprofile (Abb.4.21) nach Injektion einer mittels Oasis MAX/Oasis
MCX extrahierten Leermatrixprobe lediglich eine Signalunterdrickundviimiite eins die

auf die Elution vonnichtretardierten polareVerbindungen oderonischen Verbindungen
zurtckzuduhren sein kénntéAndere Bereichm Chromatogrammverden durch Matrixeffekte
nicht beeinflusst Ebenso sind imBereich der Phospholipide (7-9,0min) keine
Matrixeffekte vorhanden. Daher ist davon aughen, dass die Kombination aus Oasis
MAX/Oasis MCX eine zuverlassige Bestimmung aller Fluorchinolone im untersuchten

Konzentrationsbereich ermdglicht.
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Abb. 4.21: Postcolumn-Infusionsprofile fur Marbofloxacin (A) und Difloxacin (B) nach Injektion

einer mittels der Kombination aus Oasis MAX/Oasis MCX aufgearbeiteten Leermatrix
probe unter Verwendung desmodifizierten HPLC -Gradienten (infundierte Analytkonzen
tration1 ng/pL).
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5. Methodenentwicklung Hihnerfaeces

5.1 Allgemeines

Zwei verschiedene Probenvorbereitungsmethoden zur Extraktion von Fluorchinolonen in
Huhnerfaeces wurden getestatie FlussigFllssigExtraktion sowie die Mikrowellen
extraktion. Das Ziel hierbei war zunaclst eine moglichst hoheAnalytwiederfindungzu

erreichenum eine quantitative Extraktion gewdahrleisten zu kénnen

5.2 FlussigFlussig-Extraktion

5.2.1 Allgemeines Vorgehen

Fiar die Methodendwicklung einer FlussigrlussigExtraktion von Fluorchinolonen in
Huhnerfaeces wurden verschieddmethodenparameter wie Losungsmittel, Pyffemplex
bildner, pH-Wert, Losungsmittelvolumen, Anzahl der Extraktionszyklen, Extraktionszeit,

Extraktionstemperatur und Probemeggeestet sowieptimiert.

5.2.2 Einfluss verschiedenekdsungsmittel

Fur die FlussigFlissigExtraktion wurden folgende Losungsmittadit unterschiedlicher
Polaritatgetestet Aceton, Acetonitril, Chloroform, Dichlamethan, Diethylether, Ethylacetat,
Isopropanol, Methanol und Methtert-butylether (MTBE). Diese Losungsmittel wurden
zunachst ohne phiVerteinstellung bezlglich einer effizienten Fluorchinolonextraktion
getestet(Abb. 5.1). Die Ergebnisséir die einzelnen Losungsmittebnnen in drei Gruppen
eingeteilt werden.Mit Diethylether, Ethylacetat und Methtgdrt-butylethe werden e
niedrigsten Wiederfindungen &%) fur Marbofloxacin, Ciprofloxacin nd Enrofloxacin
erzielt. Die Wiederfindung fur Difloxacin (30- 15%) ist vergleichbar mit der der zweiten
Loésungsmittegruppe zu der Aceton, Acetonitrilsopropanol und Mthanol zéhlen. Fir
Marbofloxacin, Ciprofloxacin und Enrofloxacinokntendie Wiederfindungen unter Ver
wendung dieser Losungsmittel gesteigert werden, liegen jedoch immer noch in einem
Bereich, der flireine quantitave Extraktion nicht zufriedestellend ist(< 30%). Hingegen
konnten mit Dichlormethan und Chloroform als Extraktionsmittel fiir alle Analyten die besten
Wiederfindungen erreicht werdeDie Wiederfindung fur Ciprofloxacimst mit < 15% sehr

gering Daher wurde durch die Verwendung von Pufféfomplexbildnernund durch eine



Methodenentwicklung Hihnerfaeces 60

pH-Werteinstellungrersucht die Wiederfindung zutsigern. kir die weiteren Optimierungs

schritte wurde Dichlormethaads Extraktionsmitteéingesetzt.

100
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HN EFX
N DiFX

80 -

=)
(=]
1

Wiederfindung [%]
E

20 A

Abb. 5.1 Vergleich verschiedener Losungsmittel zur RissigFlussigExtraktion von Fluorchino-
lonen in Huhnerfaeces(MTBE: Methyltert-buthyleter, MFX: Marbofloxacin, CFX: Cipro
floxacin, EFX: Enrofloxacin und DiFXDifloxacin).

5.2.3 Einfluss vonPuffern, Komplexbildnern und pH-Werteinstellung

Auf Grund der Amphoterieder Fluorchinolonesowie der starken Sorption an Matrix
bestandteilesind die Verwendung von PuffernKomplexbildnernund eine pHWert
einstellung fir die Extraktion notwendig. Hierzu wurden Ammoniumacdaffer,
Citratpuffer, Mellvaine-Pufferund EDTAgetestet. Der pAVert der Pufferlosungen variiert
von stark sauer bis stark alkalisctusétzlichwurden verschiedene Pufferkonzentrationen

Uberpraft.

Hierbei konnten unter Verwendung vdt-Illvaine-PufferpH 70 oder 01 M EDTApH 70

die besten Analytwiederfindungen erzielt werden (AhbB). Des Weiteren wurdeAmeisen
saure,Phosphorsaureowie Anmoniakals Extraktionsmittelzusatgetestet. Jedoch konnte
dadurch die Analytwiederfindung nicht gesteigert werden und es wurden deutlich mehr
storende Matrixkomponenten extrahiert (dunkle Farbe des Probenextrakts estwifde

Anzahl an Matrixpeaks idenUV-Chromatogramma.
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Abb. 5.2 Vergleich verschiedener Puffer, pHWerte, Komplexbildner sowie Saure/Basenzusatze

zur Flussig-Flussig-Extraktion von Fluorchinolonen in Hihnerfaeces(AS: Ameisensaure
DCM: Dichlormethan, NHAc: Ammoniumacetat, MFX: MarbofloxaciiGFX: Ciprofloxacin,
EFX: Enrofloxacin und DiFX: Difloxacin)

Jedoch ist die Wiederfindung fur Ciprofloxacin mit ca.%5mmer nochviel zu niedrig
Daher wurden verschiedene EDKonzentrationerf0,1M; 0,5M und 1,0 M) und pHWerte
mit dem Zie) die Analytwiederfindung insbesondere fir Ciprofloxacinzu steigerngetes

tet (Abb. 5.3). Die Ciprofloxacinwiederfindung kann mit zunehmender EER@nzentraion
nahezu verdreifacht werdenedbch sinken die Wiederfindungen von Marbofloxacin,
Enrofloxacin und Difloxacin.Als Kompromisswurde die Verwendung von gL 0,5M
EDTA pH 7,0 gewahlund somitdie Wiederfindundir Ciprofloxacin immerhin verdoppelt.

Durch die Modifikation weiterer Metld@nparameter sollte di@iprofloxacinwiederfindung
weiter verbessert werden.
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Abb. 5.3 Vergleich verschiedener EDTAKonzentrationen sowie pHWerte zur FlussigFlUssig

Extraktion von Fluorchinolonen in Hihnerfaeces (MFX: Marbofloxacin, CFX: Cipro
floxacin, EFX: Enrofloxacin und DiFX: Difloxacin)

5.2.4 Einfluss vonLdsungsmittelvolumen undAnzahl der Extraktionszyklen

Zu Beginn der Methodenentwicklung wurde ein Extraktionsvolumen vaorlL Snmit drei
Extraktionszyklenverwendet. Jedoch war die Wiederfindung fir Ciprofloxacirt@£o)
immer nochnicht ausreichend. Daher wurde versudhirch die Erh6hung deZahl an
Extraktionszyklen die Wiederfindung fir Ciprofloxacin zu steigern.fiDawurden
verschiedene Losungsmittelumina (5 mL, 10mL, 15mL, 20mL und 40mL) in Kombina

tion mit einer unterschiedlichen Anzahl an Extraktionszyklen (eins bis sechs) untersucht.
Durch die Anwendung von sechs Extraktionszyktennte die Wiederfindungm 16% (im
Vergleich zu drei Extraktionszyklemrhoht werderfAbb. 5.4). Jedoch scheint die Extraktion
noch nicht beendet zu sein, da #iemulierte Wiederfindung mit jedem Extraktionsschritt
ansteigtDie Wiederfindungen fur Marbofloxacin, Enrofloxacin und Difloxacimkén durch

die Verwendung vordrei zusatzlicherExtraktionszyklen nichtweiter gesteigert werden.
Zudem ist die Verwendung von sechs Extraktionszyklen sehr zeitaufwandig und daher nicht
praktikabel Jedoch nehmen die Wiederfindungen aller Analyten deutlimh 3 x 7 mL,
3x10mL bis 3x 15mL zu (Abb.5.5). Daher wurde versuchtlie Anzahl der Extraktions
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zyklen durch die Erh6hung des Extraktionsvolumensnmimieren Analytwiederfindungen
konnten durch die Verwendungines Extraktionszyklus mit 20L bzw. 40mL nicht
gesteigert werden. Daher wurde ein Kompromiss zwischen akzeptabler Analytwiederfindung
und hohem Probendurchsatz unter Verwendung vomllB®ichlormethan als Extraktions

volumen sowie drei Extraktionszyklgefunden
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Abb. 5.4 Untersuchungen zur Anzahl der Extraktionszyklen fur die FlussigFlussigExtraktion
von Fluorchinolonen in Hiuhnerfaeces(dargestellt als kumulierte Wiederfindunly|FX:
Marbofloxacin,CFX: Ciprofloxacin, EFXEnrofloxacin und DiFX: Difloxacin)
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Abb. 5.5: Einfluss des Extraktionsvolumens sowie Anzahl der Extraktionszyklen auf die Extraktion

von Fluorchinolonen in Hihnerfaeces(MFX: Marbofloxacin, CFX: Ciprofloxacin, EFX:
Enrofloxacin und DiFX: Difloxacin)
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5.2.5 Einfluss derExtraktionszeit

Der Einfluss der Extraktionszeit wurdmhand eines Extraktionszykldgr 5 min, 10min,
15min, 30min sowie 60 min untersuchtDie optimale Extraktionszeit fur alle Analytdiegt
zwischen 10 und 15nin (Abb.5.6). AnschlieRend nimmt die Analytwiederfindung mit
erhohter Extraktionszeit bis zu 50% fur Ciprofloxacini ab. Um den Probendurchsatz zu

steigern wurde daher eine Extraktionszeit voml®pro Zyklusgewahlt.
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Abb. 5.6: Einfluss der Extraktionszeit auf die Analytwiederfindung bei der Extraktion von Fluor-

chinolonen in Huhnerfaeces(MFX: Marbofloxacin,CFX: Ciprofloxacin, EFX: Enrofloxacin
und DiFX: Difloxacin)

5.2.6 Einfluss derProbemenge

Anhand verschiedener Probemengen (100, 350, 500, 700, 800, 900 und 1000 mg) wurde
Uberprift, ob die Extraktion abhangig von der eingesetzten Probemen@gisigiu einer
Probemenge von 70@g nehmen die Analytwiederfindungen z(Abb.5.7). Unter
Verwendung hoherer Probemengen nimmt die Wiederfindungt Ausnahme von Marbo
floxacin 1 leicht ab. Dennoch wurdauf Grundeiner méglichednnhomogenitaides Proben

materialsWirkstoffverteilung in Hihnerfaeces)ne Probemenge von 106@) eingesetzt.
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Abb. 5.7: Einfluss der Probemenge auf die Analytwiederfindung bei der Extraktion von Fluor

chinolonen in HihnerfaecegMFX: Marbofloxacin,CFX: Ciprofloxacin, EFX: Enrofloxacin
und DiFX: Difloxacin)

Fir die Extraktion von Fluorchinolonen Huhnerfaecesnittels FlussigFlussigExtraktion
hat sich ein Extraktionsvolumen vorx35 mL Dichlormethandie Verwendung von 0,51
EDTA pH 7,0, eineExtraktionszeit von A min sowie eine eingesetzte Probemenge Y@n

als optimal erwiesen.

5.3 Mikrowellenextraktion

5.3.1 Allgemeines Vorgehen

Die mittels FlussigrlussigExtraktion erzielten Wiederfindungesind fir Ciprofloxacin
sowie Difloxacin (<60%) nicht zufriedenstellend. Daher wurde versudhte Wieder
findungen durch den Einsatz einer Mikrowellenextraktion zu erhdéhen. Im Vergleich zur
FlussigFlussigExtraktion ist durch die erhOhte Extraktionstemperatur eine bessere
Extraktionskinetik zuerwarten.Somit konnte die Extraktionszeit verktrzt werden und der
Probendurchsatz gesteigert werdela nur noch ein Extraktionszyklus benétigt werden

wurde. Zuséatzlich ware dadurch eine Reduktion des Loésungsmittelverbrauches maéglich.

Im Rahmen der Metldenentwicklung fur Hihnerfaeces wurde eine Mikrowellenextraktion
sowohl mit organischen Losungsmitteln als auch mit wassrigen Loswgejestet Hierzu

wurdel g Hihnerfaeces in ein MikrowellenaufschigstlR eingewogen, die Probe &tjuL
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eines Mischstasards (1hg/puL) dotiert ( 500 pg/kg) und 10min bei Raumtemperatur

aquilibriert. AnschlieRend wurde das Extraktionsmittel hinzugefiigt und die Mikrowellen

extraktion gestartet.

5.3.20rganische Lésungsmittel

Als organische Extraktionsmittel wurden Acetonitril unde2Ameisensaure in Acetonitril
verwendet. Des Weiteren wurder Zusatz von Mdlvaine-Puffer (pH 7,0) untersucht. Das

Mikrowellenprogramm umfasste folgende Schritte:

1 Aufheizen auf 60C innerhalbvon 5min
1 60°C fir 10min halten
M 10min abkiihlen

Nach der Extraktion wurden die Extrakte am Rotationsverdampfer bis zur Trockne eingeengt
und anschlieBend in 5. 0,5% Ameisensaure in MM Ammoniumacetat (Eluent
A)/Methanol (Eluent B)(1:1, v:v) aufgenommenUm Schwebstoffe und Partikel zu
entfernen, wurde das Probenextrakt bei 13§0flir 10min bei 10°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein HPLEial Uberfiihrt und 2uL zur HPLGESFMS/MS-Analytik

eingesetzt.

Die besten Wiederfslungen wuden unter Verwendung von ACN mit%2 Ameisensaure
erzielt (Abb.5.8). Jedoch liegen diese fur alle Analyten deutlich unte&0so dass
mindestens ein weiterer Extraktionszyklus notwendig wére, um Wiederfindung@fo>zu
erreichen. Dies wuirde aber im Vergleich zur FlUssigrlissigExtraktion keine Vorteile
bringen.Ein weiterer Nachteil istwie bereits fur den Zusatz von S&uren bei der FlEissig
FlussigExtraktion beschrieberdie erhfhte Extraktion von stérenden Matrixkomponenten.
Eine Erh6hung des Extraktionsvolumen20mL ist wegen der beschrankten Kapazitat der
verwendeten Aufschlussgefaf3e nicht moglich. Des Weiteren kdawnerund der Spezi
fikation des eingesetzten Temperatursenkense weiteren organischen Lésungsmisielvie

die Erh6hung der Extraktionstemperatur in Betracht gezogeden.
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Abb. 5.8: Wiederfindungen unter Einsatz verschiedener organischer Ldsungsmittel, Ldsungs
mittelvolumina sowie pH-Werte fur die Mikrowellenextraktion (ACN: Acetonitril, AS:

Ameisensdure, MFX: MarbofloxacinCFX: Ciprofloxacin, EFX: Enrofloxacin und DiFX:
Difloxacin).

5.3.3Wassrige Losungen

Auf Grund der beschriebenen, limitierendéaktoren fir organische Losungsmittel wurde
versucht durch den Einsatz von wassrigen Losungen sowie Puffern in Kombination mit
erhohten Extraktionstemperaturen die Analytwiederfindung zu steigerlvaine-Puffer

(pH 3,0 und pH 7,0), 0, EDTA (pH 3,0und pH7,0), 0,1M EDTA in Mc-llvaine-Puffer

(pH 4,0) sowie 0,3 Ameisensdure wurden als wassrige Extraktionsmittel getestet.
Folgendes Mikrowellenprogramm wurde hierzu verwendet:

Aufheizen auf 80C innerhalb von Bnin

120°C fir 10min

|
1 Aufheizen vor80 C auf 120°C innehalb von 5min
|
T 30min abkihlen

Es wurden zwei Extraktionszyklen mit jeweils mll durchgefiihrt. Anschliel3end wurdeie d
wassrigen Extraktemittels FestphasenextraktiofStrata X, 13.6.1) weiter aufgearbeitet.
Obwohl sogar zwei Extraktionszyklererwendetwurden,liegendie Analytwiederfndungen
unter 40% (Abb. 5.9). Daher ist die Mikrowellenextraktion mit wassrigen Extraktionsmitteln
auf Grund des hohen Zeitaufwandes sowie der niedrigen Wiederfindungen migimegedir
die Extraktion von kiorchinolonen in Hiihnerfaeces.
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Abb. 5.9:

Wiederfindung [%]

Wiederfindungen fir diverse wéassrige Extraktionddsungen mittels Mikrowellerextrak-
tion und anschlieRender FestphasenextraktiofAS: AmeisensaureMFX: Marbofloxacin,
CFX: Ciprofloxacin, EFX: Enrofloxacin und DiFX: Difloxacin)
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6. Methodenentwicklung Stallstaub

Die Methodenoptimierung fir die Extraktion von Fluorchinolonen in Stallstaub erfaigte i
Anlehnung an die entwickelte FlisdtissigExtraktionsmethode fuHUhnerfaecesDabel
wurden das Losungsmittelvolumen (BL, 10mL und 15mL), die Extraktionszeit (1fnin

und 15 min) sowiedie Probemenge (56g und 100ng) optimiert.

6.1 Optimierung des Lésungsmittelvolumens

Durch die Erhdhung des Extraktionsvolumens vox53nL auf 3x 10mL konnten die
Wiederfindungerfur alle Analyten deutlich gesteigexverden(Abb. 6.1). Insbesondere fur
Ciprofloxacin konnte die Wiederfindung nahezu verdoppelt werden. Jedoch ist durch eine
weitere Erhohung des Extraktionsvolumens axf 15 mL keine weitere Steigerung der
Wiederfindung moglich. Daher wurde fur die Extraktion von Flumalonenin Stallstaub

ein Loésungsmittelvolumen vonx310 mL Dichlormethan eingesetzt.
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Abb. 6.1: Analytwiederfindungen fir verschiedene Losungsmittelvolumina bei der Extraktion von

Fluorchinolonen in Stallstaub (MFX: Marbofloxacin, CFX: Ciprofloxacin, EFX: Enro-
floxacin und DiFX: Difloxacin)

6.2 Optimierung der Extraktionszeit

Der Einfluss der Extraktionszeit auf dénalytwiederfindung ist in Abb6.2 dargestelltDie

Wiederfindungkann fur alle Analytendurch die Erh6hung der Extraktionszeit vonmi
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auf15min um bis zu20% (Difloxacin) gesteigert werden. Daher wurde fur die Extraktion

von Fluorchinolonen in Stallstaub eine Extraktionszeit vomirbverwendet.
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Abb. 6.2 Analytwiederfindungen fir verschiedene Extraktiongeiten bei der Extraktion vonFluor-

chinolonen in Stallstaub(MFX: Marbofloxacin, CFX: Ciprofloxacin, EFX: Enrofloxacin und
DiFX: Difloxacin).

6.3 Optimierung der Probemenge

Die eingesetztd’robemenge sollte &wrund der beschrankten Menge an Probenmaterial
sowie Leerproben auf 5@ig reduziert werden. Jedoch ist die Wiederfindung fir Difloxacin
durch Minimierung der Probenmenge von 10§ auf50mg um fast 286 gesunken
(Abb.6.3). Diesist aberzu vernachlassigen, da die Wiederfindungen fir die im Fokus der
Arbeit stehenden Fluorchinolone Ciprofloxacin und Enrofloxacin wie &iuckarbofloxacin
nahezu identisch sind. Daher wurde fiir die Extraktion von Fluorchinolonen in Stallstaub eine
Probemenge von 5fig eingesetztUm die Nachweisgrenze zu erhaltewurde das Injek

tionsvolunen von 2uL auf 4L verdoppelt.



Methodenentwicklung Stallstaub 71

100

. MEX
I CFX

80 A

=)
[=]

Wiederfindung [%)]
o
(=

20

100 mg 50 mg

Probemenge

Abb. 6.3: Analytwiederfindungen fir verschiedene Probenmengen bei der Extraktion von Fluer
chinolonen in Stallstaub(MFX: Marbofloxacin, CFX: Ciprofloxacin, EFX: Enrofloxacin und
DiFX: Difloxacin).

Fir die Extraktion von Fluorchinolonen in Stallstaub mittels FlaBsigsigExtraktion hat
sich ein Extraktionsvolumen vonx310 mL Dichlormetha, einer Extraktionszeit von I&in
sowie eine eingesetzte Probemenge vomgOals optimal erwiesen. Daher wurden diese
Parameter in der FlusskgussigExtraktionsmethode von Fluorchinolonen in Huhnerfaeces
fur die Extraktion von Stallstauddaptiert
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7. Methodenvalidierung

7.1 Huhnerplasma

Die Ergebnisse der Methodenvalidierung zur Extraktion von Fluorchianlomn
Huhnerplasma sind in TaB.1 aufgefuhrt.In-Matrix-Kalibrierfunktionen wurden erstellt
indem das Verhaltnis Peakflachealyt/Peakflachenterner Standard gegen dinalyt-
konzentration aufgetragen wurd®ie Quantifizierung aller Analyten in Huhreasma
erfolgte unter Verwendung des internen Stand@@iprofloxacin d8) Der lineare Bereich
reicht fur alle Analytenmit Determinationskoeffiziein >0,996von der Bestimmungsgrenze
(0,08- 0,16ug/L) bis 2000ug/L. Zusatzlich wurde die Linearitadurch Auftragung de
Verhéltnisses von (Peakflachmalyt/Peakflachénterner Standard)/Analytkonzentration
gegen dieAnalytkonzentration verifiziert. Dieses Verhaltnis sollte im linearen Messbereich
konstant sein.Wie von der FDA(Food and Drug Administteon) fur die Methoden
validierung von Analysemethodenbiologische Proben gefordert liegt die IntraDay-
Prazision sowie die Intdbay-Prazision fur alle Analyten unter 26 ( Food and Drug
Administration2001). Die Nachweis sowie Bestimmungsgrenzen wurden durch die Dotie
rung einer Leermatrixprobe mit diesen Konzentrationen sowie die Einhaltung des erlaubten
Toleranzbereiches fur das Verhaltnis der beiden Massenibergange pro @rsdiyt2)
verifiziert (Kommission der Europaischen Gemeindt#a2002. Fir die im Rahmen der
Methodenvalidierung untersuchten Konzentratiortegten keine Matrixeffekte auf. Im
Vergleich zu 2000ug/L und 40 ug/L ist der berechnete Matrixeffekt fir eine Enrofloxacin

und DifloxacinKonzentation von 2ug/L leicht erhoht. Er liegtjedoch innerhalb der
Standardabweichung fir die entsprechende Konzentration. Daher kann man davon ausgehen,
dass die Erhdhung des Analytsignahésht auf Matrixeffekte zurtickzihren ist. Zusatzlich

zu gepooltem Plasma wurden Magdfekte fur Plasmaproben von drei Einzeltieren ermittelt.
Die Ergebnisse hierfur liegen innerhalb der Standardabweichung fir den jeweiligen Analyten
und entsprechender Konzentratignicht dargestellt) Somit kann ein Einflussauf die
Analytik durch unteschiedliche Plasmaquellen nahezu ausgeschlossen w&tdnilitats
untersuchungenon Probenextraktehaben gezeigt, dass fir Marbofloxacin, Ciprofloxacin
und Enrofloxacin innerhalb der erstenTage bei einer Lagerung bei20°C keine
Elimination auftrit. Im Gegensatz dazu betragt die Elimination von Difloxacin natagén
bereits 23%. Bei einer Lagerung bei 4C betragdie Elimination aller Analytelkknapp 30%.
Jedoch wurden alle Probenextrakte am Tag der Extraktion analysiert. Dennoch ware es
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maoglich, Probenextrakte bei20°C in 2 mL Kunststoffreaktionsgefal3eru lagern, wenn sie

innerhalb von Tagen untersucht werden.

Tab. 7.1:

Ergebnisse der Methodenvalidierung zur Extraktion von Huhnerplasma(RSD: relative

Standardabweichung, SD: StandardabweichiNMYG: Nachweisgrenze, BG: BestimmuRgs
grenze MFX: Marbofloxacin, CFX: Ciprofloxacin, EFX: Enrofloxacin und DiFX: Difloxacin).

MFX CFX EFX DiFX
2 pg/L 9.1 89 113 71
Inter -day Prazision (RSD %, n=54) 40 pg/L 10,7 105 139 108
2000 pg/L 78 108 116 6,5
2 pg/L 32-9.1 7,2-90 9,2-113 52-66
Intra-day Préazision (RSD %, n=18) 40 pg/L 5,9-106 6,4-10,7 7,0-114 7,7-88
2000 pg/L 3,3-80 2,8-104 | 3,5-129 2,7-57
2 pg/L 84,8+79 73,165 | 83,4+94 | 84,0£60
Wiederfindung (%, = SD) 40 pg/L 75,9+ 81 61,9+65 | 73,2102 | 75,982
2000 pg/L 80,0+ 6,3 64,770 | 76,4+88 | 80,552
Linearitatsbereich (ug/L) BG - 2000
Determinationskoefﬁzient(Rz) 1,0000 0,9999 1,0000 0,9964
2 pg/L 37 34 122 120
Matrixeffekt (%) 40 pg/L -19 00 -05 -04
2000 pg/L -0,5 -55 -6,7 -53
NWG (ug/L) 0,04 0,05 0,03 0,05
BG (ug/L) 0,13 0,16 0,08 013
Tab. 7.2 Erlaubter Toleranzbereich des Verhdltnisses der beiden Masseniibergénge fur jeden

Analyten.

Maximale Variation
[% relativ]

Relative Intensitat
(% des Basispeaks)

Marbofloxacin 44,2 +25
Ciprofloxacin 97,1 +20
Enrofloxacin 42,4 +25
Difloxacin 80,8 + 20

7.2 HUihnerfaeces

Die Ergebnisse der Methodenvalidierung fur die Extraktion von Fluorchiaonlom
Huhnerfaeces sind in TaB.3 zusammengefasdRie In-Matrix-Kalibrierfunktion fur Cipro-
floxacin wurdedurch Auftragen vorPeakflacheAnalyt/Peakflachenterner Standard gegen
die Analytkonzentrationerstellt. Die In-Matrix-Kalibrierfunktionen fur Marbofloxacin,

Enrofloxacin sowie Difloxacin wurden ohne Verwendung des internen Standards erstellt, da
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die Residuenanalyse nur eischwache Linearitat aufwies. Daher wurde der interne Standard

lediglich zur Quantifizierung von Ciprofloxacin sowie als Kontrolle des Extraktionsprozesses

eingesetzt. Die drei weiteren Analyten wurden mit Hilfe elneviatrix-Kalibrierung quanti

fiziert. FUr Marbofloxacin sowie Difloxacin ist die Int&ay Prazisiorwie von der FDA fir

bioanalytische Methoden gefordestl5%. Jedoch ist die Intdday Prazision fur Cipro

floxacin (2,5 und 5Qug/kg) sowie Enrofloxacin (5Qug/kg) etwas groRRer als 25, abe noch

akzeptabel wenn man die Komplexitat der ProbenmatrBetracht ziehtDie Matrixeffekte

(Signalverstarkung) fur

Marbofloxacin

und Ciprofloxacin

nehmen

mit sinkender

Analytkonzentration zuDie leichte Signalverstarkung fur Enrofloxacin sowie dign&k

unterdriickung fur Difloxacin scheinen nicht konzentrationsabhangig zu AkgnProben

wurden am Tag der Extraktion analysiert. Stabilitdtsuntersuchureggtenkeine Elimination

der Analyten innerhalb vonTagen, wenn die Probenextrakte b0 °C in 2 mL Kunststoff

reaktionsgefal3egelagert wrden.

Tab. 7.3:

Ergebnisse der Methodenvalidierung zur Extraktion von HihnerfaecegRSD: relative

Standardabweichung, SD: Standardabweichung, NWG: Nachweisgrenz&eBBnmungs
grenze, MFX:Marbofloxacin, CFX: Ciprofloxacin, EFX: Enrofloxacin und DiFX: Difloxacin).

MFX CFX EFX DiFX
2.5 pg/kg 147 155 146 136
Inter -day Prazision (% RSD, n=54) 50 pgrkg 144 170 173 129
2500 pg/kg 104 123 115 8.1
2.5 pg/kg 8,1-130 | 6,5-123 | 6,2-123 | 9,0-139
Intra -day Préazision(% RSD, n=18) 50 pg/kg 6,6-73 6,1-115 | 4,3-138 | 4,1-130
2500 pg/kg 57-71 4,0-70 4,3-83 2,2-6,7
25pug/kg |[83,5+123 |59,0+92 |80,9+118 |51,0£69
Wiederfindung (%, = SD) 50 pg/kg 79,5+114 |59,2+100 |83,3+£144 |53,1+69
2500 pg/kg |75,6+79 |61,1+75 |76,9+88 |54,9+45
Linearitatsbereich (ug/kg) BG - 5000
Determinationskoeffizient (R°) 0,9995 0,9995 0,9987 0,9988
2.5 uglkg 267 444 147 -148
Matrixeffekt (%) 50 pg/kg 72 164 161 -99
2500 pg/kg -1,7 47 108 -228
NWG (ug/kg) 0,03 0,36 0,05 0,18
BG (ug/kg) 0,10 1,09 0,16 054

7.3 Stallstaub

Die Ergebnisse der

Methodenvalidierung

far

die FlussigsigExtraktion von

Fluorchinobnen in Stallstaub sind in TabB4 dargestellt Die Erstellung der kMatrix-
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Kalibrierung sowiedie Quantifizierung erfolgte analog wie in 7.1 beschrieli®er. lineare
Bereich fur Marbofloxacin und Ciprofloxacin reicht von 0,Q@$g bis 1ug/g. Jedoch hat die
Residuenalysegezeigt dass der lineare Bereich fir Enrofloxacin sowie Difloxaairf
0,005ug/g bis 0,1ug/g begrenzt ist. Diesst dennoch akzeptabel, da dfntibiotika-
konzentrationen in realen Stallstaubproben in diesem Bereich erweetden.Alternativ
ware die Verdunnung der Probenextraktéglich, um eine Analyse im linearen Messbereich
zu gewabhrleistenDie InterDay-Prazision sowie IntriDay Prazisioni bis auf zweiAus-
nahmen (Ciprofloxacin fug/g und Difloxacin lug/g) 1 liegen fiur alle Analyten und
untersuchten Konzentratien unter 15%. Da die mittels Kalibrierfunktionsverfahren
ermittelten Nachweissowie Bestimmungsgrenze nicht durch die Messung einer mit diesen
Konzentrationen dotierten Leermatrixprobe verifiziertaes konnten, wurdedie Nachweis

und Bestimmungsgrenze Uber das SigRalischVerhaltnis von > 3 bzw. 20 definiert.
Diese sind fur alle Analyten einheitlich, betragen 0,003gpu@Nachweisgrenze) sowie
0,015ug/g (Bestimmungsgrenze) und konntdarch de Messung einemit dieser Korn
zentrationdotieren Leermatrixprobe sowieedEinhaltung des Toleranzbereiches fidlas
Verhéltnis der beiden Massenibergdnge pro Analyab7.2) verifiziert werden. Die
ermittelten Matrixeffekte (Signalverstarkung) sind &@ine Konzentration von 0,Qtg/g fur

alle Analyten mit bis zu 6@ (Marbofloxacin) betrachtlich. Mit zunehmender Analyt
konzentration nehmen die Matrixeffekte fir Ciprofloxacin sowie Difloxacin wieder ab und
befinden sich im Bereich der Standardabweichdedoch sind die ermittelten Matrixeffekte
fur eine Konzentration von [1g/g fur Marbofloxacin und Enrofloxacin zu hoch, so dass eine
Kompensation dieser durch die Verwendung des internen Standards und eiferixn
Kalibrierung notwendig istAlle Proben wurden am Tag der Extraktion analysidbtie
Probenextraktd&dnnen bis zu 7 Tage beR0°C in 2mL Kunststoffreaktionsgefa3eshne

Analytelimination aufbewahrt werden.
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Tab. 7.4: Ergebnisse der Methodenvalidierung zur Extraktion von Stallstaub(RSD: relative
Standardabweichung, SD: Standardabweichung, NWG: Nachweisgrenze, BG: Bestimmungs
grenze, MFX:Marbofloxacin, CFX: Ciprofloxacin, EFX: Enrofloxacin und DiFX: Difloxacin).

MFEX CEX EFX DiFX
ol 0,05ug/g 5,7 6,4 7,8 7,1

- 0, —
Inter -day Préazision (% RSD, n=30) 1 uglg 8.3 10,5 9.9 116

0,05ug/g | 3,9-6,3 |3,2-104|57-10,9| 3,4-57

Intra -day Prazision(% RSD, n=10) 1 1g/g 53-107 | 35-175| 65-94 | 60-156

0,05 pg/g | 98,2+5,6 | 73,7+4,7| 86,8+ 6,8| 78,4%t5,6

o .
Wiederfindung (%, + SD) lugly | 91,8+7,6 | 755+7,9|87,6+9,9| 78,6+ 11,6

Linearitatsbereich (ug/g) 0,005-1 0,005-0,1
Determinationskoeffizient (R?) 0,9981 0,992 0,947 0,9921
. 0,05 pg/g 60,3 48,0 45,7 28,5
0,
Matrixeffekt (%) 1ug/g 26,6 13,9 14,8 78
NWG (ug/g) 0,005

BG (1g/g) 0,015
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8. Tierstudien

8.1Allgemeines

Das Ziel der Tierstudien war ,esinen moéglicherzusammenhang zwischen der Resistenz
entwicklung und der Aufnahme subtherapeutischer Enrofloxacindegperimentell zu
beschreiben Hierzu wurden HbBner mit subtherapeutischen Dosen, welche dir-V
schleppung von Antibiotika B. Uber Stallstaub simulieren sollten, sowie mit der
bestimmungsgemafen Enrofloxacindosis unter definierten Bedingungen behandelt und die
Konzentrationdes Wirkstoffes und seines Hauptmetabolitera. in Plasma und &ces
bestimmt.Die Applikation erfolgte fir die/erschleppungsdosen uber dasnkudasser und

fur die bestimmungsgemalie Dosis Uber das Futter.

8.2. Huhnerplasma

Die detaillierten Plasmaverlaufskurven von Tieren, die mit der empfohlenen Enrofloxacin
dosis(10mg/kg KG Enrofloxacinund Verschleppungsdosén,3; 1 und 3ng/kg KG Enre
floxacin) behandelt wurden, sind in der Dissertation von Frau Dr. G. Sc{22%3)
aufgefuihrtim Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden aus dieser Versuchsreihe ausgewahlte
Plasmaproben von Tieren, die mit Verschleppungsdosen wog/kgKG Enrofloxacinsowie

3 mg/kg KG Enrofloxacinbehandelt wurdergnalysiert Damit sollte einerseits die Anwend
barkeit der entwickelten SPHEethode zur Extraktion von Fluorchinolonen in Hihnaspha
demonstriert werden und andererseitsVergleich mitder von Frau Dr. G. Scherz verwen
deten Extraktionsmethodrirchgefihrt werden.

8.2.1 Verschleppungsdosn

1 mg/kgKG Enrofloxacin

Insgesamt wurde fur 15 Plasmaproben an s&bbenahmezeitpunkten die Enrofloxacin

und CiprofloxacinKonzentration bestimmtDie Plasmaverlaufskurven fir Enrofloxacin
sowie Ciprofloxacin zeigen bereits zwei Stunden nach Behandlungsbeginn Konzentrationen
von 8,2ug/L Enrofloxacin und 1,4ug/L Ciprofloxacin (Abb.8.1). Nach 24 Stunden sind die
Plasmakonzentrationen fir Enrofloxacin und Ciprofloxacin bereits auf pggL8 und

2,6 ug/L angestiegenDie Plasmakonzentration von Enrofloxacin hat sich nach 50 Stunden

mehr als verdoppel(34,5ug/L), steigtjedoch im weiteren Behandlungsverlauiir noch
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geringfugigan (38,8ug/L nach 96Stunden). Fur Ciprofloxacin steigen die Plasmakonzentra
tionen mit zunehmender Behandlungsdauer nur noch schwach vpg/R,dach 50Stunden
auf 3,3ug/L nach 96 Stundean

60

50 1

40 1

30

Konzentration [ng/L]
b2

20 A

Konzentration [ng/L]

] 2 24 50 72 96 ]
Zeit [h] Zeit [h]

Abb. 8.1 Plasmalonzentrationsprofil fur Enrofloxacin (A) sowie Ciprofloxacin (B) nach der Be-
handlung mit einer Verschleppungsdsis von 1mg/kg KG Enrofloxacin  (Mittelwert +
Standardbweichundir n= 3, fir n= 2 Mittelwert angegeben)

3 mg/kgKG Enrofloxacin

Insgesamt wurde fir 14 Plasmaproben an finf Probenahmezeitpunkten die Enrcfloxdcin
CiprofloxacinKonzentration bestimmtDie Plasmaverlaufskurvdir Enrofloxacin steigt
analog zur Behandlung mitrhg/kg KG Enrofloxacininnerhalb von 50 Stunden stetig von
61,9ug/L nach 4 Stunden auf 140Q,8/L an und bleibt danach nahezu konstan®(Qfg/L
nach 1005tunden; Abb8.2). Ebenso ist die Plasmaverlaufskurve von Ciprofloxacin mit der
von 1mg/kgKG Enrofloxaan vergleichbar dh. die Plasmakonzentration steigt innerhalb der
ersten 24 Stunden von 38/L (nach 4 Stunden) auf 6,/L an und steigt im weiteren \fer
lauf der Behandlung nur noch leicht an (gL nach 100 Stunden).

180 10

160 -
140 81
120
100
$0
60

Konzentration [ug/L]
Konzentration [ug/L]
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20

0 4 24 50 100 0 4 24 50 100
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Abb. 8.2 Plasmalonzentrationsprofil fir Enrofloxacin (A) sowie Ciprofloxacin (B) nach der Be-
handlung mit einer Verschleppungsdosis von thg/kg KG Enrofloxacin  (Mittelwert +
Standardbweichundiir n= 3, fir n= 2 Mittelwertangegeben)
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8.2.3 Metabolisierungsprofil

Die durchschnittlicheMetabolisierung (Abb8.3) wurde berechnetindem die Konzentra
tionen von Enrofloxacin sowie Ciprofloxacin zum entsprechenden Behandlungszeitpunkt
addiert wurden und die Konzentration deweiligen Fluorchinolons auf den Gesamtgehalt
bezogen wurdeFir eine Verschleppungsdosis vormii/lkg KG Enrofloxacin betragt der
Anteil von Ciprofloxacin innerhalb der ersten 3tnden cal4% und sinkt danach im
weiteren Behandlungsverlauf auf eineonktant bleibenden Anteil von &% ab. Im
Vergleich dazu ist i@ Metaboliserungfir eine Verschleppungsdosis voimg/kg KG Enro

floxacin mit ca.5 % Ciprofloxacin Uber den ganzen Behandlungszeitraum nahezu konstant.

100 {A ‘ 100 {B
90 90
80 80 4
70 - 70 4
60 - 60 -
EFX
50 1 —m— CFX 501 —8— CFX
40 - 40 4
30 - 30 4
20 - 20 4

EFX

Anteil [%]
Anteil %]

10 T— 10 4
-— —s————§ —— ]
0 T T T 0

2 24 50 72 96 4 24 50 100
Zeit [h] Zeit [h]

Abb. 8.3: Metabolisierungsprofil fir die Behandlung mit einer Verschleppungsdosis von fng/kg
KG Enrofloxacin (A) sowie 3mg/kg (B) KG Enrofloxacin (EFX: Enrofloxacin, CFX:
Ciprofloxacin)

8.3 Hihnerfaeces

8.3.1 Verschleppungsdosen

0,3mg/kg KG Enrofloxacin

Die detektierten Konzentrationen von Enrofloxacin und Ciprofloxacin in Hihnerfaeces von
Tieren, die mit einer Verschleppungsdosis \h8mg/kg KG Enrofloxacin(l 0,3% Ver
schleppung)ehandelt wurdeifAbb. 8.4) steigen nach der ersten Applikation innerhalb der
ersten 6 Stunden stark.afRur Enrofloxacin sinkt die Konzentration anschlie3end leicht ab
und bleibt bis zur nachsten Applikation konstant. Im Gegensatz dazu steigt die Konzentration
fur Ciprofloxacin lis Stunde 8 weiterhin leicht an. Nach der zweiten Applikation steigen die
Konzentrationen innerhalb der ersten beiden Stunden fur Enrofloxacin sowie Ciprofloxacin
an, sinken anschliel3end ab und steigen bis zur ndchsten Applikation anedér die dritte
Applikation ergibt sich das zuvor genannte Konzentrationsprofil fir beide Analyten. Jedoch
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sind die gemessenen Konzentrationen sowohl fir Enrofloxacin als auch fur Ciprofloxacin
hoher als nach der ersten und zweiten Applikatohrh., dass die Faeceskonzentrationen
wahrend des Behandlungszeitraumes ansteiDanKonzentrationen sinkeab 24 Stunden

nach der letzten Applikation auf 0,b&g/kg Enrofloxacin [( 9,7 % der maximalerKonzenr

tration) sowie 0,0Img/kg Ciprofloxacin(l 15,1% der maximalerKonzentratiof stark ab.

2.5 —— 025
Enrofloxacin

—e— Ciprofloxacin

2.0 4 - 0.20

1.5 T T L 0.15

0.5 4

Konzentration Enrofloxacin [mg/kg]
—
—
Konzentration Ciprofloxacin [mg/kg]

U.O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 000
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 76 80 84 88 92 96

Zeit [h]

Abb. 8.4 Faeceskonzentrationsprofil fir Enrofloxacin sowie Ciprofloxacin nach Behandlung mit
einer Verschleppungsdosis von 0,81g/kg KG Enrofloxacin (n= 3, Mittelwert+ Standare
abweichung).

1 mg/kg KG Enrofloxacin

Die nach der Behandlung mit einer Verschleppungsdosis vag/dg KG Enrofloxacin

(I 1% Verschleppunglgemessesn Faeceskonzentrationen an Enrofloxacin steigen nach
allen drei Applikationen rapide innerhalb der ers6 (Tag3) bzw. 8Stunden (Tad. und
Tag2) an (Abb.8.5). Wie schon zuvor flr eine Verschleppungsdosis vonniykg KG
Enrofloxacin berichtetnimmt die EnrofloxacinKonzentrationinnerhalb des Behandlungs
zeitraumes stark ziingegenzeigt die Faeceskonzentration von Ciprofloxacin eine sinkende
Tendenz lber degesamterBehandlungszeitraum. Die Konzentrationen fur beide Analyten
nehmen innerhalb der letzten 3tunden rapide auf 0,X2g/kg Enrofloxacin I( 2,3% der

maximalenKonzentraion) sowie 0,03ng/kg Ciprofloxacin [ 8,5% der maximalefKonzen
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tration) ab. Die absoluten Mengen in mg/kg nachS26nden sind fur beide Analyténlich

zudenen fur eine Verschleppungsdosis @gdmg/kg KG Enrofloxacin gemessenen Konzen

trationen.
7 = 1.2
Enrofloxacin
—=&— Ciprofloxacin
6 .
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Abb. 8.5 Faeceskonzentrationsprofil fir Enrofloxacin sowie Ciprofloxacin nach Behandlung mit

einer Verschleppungsdosis von fng/kg KG Enrofloxacin (n= 3, Mittelwert+ Standard
abweichung).

3 mg/kg KG Enrofloxacin

Das Konzentrationsprofil(Abb. 8.6) fir eine Verschleppungsdosis vonmg/kg KG
Enrofloxacin [ 3% Verschleppung) ist flur Enrofloxacin mit dem bereits beschriebenen
Profil fur die Verschleppungsdosis vomig/kg KG Enrofloxacinvergleichbar. Die Enro
floxacin-Konzentration in Faeces steigt nach jeder Applikation innerhalb der erStenden

steil an. Des Weiteren nehmen die gemessenen Konzentrationen nach dem Erreichen des
ersten Maximums nach &unden nahezu um das Doppelte wahrend des Behanditngsz
raumes zuDie CiprofloxacinKonzentration nimmt ebenfalls innerhalb der Behandlungs
dauer zuWie bereits fur die zuvor beschriebenen Verschleppungsdosed,3omy/kg KG
Enrofloxacinund 1mg/kg KG Enrofloxacinfallen die Konzentrationen fur Enroflagin auf

4,48mg/kg (I 21,2% der maximaleriKonzentration und seinen aktiven Metabait Cipro-
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floxacin 0,46mg/kg (I 19,1% der maximalerKonzentration ab 24Stunden nach Behand

lungsende stark ab.

25 - Enrofloxacin
—=o— C(Ciprofloxacin

] L

Konzentration Enrofloxacin [mg/kg]
Konzentration Ciprofloxacin [mg/kg|

0 ’ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 0
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64 68 72 76 80 84 88 92 96
Zeit [h]
Abb. 8.6: Faeceskonzentrationsprofil fir Enrofloxacin sowie Ciprofloxacin nach Behandlung mit

einer Verschleppungsdosis von gg/kg KG Enrofloxacin (n= 3, Mittelwert+ Standard
abweichung).

8.3.2 Empfohlene Dosisl0 mg/kg KG Enrofloxacin

Die fur Enrofloxacin gemessenen Konzentrationen in Hihnerfaeces nach einer Behandlung
mit der empfohlenen Dosis von ffly/kg KG Enrofloxacin steigen innerhalb von @#inden
nachder Applikation rapide an (AblB.7). Das Konzentrationsprofil fiir Ciprofloxa hin-

gegen ist nach der jeweiligen Applikation nicht einheitlich. Wie bereits beschriedt@men

die Konzentrationen wahrend des Behandlungszeitraumes zu. Jedoch ist die Zunahme von
Enrofloxacin im Vergleich zu den anderen Behandlungsszenarien geringer. D
Konzentrationen fir Enrofloxacin und Ciprofloxacin sink&hStunden nach Behandlungs

ende innerhalb von 8tunden rapide abim weiteren Verlauf nehmen die Konzentrationen
weiter i jedoch nicht mehr so steil bis auf 1,1Img/kg Enrofloxacin [ 1,8% der max

malen Konzentration) sowie Ciprofloxacin 0,2=g/kg ( 1,34% der maximalen

Konzertration) innerhalb von 5&tunden nach Behandlungsende ab.
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Abb. 8.7: Faeceskonzentrationsprofil fir Enrofloxacin sowie Ciprofloxacin nach Behandlung mit
der vom Hersteller empfohlenen Dosis von 1fhg/kg KG Enrofloxacin (n = 3, Mittelwert +

Standardbweichung).

8.3.3 Metabolisierungsprofil

Die Anteile von Enrofloxacin sowie Ciprofloxacin zum Gesamtgehalt beider Analyten
wahrend des gesamten Behandlungszeitraumes fir Verschleppungsdosen mgikd,3

1 mg/kg und 3mg/kg KG Enrofloxacin sowie der empfohlenen Dosis vormblkg KG
Enrofloxacinsindin Abb. 8.8 graphisch dargestellDer Anteil von Ciprofloxacin nimmt mit
steigender Enrofloxacindosis von durchschnittlich %,Xlr eine verabreichte Dosis von

0,3mg/kg KG Enrofloxacin auf durchschnittlich 2046 nach Behandlung mit der empfohle
nen Dosis zu.
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Abb. 8.8: Metabolisierungsprofil fur die Behandlung mit Verschleppungsdosen von 0,81g/kg (A),

1mg/kg (B); 3mg/kg (C) sowie
von 10mg/kg (D) KG Enrofloxacin

der vom Hersteller
(EFX: Enrofloxacin,

empfblenen Dosis
CFX: Ciprofloxacin)
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9. MethodenvergleichHuhnerplasma

9.1 Allgemeines

Die Plasmaproben wurden wie bereits3.1 erwéhnt zunachst mittels HPLELD analysiert
(Scherz 2018 Zusatzlich wurden im Rahmen der Methodenetablierung der in dieser Arbeit
entwickelten Festphasenextraktiongthode, in Plasmaproben mit einem verbleibenden
Volumen >300uL die Konzentration an Enrofloxacin und Ciprofloxacin bestimmt. Dabei
handelte esish um 4 Plasmaproben von Hihnern, die mimfjy/kg KG Enrofloxacin behan

delt wurden sowid2 weitere Plasmaproben aus dem Behandlungsszenario mg/Bg KG

Enrofloxacin.

Der Methodenvergleich beinhaltete sowohl die Auftragung der Mittelwerte der rdigrbei
Methoden ermittelten Analytkonzentrationen als auch die Darstellung der Mittelwerte in

einem Balkendiagramm, um den direkten Vergleich der Messwerte zu ermdglichen.

9.2 Verschleppungsdosi4 mg/kg KG Enrofloxacin

Die Ergebnisse der Linearitatsfunktion zeigen, dass die Korrelation beider Metfioden
Enrofloxacin mit einem Determinationskoeffizienten vorf /R0,9888 gut ist(Abb. 9.1A).
Jedoch liegt die Steigung mit 0,81L8ter dem Idealwert vot,0. Der Grund higfur liegt
darin, dass die mittels HPLELD bestimmten Konzentrationen fur Enrofloxacin niedriger
sind (Abb.9.1B). Besonders stark zeigt sich das fur Proluke,nach 2Stunden entnommen

wurden.

Ein Vergleich der CiprofloxachkiKonzentrationen ist fldiese Verschleppungsdosis nicht
maoglich, da die mittels HPLELD analysierten Plasmaproben unterhalb der Bestimmungs
grenze(1 pg/L) lagen.
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Abb. 9.1: Methodenvergleich der EnrofloxacinKonzentrationen fiir die Verschleppungsdosis von
1 mg/kg KG Enrofloxacin dargestellt als Linearitatsfunktion (A) und Balkendiagramm
(B) (Mittelwert + Standardbweichundtr n= 3, fir n= 2 Mittelwerf).

9.3Verschleppungsdosi8 mg/kg KG Enrofloxacin

Der Vergleich beideMethoden fiir Enrofloxacin zeigt eine hervorragende Korrelation mit
einem Determinationskoeffizienten vor? 80,9950 und einer Steigung von nahezu 1,0
(Abb.9.2A). Das bedeutet, dass die Ergebnisse beider Methoden miteinander vergleichbar

sind, was auchus Abb.9.2B hervor geht.
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Abb. 9.2 Methodenvergleich der EnrofloxacinKonzentrationen fir die Verschleppungsdosis von

3 mg/kg KG Enrofloxacin dargestellt als Linearitatsfunktion (A) und Balkendiagramm
(B) (Mittelwert + Standardbweichundtr n= 3, fir n= 2 Mittelwert).

Im Gegensatz zu Enrofloxacin ist die Korrelatibaider Methoderfir Ciprofloxacin mit
einem Determinationskoeffizienten vorf 80,8635 und einer Steigung von &1,79 gering
(Abb.9.3A). Dies zeigt auch der direkte Wertevergleich der Methoden (A3B), bei dem
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die mittels HPLCFLD bestimmten CiprofloxaciKonzentrationen an allen Probenahmezeit
punkten deutlich niedriger sind.

A B
8 9 ¥y=0679x -0.0164
R =0.8635

EE HPLC-MS/MS

§ { EE HPLC-FLD

2
=) =ril
ERl =
= g 61
[=] g
o o | E
= g 4
N
= g
29 . » 2
0 . T . ! ' 0
0 2 4 6 8 0 4 24 50 100
HPLC-MS/MS [pg/L] Zeit [h]
Abb. 9.3: Methodenvergleich der Ciprofloxacin-Konzentrationen fiir die Verschleppungsdosis von

3 mg/kg KG Enrofloxacin dargestellt als Linearitatsfunktion (A) und Balkendiagramm
(B) (Mittelwert + Standardbweichundtr n= 3, fur n= 2 Mittelwerf).
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10. Stallstaub

Insgesamt wurden 86 Sedimentationsstaubproben aus Schwethdélihnerstéllen auf die
Anwesenheit vonMarbofloxacin, Ciprofloxacin, Enrofloxacin und Difloxacin untersucht.
Keiner der Analyten konnte in den 46 Proben des 1. Probenlsstsaus den Jahren 1982
2000 stammtenachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu wurden betrachtliche Mengen an
Marbofloxacin(bis zu 25,5Mg/kg) und Enrofloxacin (bis zu 1,2#g/kg) im 2. Probenset

das aus den Jahren 2008009 stammtegquantifiziert(Tab.10.1) Zusatzlich wurdeCipro-
floxadn im Spurenbereich (0,62,10mg/kg) in 10 Probengefunden

Der chronologische Verlauf der Konzentrationen an Marbofloxacin und Enrofloxacin in den
untersuchten Sedimentationsstaubproben fiir ForschungssistlifR Abb.10.1 dargestellt.

Die detektierten EnrofloxaciKonzentrationen sind wesentlich geringer im §leich zu
Marbofloxacin. Lediglich im Februar 2005 und Dezember 2005 sind die Konzentrationen der
beiden Antibiotika vergleichbabie Konzentration an Marbofloxacin ist im Marz 2005 sowie
August 2005 am héchsten und sinkt innerhalb der beiden nachfolgdhaleate rapide gb

wodurch sich ein zweiphasiger Konzentrationsverlauf ergibt

30
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Abb. 10.1: Chronologischer  Konzentrationsverlauf  flir Marbofloxacin und  Enrofloxacin

in Sedimentationsstaubproben aus demForschungsstall R von Dezember 2004
bis Dezember 2005.
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Abbildung10.2 zeigt den chronologischen Konzentrationsverlauf im Jahr 2009 fir
Marbofloxacin und Enrofloxacin in Sedimentationsstaubproben, die in den Stkgnuhd

2 (B) eines Schweinemastbetriebes E enthommen wubienn beiden Stiéen quantifizier

ten MarbofloxacirKonzentationen sind kleiner als Orfg/kg und somit mehr als Faktor 50
geringer im Vergleich zu den Proben aus dem Forschungssieltiéth sind die detektierten
EnrofloxacinKonzentrationen vergleichbalBis auf zweiAusnahmen sind die analysierten
Staubkonzentrationen an Enrofloxaaie fur Marbofloxacin <0,5mg/kg steigenjedoch

tendenzielfir beide Stallem Laufe des Probenahmezeitraumes an
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Abb. 10.2: Chronologischer  Konzentrationsverlauf  flir Marbofloxacin und  Enrofloxacin
in Sedimentationsstaubprobenin Stall 1 (A) und Stall 2 (B) eines Schweinemast
betriebesE im Jahr 2009.
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Tab. 10.1 Fluorchinolongehalt in 40 Sedimentationsstaubproben aus Schinestéllen(MFX: Marbo-
floxacin, CFX: Ciprofloxacin, EFX: Enftoxacin, DiFX: Difloxacin, BG: Bestimmunggenze
,* < Nachweisgrenzg

Gehalt [mg/kg]

Probe | Herkunft Probenahmezeitpunkt MFX CFX EFX DiFX
1 Dezember 2004 0,07 * 0,11 *
2 Januar 2005 0,07 * <BG *
3 Februar 2005 1,76 0,07 1,15 *
4 o Marz 2005 2557 0,10 0,71 <BG
5 3 April 2005 8,05 * 0,08 *
6 @ Mai 2005 115 * <BG *
7 S Juni 2005 1,46 * <BG *
8 5 Juli 2005 134 * * *
9 o August 2005 1642 * 0,06 *
10 SeptembeR005 8,89 * 0,08 *
11 Oktober 2005 0,46 * 0,05 *
12 November 2005 254 * <BG *
13 Dezember 2005 0,82 0,08 0,74 *
14 = Mai 2007 * 0,03 027 *
15 S W Mai 2007 * 0,03 012 *
16 o 9 Marz 2009 023 * <BG *
17 ez Marz 2009 015 * 0,02 *
18 § < April 2009 599 * 0,07 *
19 April 2009 0,67 * 021 *
20 22.04.2009 0,22 0,02 054 *
21 ° 28.04.2009 0,09 <BG 0,05 *
22 = 05.05.2009 0,06 * 0,08 *
23 3 12.05.2009 021 * 124 *
24 g - 26.05.2009 0,02 * 0,06 *
25 § & 03.06.2009 0,09 * 0,20 *
26 g 09.06.2009 0,04 0,02 0,30 *
27 £ 16.06.2009 0,07 0,03 0,38 *
28 « 23.06.2009 0,06 * 043 *
29 30.06.2009 0,07 0,03 0,40 *
30 16.03.2009 0,49 * <BG *
31 @ 26.05.2009 0,03 * 0,03 *
2 | 55« 03.06.2009 005 * 002 *
33 TET 09.06.2009 0,04 * 0,06 *
34 % a9 16.06.2009 0,03 * 0,08 *
35 N 23.06.2009 0,03 0,04 0,18 *
36 30.06.2009 0,02 * 0,12 *
37 S 04.01 2000 * * * *
38 S % 3 24.01.2000 * * * *
39 5 EE 14.02.2000 * * * *
40 ©w e 13.03.2000 * * * *
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11. Identifizierung moglicher Enrofloxacin-Metaboliten in Hilhnerfaeces

Faecesprobewurdenauf die Anwesenheit voA0 Metabolite (1-10), die von dem Basidio
mycetenGloeophyllum striatungebildet werden kénnen (Wetzsteinet al. 1997, sowie 3
bekannte CiprofloxaciMetaboliten (DesethylerCiprofloxacin (11), SulfeCiprofloxacin

(12), OxaCiprofloxacin (13),(Scholl et al. 1987 und auf das bisher nur in Schweinen
detektierte EnrofloxachN-Oxid ((14), Lykkeberg 200 hin untersucht(Abb. 11.1). Dabei
dienten Untersuchungen mittelsiple-QuadrupolMassenspektrontee zunachstals Scree
ningmethode fir mogthe Metaboliten in Huhnerfaeces. Die Ergebnisse wurden durch die
Verwendunghochaufl@ende MassenspektrometriQ Exactive, Thermo Fisher Scientific)

verifiziert und die exakte Masse sowie Summenformel bestimmt

A A A A Haﬁy A )

331 g/mol (1) 357 g/mol (2) 317 g/mol (3) 333 g/mol (4)

OH O o o o) OH o o o Q
H F
°© | OH | oH F | OH F | OH
(\N N (\N N (\N N HO N
N\) H N\) OH N OH
/T /T / oH
HaC HaC HoC

373 g/mol (5) 375 g/mol (6) 391 g/mol (7) 279 g/mol (8)

becaliip coll @iﬁ* oy
L SOk STTKX

262 g/mol (9) 307 g/mol (10) 305 g/mol (11) 411 g/mol (12)

(o}

Uﬁﬁ ij@iA rOj@iA

345 g/mol (13) 375 g/mol (14) Enrofloxacin

Abb. 11.1: Mdgliche Metaboliten in Hilhnerfaeceg(1-10: vom BasidiomyceterGloeophyllum striatum
bekannt (Wetzsteinet al. 1997), 11-13: Ciprofloxacin-Metaboliten (Scholl et al. 1987 und
14: Enrofloxacin-N-Oxid (Lykkeberg 2006).
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11.1 Messungen mifTriple -Quadrupol-Massenspektrometer

Die massenspektrometrische Fragmentierung von Enrofloxacin beruhs&chlh auf der
Abspaltung vonWasser, Kohlenstoffdioxid, Cycloprep (CsH4), Piperazin oder Kohlen
monoxid. Daher wurden ausgehend von der Struktur der zu untersuchenden Matabolite
Huhnerfaeces charakteristische Produktionen, die durch die oben genannten Fragmentierungs
reaktionengeneriert werden konntem Betracht gezogen, so dass eine spezifische Detektion
mittels SRM moglichwar. In Tab.11.1 sind die charakteristischen Produktionen sowie die
Fragmentierungsreaktion/en fir jeden untersuchten Metaboliten dargestellt, die in der Probe

detektiert werden konnten.



Tab. 11.1: Charakteristische Produktionen sowie Fragmentierungsreaktion moglicher Metaboliten in Hiihnerfaeces. Retentionszeiten der urgiechten Metabo
liten in Leermatrix, Matrix Standard und Probe (Teil 1, gelbhinterlegt zusatzliche Peaks in der PrabeVergleich zu Leermatrix und Matrix Standard

Moglicher Mogliches Retentionszeit  Retentionszeit Retentionszeit

Abspaltung von

Metabolit ~ Produktion Matrixblank Matrixstandard Faecesprobe
[M+H] * [m/4 CO, HO CHN CsH, CO OH C,H/N C,H3NO C,HsO3NS [min] [min] [min]
2454 X
263,4 1954 X X 3,7 7,4
©) 179,4 X X 7,9 7.8 7.9
177,4 X X X
151,4 X X
262,4 X
%04 24 X 2.2 2.0 .
(8) 196,4 X X 7'9 7’9 '
168,4 X X X ' '
289,4 X
288,4 X
271,4 X X 3,5
306,4 262.4 X 7.9 7.4 7,9
(1) 248,4 X X 7.8
231,4 X X X
2224 X X
290,4 X
237,4 X
308,4 2244 X X 3,2
(10) 196,4 X X X 7.9 7,8 8
179,4 X X X
151,4 X X X X
290,4 X
250,4 X X 1,5 L3
318,4 ' 1,2 ' 3,0
3) 2474 X 7.9 2,5 5.5
179,4 X X X 7.8 78

1514 X X XX




Tab. 112: Charakteristische Produktionen sowie Fragmentierungsreaktion moglicher Metaboliten in Hilhnerfaeces. Retentionszeiten der urgiechten Metabo
liten in Leermatrix, Matrix Standard und Probe (Teil 2, gelbhinterlegt zusatzliche Peaks in der PrabeVergleich zu Leermatrix und Matrix Standard

Moglicher  Mdgliches Abspaltung von Retentionszeit Retentionszeit Retentionszeit
Metabolit  Produktion Matrixblank Matrixstandard Faecesprobe
[M+H] + [m/Z] COZ HZO C4H9N C3H4 coO OH CzH 7N CzH 3NO C2H503NS [m|n] [m|n] [m|n]
314,4 X
2614 X
' 11 1,2
332,4 ;igi i X X X 1.3 4,5 2,8
O X xox e 74 18
193,4 X X X ’ '
175,4 X X X X
316,4 X
290,4 X
289,4 X
2714 X X ;g
2494 X X ’ 1,3
33:"4 245.,4 X X 7.9 ig 4,5
() 243,4 X X X 7’4 7.8
2314 X X X 7,8
2214 X X X '
205,4 X X
203,4 X X X X
328,4 X
302,4 X
2454 X X ;i
1 b
346,4 231,4 X X X 1,6 6 4,5
13 221,4 X X X 79 4,3 57
(13) 205,4 X X X ' 7,8 7’5
203,4 X X X X 7’8
177,4 X X X X '
175,4 X X XX X




Tab. 11.1 Charakteristische Produktionen sowie Fragmentierungsreaktion maglicher Metabolite in Hilhnerfaeces. Retentionszeiteder untersuchten Metabo
liten in Leermatrix, Matrix Standard und Probe (Teil 3, gelbhinterlegt zusatzliche Peaks in der PrabeVergleich zu Leermatrix und Matrix Standard

Moglicher Mdgliches Retentionszeit Retentionszeit Retentionszeit

Abspaltung von

Metabolit ~ Produktion Matrixblank ~ Matrixstandard Faecesprobe
[M+H] + [mld C02 Hzo C4H9N C3H4 CO OH CzH 7N C2H3NO C2H503NS [m|n] [m|n] [m|n]
340,4 X
287,4 X
274,4 X X
’ 1,2 1,2
358,4 2r2.4 X X X 13 3,3 3,5
2 269.4 X X 7,9 5,4 5,6
247.4 X X ' 7,8 7’9
243,4 X X ' '
229,4 X X X
201,4 X X X X
356,4 X
303,4 X
285,4 X X
259,4 X X 2,5
374.4 2454 X X X 7,9 7,9 5,8
©) 235,4 X X X 7,9
219,4 X X X
2174 X X X X
191,4 X X X X
358,4 X
332,4 X 13
305,4 X 1,2 4,3
376,4 287,4 X X 13 55 55
(6) 261,4 X X 7,9 7,1 6,6
2474 X X X 7,8 7,1
221,4 X X X 7,8
219,4 X X X X




Tab. 11.1: Charakteristische Produktionen sowieFragmentierungsreaktion méglicher Metaboliten in Hilhnerfaeces. Retentionszeiteder untersuchten Metabo
liten in Leermatrix, M atrix Standard und Probe (Teil 4).

Moglicher  Mdogliches Abspaltung von Retentionszeit Retentionszeit Retentionszeit
Metabolit  Produktion Matrixblank  Matrixstandard Faecesprobe
[M+H] * [m/Z] CO, HO CHN CsH, CO OH CoHN  CHsONS CyHGNO [min] [min] [min]
358,4 X

332,4 X

261,4 X
249,4

231,4 X
221,4

205,4 X
203,4 X
177,4 X
374,4 X
348,4 X
3214

306,4 X
392,4 281,4

(7) 263,4 X
253,4

237,4 X
235,4 X
209,4 X
394,4 X
300,4 X
289,4

271,4 X
249,4 X
245,4 X

231,4 X X
221,4
203,4 X X X

1,7 1,7
55 55
7,9 6,5 6,5
7,1 7,1
7,9 7,9

376,4
(14

X X X X X X
X
X X X X X X X

x

55 5,5

7.9 7,8 7,9

X X X X X X
X X X X X X X
x

x
x

412,4

(12) 7,9 7,9 7,9

X
X
X X X X X X X
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Um eine Beurtdung uber die Anwesenheit von Metaboliten in der Probe zu ermoglichen
wurden die TIGCChromatogramme (Summe aller Massenubergémges Metabolitenvon

einer extrahiertenLeermatrixprobe, einem Matrix Standard ugider Faecesprob@iuhn 2,
10mg/kg KG Enrofloxacin Zeitpunkt 72 h Ubereinander gelegtEs wurde Huhn 2
ausgewabhlt, da es im Vergleich zu demeren Tieren dieser Gruppe eine hahetabol-
sierungdes Enrofloxacingufweist.Die Ergebnisse (AbHl1.2 - 11.6) zeigen, dass fur funf
maogliche Metaboliten (m/z318, 332, 346, 374 und 376) in der Faecesprobe mindestens ein
zusatzlicher Peak vorhanden ist, der weder in der Leermatrixprobe noch im Matrix Standard

detektiert wurde.

7.5e+3

S LeE@alrix m/z 318
Matrix Standard
Probe

6.0et+3 +
4.5e+3 1

3.0e+3 A

el |
. S AN |

Zeit [min]|

Intensitiit [eps]

Abb. 11.2: TIC -Chromatogramme desmdglichen Metaboliten m/z318(3) fur eine Leermatrixprobe,
einen Matrixstandard sowie eine Faecesprob@uhn 2, 10mg/kg KG Enrofloxacin, Zeit
punkt72h, Z zus?2tzliche Peaks bei Messung der Faeg
Matrix Standarjl
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Abb. 11.3:

Abb. 11.4:

Intensitiit [eps]

Intensitiit [eps]

1.2e+6
—— Leermatrix m/z 332
Matrix Standard
Probe
1.0e+6
8.0e+5 -
6.0e+5 -
4.0e+5
2.0e+5 ]
2.0 2.5¢ 3.0
0.0 T T T T [ T T = T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Zeit [min|
TIC -Chromatogramme des mdglichen Metabolien m/z332 (1) fur eine Leermatrixprobe,
einen Matrixstandard sowie eine FaecesprobéHuhn 2, 10mg/kg KG Enrofloxacin, Zeit
punkt72h, Z zus?2tzIliche Peaks bei Messung
Matrix Standari
5.0e+4
—— Leermatrix m/z 346
Matrix Standard
Probe
4.0e+4 -
3.0e+4
2.0e+4
1.0e+4 -
0.0 R e [ T T hl T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Zeit [min]|
TIC -Chromatogramme des mdglichen Metabolién m/z346 (13) fir eine Leermatrix-

probe, einen Matrixstandard sowie eine Faecesprob¢Huhn2, 10mgkg KG Enrofloxacin,

Zeitpunkt72h, Z zus?2tzliche

und Matrix Standard

Peaks

bei Messung

der

der
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Abb. 11.5:

Abb. 11.6:

Intensitiit [eps]

Intensitit [cps]

3.8e+4

S Lef:rl_natrlx m/z 374
Matrix Standard
Probe
3.0e+4 4
2.3e+4
1.5e+4
7.5¢+3 J/
0.0 N e e | T T |K T =T (—

TIC -Chromatogramme des moglichen Metabolienm/z374 (5) fur eine Leermatrixprobe,
einen Matrixstandard sowie eine Faecesprob€Huhn 2, 10mgkg KG Enrofloxacin, Zeit

Zeit [min]|

punkt72h, Z zus?2tzIliche Peaks bei Messung
Matrix Standarjl
——— Leermatrix m/z 376
6.0et+4 Matrix Standard
Probe

4.8e+4
3.6e+4
2.4e+d
1.2e+4 \l{
00 I I I I | I T T I I I

TIC -Chromatogramme des mdglichen Metabolién m/z376 (6) fur eine Leermatrixprobe,

Zeit [min]|

der

einen Matrixstandard sowie eine Faecesprob€Huhn 2, 10mg/kg KG Enrofloxacin, Zeit

punkt72h, Z
Matrix Standari

zus?atzl i

che Peaks bei Messung

der

Fa

F a
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Die Metabolisierung von Enrofloxacin ist individuenspezifisch und kann dementsprechend
stark variieren. In der Versuchsgruppe, die mit der empfohlenen Dosis voig/Rf KG
Enrofloxacin behandelt wurde, befand sich ein Tier (H2hmit einer vergleichsweideohen
Metabolisierung. Daher ist davon auszugehen, wenn es sich bei den zusatzlichen Peaks um
Metaboliten handelt, dass die absoluten Peakflachen fur die Probe des Tieres mit einer hohen
Metaboliserung im Vergleich zu den anderen beiden Tieren der Vesgugbpe (Huhn 1

und3), héher sein mussten. Des Weiteren wurden die relativen Intensitaten (bezogen auf den
intensivsten Massenibergang) der Massenlubergange fir die funf moglichen Metaboliten aller
drei Proben miteinander verglichéfab.11.2).

Tab. 11.3: Vergleich der absoluten Peakflachen sowie relativen Intensitaten fir Massenibergange,
der finf in Frage kommenden Metaboliten (m/z318, 332 346, 374 und 376) in Faeces
proben von drei unterschiedlichen Tieren (Huhn 1Huhn 2, Huhn 3).

Mdoglicher  Mdogliches

Metabolit  Produktion Peakflache [counts] Relative Intensitat[%]

[M+H]* [m/Z Huhnl Huhn2 Huhn3 Huhnl Huhn2 Huhn3
318,4 290,4 1927 3852 3110 12,6 17,7 16,0
3) 247.4 15335 21762 19475 1000 1000 1000
3324 261,4 29325 183330 61044 1000 1000 1000
(1)’ 246,4 178 1200 477 0,6 0,7 0,8
243,4 544 1941 908 1,9 11 15

328,4 520 1590 3,1 1000
346,4 221,4 1085 145 448 6,4 9,1 5,5
(23) 205,4 17005 1103 8121 1000 69,4 1000
177,4 2489 1511 2509 14,6 95,0 30,9
356,4 25083 36561 32633 1000 1000 1000
303,4 1319 1913 1993 53 5,2 6,1
285,4 2133 2213 5,8 6,8
3744 259,4 1168 1691 1649 4,7 4,6 51
' 245.,4 1574 2184 1531 6,3 6,0 4,7
) 235,4 329 642 509 1,3 1,8 1,6
219,4 648 1419 837 2,6 3,9 2,6
217,4 797 1460 869 3,2 4,0 2,7
191,4 622 667 478 2,5 1,8 15
358,4 13246 170659 31173 52,8 36,3 42,1
332,4 25078 469824 74004 1000 1000 1000
305,4 1126 23891 4093 4,5 51 55
376,4 287.,4 4661 64592 11621 18,6 13,7 15,7
(6) 261,4 14475 253975 39405 57,7 54,1 53,2
247.,4 341 5199 830 1,4 1,1 1,1
221,4 239 3723 840 1,0 0,8 1,1

219,4 420 6270 851 1,7 1,3 11
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Metabolitm/z318(3)

Die Ergebnisse zeigen, dass die relativen Intensitaten sowie absoluten Peakflachen fur die drei
untersuchten Faecesprob@mlichsind d.h. die absoluten Peakflachen des Tieres mit einer
hoheren Metabolisierung sind nur geringfiigig gro®eher ist davon auszugehen, dass es

sich bei dieseMassenicht um einen Metabobkinvon Enrofloxacin handelt

Metabolitm/z332(1)

Die relativen Intensitaten der untersuchten Massenubergange sind in allen drei Proben
vergleichbar, waddr spricht, dass die gleiche Substanz detektiert wurde. Des Weiteren sind
die absoluten Peakflachéir die Massenubergénge in der Probe Teses nit eing hohen
Metabolisierung im Vergleickzu den beiden anderen Proben Faktdr grol3er. Daher ist es
wahrscheinlich, dass es sich bei diedMasseum einen Metabolgn von Errofloxacin
handelt

Metabolitm/z346(13)

DieseMassekonnte zwaiin allen drei Proben als zusatzlicher Peak detektiert werden. Jedoch
sprechen weder die absoluten Peakflachen noch die relativen Intensitaten dafir, dass es sich

bei deser Masse um einen Metabetithandelt.

Metabolitm/z374 (5)

Die absoluten Peakflachevie auch die relativen Intensitaten der Massenibergange aller drei
untersuchten Proben sind miteinander vergleichbar. Daher handelt es sich beMdeser

wahrschailich nicht um einen Metaboéihvon Enrofloxacin.

Metabolitm/z376(6)

Bis auf den Massenibergangz376A m/z358 sind die relativen Intensitaten fur alle drei
Probenin einem ahnlichen Bereicldedoch sind die absoluten Peakflachen flr die Probe des
Tieres mit einestarkerenMetabolisierung wesentlichther. Daher kdnnte es sich bei dieser

Masseum ein@& Metabolienvon Enrofloxacin handeln.

11.2 Messungen mit hochauflésendem Massenspektrometer

Die mittels Triple-QuadrupoiMassenspektrometer erzielten Ergebniskuten auf das
Vorhandenseirder beidenmoglichen Metabolite m/z332 (1) und m/z376 (6) hin. Daher
wurden weitere Messurg mittels hochaubsender Massenspektrometrie EQactive

Thermo Fisher Scientifjcdurchgefiihrt Zusatzlichwurden die Proben auf die mdglichen
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Metaboliten m/z318 (3), m/z346 (13) und m/z374 (5) untersucht, da eine abschlieRende
Bewertung auf ihr Vorhandensein in Faecesproben mitlelple-QuadrupolMassen
spektrometrie nicht méglich waMittels QExactive wurden eine Leermatrixprobe, ein
Matrix Standard sowie drei Faecesproljeahn 1, Huhn2 und Huhn3) untersuchtSowohl

in der Leermatrixprobe als auch im Matrix Standard wurden ldgnéiinf moglichen Meta
boliten detektiert (Anhang).

Die drei untersuchtefraecesproben wurden beziglich der Retentionszeiten der mdglichen
Metaboliten, Signalintensitat sowie Fragmentierungsschema miteinander verglichen. Fur
jeden ar in Frage kommenden Metabolitest exemplarisch ein Extracted lon Chromato
gramm,ein Massenspdrum undein FragmentierunggpektrumdargestelltZur Trennung der
Analyten wurde analog zden Messungen mittel&riple-QuadrupoiMassenspektrometer ein
UHPLC-System von Dionex und eine Pheigxyl-Saule verwendet, wodurch die Reten

tionszeiterder mégichen Metabolita verglichen werden konnten

Metabolit m/Z318,16083)

Ubereinstimmend mit den Voruntersuchungen wurde beiRjBCein schwaches Signal fir

die unersuchte Masse detektiert (Ad.7). Jedoch konnte in den beiden zusatzlich
gemessenen Faecesproben keine Sigbalediese Retentionszeit detektiert werden. Im
Massenspektrum ist die Masse worz318,1614 dominierend. Der Anteihderer Masseist

jedoch ebenfallshoch (Abb. 11.8). Das Fragmentierungsspektrum zeigt mmiz247,1285
(Abspaltung GHoN), m/z232,0588 (AbspaltungH.0, GH,, CO) und m/z219,0929
(Abspaltung GHgN, CO)drei spezifische Produktion€Abb. 11.9). Dennoch handelt es sich

bei dieser Masse wadoheinlich umkeinen Metabolgnvon Enrofloxacin, da das detektierte
Signal sehr schwach war und zudem nicht in den zusatzlich untersuchten Faecesproben bei

einer Retentionszeit von 2,80in detektiert werden konnte.



Identifizierung méglicher Enrofloxacilvetaboliten in Hilhnerfaeces 103
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Abb. 11.7: Extracted lon Chromatogramm fir die Masse m/z318,1608+ 0,0032 (gemessene Probe:
Huhn?2, Dosis: 10mg/kg KG Enrofloxacin, Zeitpunkt 78).
4.8et4 | IMHT ey = 318.1608
3]72152 [M+H] (fxpmimenrell): 3]816]4
Am=-1.9ppm
3.6et+4 -
")
=9
-
e
ﬁ
3 24etd -
=
)
N
=
]
1.2et+4 1 318.1614
0.0 .AAJM : "'l“. M‘l : Llj
317.00 317.50 318.00 318.50 319.00
m/sz
Abb. 11.8: Massenspektum  fir den  mdglichen  Metaboliten m/z  318,1608t 1 amu

zwischen 2,3Qund 2,93min (gemessene Probetuhn 2, Dosis: 10mg/kg KG Enrofloxacin,
Zeitpunkt 72h).
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72.0816
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—~ 102.0918
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Abb. 11.9: Fragmentierungsspektrumzwischen 2,3Qnd 2,97 min fur die Massem/z318,1615

(gemessene ProbHuhn?2, Dosis: 10mg/kg KG Enrofloxacin, Zeitpunkt 78).

Metabolit m/zZ332,1764(1)

Ubereinstimmend mit den Voruntersuchungen wurde bei2jB0n allen drei gemessenen
Faecesproben ein Signal fur die ensuchte Masse detektiert (AH1.10). Entsprechend den
Messungen mittel§riple-QuadrupolMassenspektrometesind die absoluten Intensitatém
der Probe des Tieres mit eineohenMetabolisierungm Vergleich zu den beiden anderen
Probenum einenFaktor 8- 11 gr6RRerDie dominierendé&lasse imMassenspektrum aller drei
Faecesproberst m/z332,1767(Abb. 11.11). Jedoch tragt insbesondere fiir die Probgon
Huhn 1 und 3 ebenso die Masse van/z 332,1406starkzum Massenspektrum bei. Diese
Masse entseht Ciprofloxacin und wie Abhbl1.12 zeigt, eluiert Ciprofloxacin bereits ab ca.
2,00 min womit die Anwesenheit dieser Masse zu erklaren ist. Jedoch erschwert dies auch die
Interpretation des Fragmentierungsspektruibb. 11.13), da es nibt nur die Framen
tierung firm/z332,1767 beinhaltet. Dennoch kdnnen miz261,1034 (AbspaltunGsHgN)

und m/z220,0644 AbspaltungC4HgN, CsHy) in allen drei untersuchen Faecesproben zwei
charakteristische Produktionen detektiert werden. Auf Grund (dsreinstimmenden
Detektion diese Masse bei 2,3fin in allen drei untersuchten Proben, der Intensitats
unterschiede sowie der zwei chkteristischen Produktiondrandeltes sichbei dieser Masse

wahrscheinlichum einen Metabol@gnvon Enrofloxacin.
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Abb. 11.10: Extracted lon Chromatogramm fir die Masse m/z332,1764+ 0,0033 (gemessene Probe:
Huhn?2, Dosis: 10mg/kg KG Enrofloxacin, Zeitpunkt 78).
[M+H]A(herecllnet! =332.1764
3'Ze+5 7 [M+H]_(E‘(peli“]5ﬂlfu):332.[767
332.1767 Am=-0.9 ppm
7 2.4et5 A
(=P
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-
B
=
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=
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8.0et+4 -
N 333.1432
332.1406 432.9991
332.2793 )‘
00 A : ahs p [} n.h Y ‘ A A .
331.20 331.60 332.00 332.40 332.80 333.20
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Abb. 11.11: Massenspektum  fir den  mdglichen  Metaboliten m/z 332,1764+ 1 amu

zwischen 1,7@und 1,94min (gemessene Probetuhn 2, Dosis: 10mg/kg KG Enrofloxacin,

Zeitpunkt 72h).
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Abb. 11.12: Extracted lon Chromatogramm fiir die Masse m/z332,1410+ 0,0033(gemessene Probe:
Huhn?2, Dosis: 10mg/kg KG Enrofloxacin, Zeitpunkt 7&).
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Abb. 11.13: Fragmentierungsspektrum zwischen 1,74ind 1,91 min fir die Massem/z332,1767
(gemessene Probduhn?2, Dosis: 10mg/kgKG Enrofloxacin, Zeitpunkt 7).



Identifizierung méglicher Enrofloxacilvetaboliten in Hilhnerfaeces 107

Metabolit m/Z346,1194(13)

In denExtracedlon Chromatogramnreder drei untersuchten Faecesprolamde tiberein
stimmend bei 8,6&in ein Signal mi&hnlicherintensitatfir die untersuchte Massketektiert
(Abb. 11.14). Das Ergebnigleckt sich nicht mit deWoruntersuchungen, da auf Grund der
Struktur des mdglichen Metabadih mit einer friheren Retentionszeit zu rechnen(sgthe
11.1). Des Weiteren zeigt das Massenspektrum weiten@inierende Massem diesem
Elutionsbereich (Abb11.15). AuRerdemwurden im Fragentierungsspektrum keine charak
teristischen Produktionen detekti¢Abb. 11.16). Somitist davon auszugehen, dass es sich

bei dieseMasse nicht um einen Metabelitvon Enrofloxacin handel

2.4e+6

1.8e+6 -

1.2e+6 A

Intensitit [cps]

6.0et+5

N

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Zeit [min|

Abb. 11.14: Extracted lon Chromatogramm fiir die Masse m/z346,1194+ 0,0035 (gemessene Probe:
Huhn?2, Dosis: 10mg/kg KG Enrofloxacin, Zeitpunkt 7R).
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Abb. 11.15; Massenspektum fir den mdglichen Metaboliten m/z 3461194+ 1amu bei

Abb. 11.16:

8,66 min (gemessene Probduhn2, Dosis: 10mg/kg KG Enrofloxacin, Zeitpunkt 7R).
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Fragmentierungsspektrum zwischen 8,58ind 8,77min fur die Massem/z346,1190
(gemessene ProbHuhn2, Dosis: 10mg/kg KG Enrofloxacin, Zeitpunkt 7R).
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Metabolit m/Z374,17055)

In allen drei untersuchten Proben konnte fir die Mas&374,1705 eirPeakbei 4,50min
detektiert werderfAbb. 11.17). DiesesErgebnis ist mit den Voruntersuchungen in Uberein
stimmung Des Weiteren ist wie zuerwarteni die absolute Signalintensitat fir die beiden
Proben mit einevergleichsweise niedriganeMetatolisierung(ca. Faktor 1P geringer. Im
Massenspektrum ist die Mass#z374,1705 dominieren@Abb. 11.18). Zusatzlich weist das
Fragmentierungsspektrum mm/z303,0974 (Abspaltung 4£igN) und m/z257,0917 (Ab
spaltung HO, GHgN, CO) zwei charakteristische Produktionen gébb. 11.19). Daher ist
davon auszugehen, dass es sich eseld Masse um einen Metabelitvon Enrofloxacin
handelt.
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Abb. 11.17: Extracted lon Chromatogramm fiir die Masse m/z374,1705+ 0,0037 (gemessene Probe:
Huhn?2, Dosis: 10mg/kg KG Enrofloxacin, Zeitpunkt 7R).
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Abb. 11.18; Massenspektum fur den mdglichen Metaboliten m/z 374,1705+ 1 amu zwischen 4,07
und 4,32min (gemessene ProbHuhn?2, Dosis: 10mg/kg KG EnrofloxacinZeitpunkt 72h).
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Abb. 11.19: Fragmentierungsspektrum zwischen 4,16ind 4,66 min fur die Massem/z374,1707
(gemessene ProbHuhn2, Dosis: 10mg/kg KG Enrofloxacin, Zeitpunkt 7R).
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Metabolit m/Z376,16626)

Das Extractedon Chromatogramm fir die Mas$e/z376,1662 weist in allen drei unter
suchten Faecesproben sowohl ein Signal bei ®j80als auch ber,56min auf(Abb. 11.20).
Jedoch ist auf Grund der Voruntersuchungen sowie tlakt8r des mdglicheMetabolien
davon auszugehen, dass dieser bei BB0eluiert. Des Weiteren sind die Signalintensitaten
fur die Proben miting vergleichsweise niedrem Metabolsierung geringerim Massen
spektrum ist diedominierende Massean/z 376,1665 (Abb.11.21), jedoch zeigt das
Massenspektrum der beiden Proben mit geriidetabolisierung auf Grund der geringen
Signalintensitat noch zahlreiche weitere Masdeas Fragmentierungsspektruweist mit
m/z305,0932 (Abspaltung £9N), m/z300,1507 (Abspaltung OH, F,384), m/z261,1031
(Abspaltung CQ, C4HgN), m/z246,0434 (Abspaltung F, s8¢N, CsHs), m/z237,0668
(Abspaltung GHgN, C3H,4, CO) undm/z193,0410 (Abspaltung GOCsHgN, CsHa, CO) sechs
charakteristische Produktionen @abb. 11.22). Daher ist davoauszugehen, dass es sich bei

dem Sigml 5,80min um einen Metaboklinvon Enrofloxacin handelt.
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Abb. 11.20: Extracted lon Chromatogramm fiir die Masse m/z376,1662 + 0,0038 (gemessene Probe:
Huhn2, Dosis: 10mg/kg KGEnrofloxacin, Zeitpunkt 72).
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Abb. 11.21: Massenspektum fur den mdglichen Metaboliten m/z 376,1662+ 1 amu zwischen 5,60
und 5,89min (gemessene Probduhn?2, Dosis: 10mg/kg KG Enrofloxacin, Zeitpunkt 7R).
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Abb. 11.22: Fragmentierungsspektrum zwischen 5,61ind 6,27 min fur die Massem/z376,1664
(gemessene Probduhn?2, Dosis: 10mg/kg KG Enrofloxacin, Zeitpunkt 78).
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12. Diskussion

Die vorliegendeArbeit ist Teil desBMBF-VerbundpojektesRESET, welches sichu. a. als

Ziel gesetzt hatteeineKorrelation zwischen der Resistenzentwicklung und der Konzentration
an Antibiotika in biologischen Matriceaufzuzeigen Daher wardie Hauptaufgabe dieser
Arbeit zunachst die Entwicklung spurenanalytischer Nachwsosvie Extraktionsmethoden
von FluorchinolorAntibiotika in Hihnerplasma sowie Huhnerfaeces, weldasan im
Rahmen von Fitterungsstudien angewandt werden sollten. Dies wurde durch die Entwicklung
einer $EMethode fur die Extraktion von Huhnerplasma sowie einer FlHESissig
Extraktionsmethod&ir HihnerfaecesrfolgreichumgesetztDes Weiteren wurden die entwi
ckelten Methodern insbesondere fir die Extraktion von Huhnerplasmaeiter optimiert

Die Extraktionsmethode fir Huhnerfaeces konnéeh geringfiigigen Modifikationen auch
auf Stallstaube angewmdt werden Diese und weitere Ergebnisse werden detailliert im
folgenden Kapitel diskutiert.

12.1 Methodenentwicklung Hihnerplasma

Fir die Extraktion von Fluorchinolonen in Plasma werden vorzugsweise folgende Methoden
eingesetzt: Proteinprazipitation, FlussiljissigExtraktion oder Festphasenextraktion (SPE).

Im Vergleich zu den beiden anderen Methodegist die SPE zwei Vorteile aukine
selektive Entfernung von stérenden Matrixkomponenten sowie die Anreicherung der
Analyten.Des Weiteren werden mittels SPE meist hohere Analytwiederfindungen erdaicht

bei der FlussigrlussigExtraktion ionische Verbindungerwie Fluorchinolone zunachst in

ihre neutrale Form Uberfuhrt werden missen und zudem mehrere Extraktionsschritte fir eine
guantitative Extraktion notwendig sindaher wurde fir die Probenvorbereitung von Huhner

plasmain dieser Arbeitie SPE eingesetzt.

Eine Vielzahl von SPEMaterialien ua. MixedMode, Polymer oder Kieselgel
Umkehrphasen sind fiir die Extraktion von Fluorchinolonen in biologischen Proben geeignet.
Hauptsachlich werden jedoch Umkehrphasen auf Poly(@arcéset al. 2006 Hermo et al.

2005 Hernandezt al.2002 oderKieselgebasis(Gonzalezt al.2006 Manceatet al. 1999
verwendetDabei weisen Polymddmkehrphaseimm Vergleich zu Umkehrphasen atiesel
gebasis zwei Vorteile auf: einerseits eine hdhere Ladungskapazaiéturch geringere
Sorbentsmengen benétigt werdamd zum anderen kdnnen geringere Elutionsvolumina

eingesetzt werden, was den Analytdurchbruch deutlich minimiert.
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Insgesamt wurden im Rahmen der Methodenentwicklung vier Umkehrphasen auf Polymer
basis (Oasis HLB, Strata X, SDB und Isolute ENV+), eine Unmidease auKieselgebasis
(HyperSep C18) sowie funf Mixedlode-Phasen (HRXA, Easy, HyperSep Retain PEP, HR
XC und HyperSep Retain CX) eingesefzie Ergebnisséelegendass durch den Zusatz von
Sauren oder Basen zum Elutionsmittel die Analytwiederfigegm fir Umkehrphasen auf
Polymerbasis id. R. deutlich gesteigert werden kdnnen. Zufriedenstellende Wiederfindungen
fur Ciprofloxacin sowie Enrofloxacin wurden sowohl rditei Mixed-Mode SaulenHyper

Sep Retain PEP, Easy uhiR-XA) als auch midrei Umkehrphasen auf Polymerbag3asis
HLB, Strata X und SDBErreicht.Um storende Matrixkomponenten im Probenextrakt und
somit Matrixeffekte zu minimierenst die Integration eines zusatzlichen Waschschnttis
einer methanolischen Waschlosungben Reaistwasser von Vorteildedoch konnte in das
SPEProtokoll der zwei MixedMode Saulen Easy sowie HRA kein weiterer Waschschritt

mit einer methanolischen Losung ohne Analytverlust integriert wemienintegration eines
zusatzlichen Waschschrittes mit mma&bolischen Waschlosungen war fir dier weiteren
SPESaulen hingegen mogh. Dabei reicht die Spannweitker methanolischen Lésungen,
die ohne Analytverlust eingesetzt werden kénnen, vofe2@asis HLB und HyperSep
Retain PEP) bis 9% (SDB) MethanolDaher ist anzunehmendass die Probenextrakte, die
unter Verwendung von 9% Methanol als Waschlésung extrahiert wurden, wesentlich
weniger stérende Matrixkomponenten aufweisen. Jedstcder methanolische Anteil im
Waschschritt nicht zwingend ein Indika flr die ExtraktreinheitSo weisenz.B. die UV-
Chromatogramme fur Strata X (80 Methanol als Waschlosung) im Vergleich zu SDB
(90% Methanol Waschlosund)edeutend weniger stérende Peaks im Elutionsbereich der
Analytenauf. Der anwendbare Methanolgehalt in der Waschldgahgomitabhéngig von
dem eingesetzten Sorbent und nicht von einem SaulentBp Umkehrphase auf Polymer
basis. Daher muss fur jesi8orbent eine individuelle sequentielle Elution zur Ermittlung des
optimalen Waschschrittesohne Analytverlust durchgefuhrisowie die Effektivitat des

Schrittes (Reinheit des Probenextraktes) Uberpruft werden.

Des Weiteren wurden die sechs SHEthoden mit den besten Wiederfindungen fir Gipro
floxacin und Enrofloxacin bezugh der Elutionsvolumina optimiert, um den Losungsmittel
verbrauch sowie die Probenvorbereitungszeit zu minimigfén.die beiden MixedMode-
Phasen Easy sowie HyperSep Retain REi?t die Reduktion der Elutiomslumina zu einem
Einbruchder Analytwiederindungn, insbesondere fur Ciprofloxad®5 % weniger) Jedoch
sinken die Wiederfindungen der anderen Analyten ebenso, allerdings nicht in tiegsany.

Das unterschiedliche Elutionsverhalten von Ciprofloxacimsbesondere, wenn man die
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strukturelleAhnlichkeit zu Enrofloxacin in Betracht ziehtist unerwartetJedoch berichten
Karcé und Bal c &lgsigRlssigExDatidn vonfFluarchidolomen in Boden
sowie Giulleebenso, dassich auchdas Extraktionsverhalten von Ciprofloxacin undrd=n

floxacin stark unterscheidet.

Da die Evaluierung von Matrixeffekten in der Methodenentwicklwog Hihnerplasma
einen wesentlichen Bestandteil darstellt und umfangreich untersucht wurde, wird dieser
Bereich im folgenden Kapitel diskutiert.

12.2 Evaluierung und Minimierung von Matrixeffekten in der Analytik von

Huhnerplasma

Die Evaluierungund Minimierungvon Matrixeffekten wéahrend der Methodenentwicklung ist
ein wichtiger Schritt, um wa. die Richtigkeit und Prazision einer analytischen Metlmde
gewahrleistenAls Marker wurden Phospholipide gewéhlt, da diesebis zu 3g/L (Wu et

al. 2008 in betrachtlichen Mengen in Plasma vorhanden sind und zddéimbekannt sind
Matrixeffekte zu verursacherZiel war esdaher Matrixeffekte durch die Entfernung von
Phospholipiden wahrend der Probenvorbereitmmigels SPEsowie durch die Optimierung
der chromatographischen Bedingungenreduzieren. Hierzu wurden sowohl Umkehrphasen
auf Polymerbasis als auch eine Kombination aus -eirMixed-Mode-Anionen und

-Kationenaustauscher eingesetzt.

Fur die massenspektrometriscBetektion von Phospholipiden wurden zunéchst folgende
vier Methoden untersucht: Vorlaufenen Scan, Neutralverlust Scatof@nduzierte Disso

ziation in der lonenquelle sowie Selected lon Monitoring. Beim Vorlauferionen Scan,
Neutralverlust Scan und 48aurce CID handelt es sich um Screenifmgw. Ubersichts
methoden mit denen Phospholipide qualitativ und summarisch erfasst werden kénnen. Jedoch
ist ohnea priori Informationen(z. B. Polaritdt der eingesetzten HPiSaule)i. d. R. keine
Unterscheidung zwehen den einzelnen Phospholipidklassen und somit keine Aussage Uber
die Zusammensetzung der Phospholipide im Plasma mdglich. Des Weiteren kann die Erfas
sung von Substanzen, die das gleiche Fragment oder den gleichen Neutralverlust gufweisen
zu falsch posiven Ergebnissen fuhren. Daher sind diese Methag@nempfehlenswert,

wenn die Extraktreinheit von Plasmaproben beurteilt werden soll und keine weiteren Infor
mationen Uber die Phospholipidzusammensetzung erforderlich sind. So eignen sich der

Vorlauferionen Scan vom/z184,1 und @ In-Source CID vorm/z184,1- wie auch vonXia
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und Jemal (200psowie Little et al. (200§ beschrieben zur simultanen Erfassung von PC,
Lyso PC und SM. Jedoch ist mit Hilfe des Vorlauferionen Scans im Vergleich zGouhte

CID eine sensitivere Bestimmung dieser Phospholipide mdoglich. Des Weiteren kdnnen mit
dem Neutralverlust Scan von 1B& gleichzeitigPE und Lyso PC erfasst werden. Auf Grund
des schlechten SigralrRauschverhéltnisses des Vorlauferionen Scanswath53 ist keine
Erfassung weiterer Phospholipidklassen wie PA, PS, PG und Pl moglich. Daher kdnnen mit

diesen Screeningmethoden nur PC,dP, SM, Lyso PE und PE erfasst werden.

Im Vergleich zu den bereits genannten MS/MS8thoden ist it Hilfe des SRM eine
sensitivere und selektivere Bestimmung von Phospholipiden moglies.wurde ebenfalls
von Xia und Jemal (2009 gezeigt.Die Erfassung spezifischer PhospholiMéssentuber
gange jeder Klassermdglicht ihre qualitative sowie semuantitative Bestimmung. Zudem
besteht die Moglichkeit Phospholipidprofile zu erstelldrh. eine Aussage lber die Phos
pholipidzusammensetzung jeder einzelnen Klassdreffen Aber auch die Ermittlung des
Anteils jeder Phospholipidklasse zu@esamtphospholipidgeha#it moglich Auf Grund der
genannten Vorteile des SRModus wurde dieser zur Bestimmung von Phospholipiden in

Huhnerplasma verwendet.

Die Methodenentwicklung zur Extraktion von Fluorchinolonen in Higblasma hat gezeigt,
dass die besten Analytwiederfindungen, wenig stérende Matrixkomponenten im -Proben
extrakt sowie eine Minimierung des Elutionsvolumens unter Verwendung der beiden
Umkehrphasen auf Polymerbasidasis HLB und Strata Xerreicht wuden. Daher wurden
diese beiden Saulen fur weitere Methodenoptimierungsschritte, die sich mit der Evaluierung
und Minimierung von Matrixeffekten beschaftigen, verwenda¢r Gesamphospholipid
gehalt in mit Oasis HLB extrahierten Plasmaprobsin ungefahr doppélso hoch im
Vergleich zu mit Strata X extrahieren Proben. Jedoch konnten nur fir Marbofloxacin und
Ciprofloxacin erhéhte Matrixeffekte fur eine Konzentration von @@L bestimmt werden.
Dennochwar ein Ziel dieser Arbeit Phospholipide im Probenexttaku reduzieren. Daher
wurde auf Grund des geringeren Ausgangsgehalts an Phospholipiden, die Strat&sXu&PE

fur weitere Untersuchungen zur Minimierung von Matrixeffekten sowie Phospholipiden im

Probenextrakt verwendet.

Die Untersuchungen zum Einflusgréchiedener Elutionsmittel auf den Phospholipidgehalt
im Probenextrakt von Umkehrphasen auf Polymerbasis haben gezeigt, dass auf-die Ver
wendung von angesauerten Elutionsmitteln sowie Acetonitril verzichtet werden sollte, da

diese im Vergleich zu Methanau einer deutlich verstarkten Phospholipidelution fihren.
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Dies steht im Widerspruch zZ0hamberset al. (2007, die berichten dass die Verwendung
von Methanol, angesauertsowie basischen Elutionsmitteln keinen Einfluss auf die Phos
pholipidelution bei Umkehrphasen auf Polymerbasis B&s Weitererschreibensie, dass
Phospholipide in Methanobesser |6slichsind als in Acetonitril. Dies konnte in der
vorliegenden Arbeiebenfallsnicht bestatigt werden, da der groéf3te Anteil an Phospholipiden
mit Acetonitril eluiert unddiesedaher l6slicher in Acetonitrdind Lahaieet al. (2010 haben

- wie auch hier gezeigt dass beUmkehrphasen auf Polymerbasis der Phospholipidgehalt im
Probenextrakt unter Verwendgivon Acetonitril ansteigtEine moégliche Erklarung sind die
unterschiedlichen Elutiesstarken beider Elutionsmittéflethanolist polarerals Acetonitril,
weshalbdavon aisgegangen werdekann dass unter Verwendung einer Umkehrphase die
unpolaren Phospholipide wahrscheinlicher mit Acetonitril eluieren. Zusatzlich hatheme

et al. (2010 festgestellt, dass der Zusatz vAmeisensaure zu Acetonitril den Phospholipid
gehalt im Probenextrakt bei Verwendung von UmkehrphaserKiasktlgebasis verstarkt.
Bisher gibt es keine Literaturdatemie sich der Einsatz von angeséuerten Elutionsmitteln auf
die Phospholipidelution bei Umkehrphasen auf Polymerbasis auswirkt. Jedoch wird durch
Ameisensauravahrscheinlichdie Bindung zwischemnlen Phospholipiden undler Umkehy
phase beeintrachtigt, so daieseim Vergleich zur Elution mit organisen Losungsitteln

ohne Saurezusaiz grof3eren Mengen eluieren.

Bei der Verwendung von Umkehrphasen auf Polymerbasis ist der Einsatz einer weiteren
Waschlésung neben Reinstwasser ratsam, da somit der Phpsjgebialt im Probenextrakt
reduziert werden kann. Jedoch war es nicht mégétth Phospholipide durch einen zusétz
lichen Waschschritt zu eliminieren. So kénnen durch4Methanol als Waschlésung
ca.30% PC, SM und PE entfernt werddéfaine Reduktion de Lyso PGGehaltegst hingegen

nicht moglich, da diese emstit 80 % Methanol eluiererDaherist der Phospholipidgehalt im
Probenextrakder StrataX-Extraktion wesentlich héher im Vergleichum Extrakt aus der
Kombination aus MixedMode-Anionen und -Kationenaustausche€hamberset al. (2007
bericdhten ebenfalls, dass Mixédode-Phasen im Vergleich zu Umkehrphasen auf Polymer
basis zu saubemn Probenextrakterbei der Extraktion von Plasmd&ihren. In der
vorliegenden Arbeit konnte durcldlie Kombination aus MixetMode-Anionen und
-Kationenaustauscher der Gehalt an Phospholipiden im Probenextrakt im Vergleich zu
Umkehrphasen auf Polymerbasis emenFaktorgrof3er30 verringert werdenChamberset

al. (2007 hingegenstellten zwischen Umkehrphasesuf Polymerbasis und Mixedlode

Phasen nur einen Faktor von zwei fest.
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Die Optimierung der chromatograptien Bedingungen hat gezeigt, dass die Integration
eines Spulschrittes mit 9 Methanol in den HPLGradienten sowie einer erhéhten Fluss
rate dazu beitragekdnnen die Elution von unpolaren Substaniewie auch Phospho
lipidenT zu beschleunigen. Zugdith konnte gezeigt werden, dass die Injektion eines
Losungsmittelblanks zwischen zwei Proben ausreichend ist, um die Akkumulation ven Phos
pholipiden auf der Trennsauleu vermeiden und somit unspezifischen Matrixeffekten

vorzubeugen.

Matrixeffekte wurén sowohl durch die Dotierung einer extrahierten Leerplasrhapats

auch mittels Postolumninfusionsexperimente bestimmt. Bei der PostolumntInfusion ist

jedoch zu beachten, dass bei der Verwendung eines Gradienten die Injektion eines Blanks
(Methanol) als Referenz unerlasslich ist, da ansonsten Beleickdromatogramnfélsch
licherweise als Matrixeffekte interpretiert werdénnen die auf einer Anderung des
Gradienten beruherZzudem ist zu beachten, dass jeder Analyt separat infundiert werden
muss, da eine Beeinflssng der Analyten untereinand@cht ausgeschlossen werden kann.
Anhand der Postolumninfusion konnte am Beispiel von Diflaxin gezeigt werden, dass
Phospholipide konzentrationsabhanghMatrixeffekte verursacher. h. niedrige Konzentra

tionen sind starker von Matrixeffekten betroffen als hohe AnalytkonzemtestioDaher

missen Matrixeffektem relevante Konzentrationsbereh bestimmt werden.

Die Postcolumninfusionsprofile sowohl der urspringlich€8ignalverstarkung Difloxacin)

als auch der optimiertgfsignalunterdriickung MarbofloxaciiVethode fur die Umkehrphase

auf Polymerbasis haben gezeigt, dass die Fluorchinolonanalytik von Matrixeffekten
beeinflusst wirdlm Gegenatz dazu weisen die PesblumnInfusionsprofile firdie Kombk

nation aus MixeeMode-Anionen und -Kationenaustauscheiir keinen der untersuchten
Analyten Matrixeffekte auf. Ebenso sind im Elutionsbereich der Phosphoiipidéergleich

zur Umkehrphase auf Polymerbak&ne Matrixeffekte ersichtlich. Daher wedie Kombk
nation aus MixeeMode-Anionen und-Kationenaustascher wei entscheidende Vorteile auf.
Zum einen kénnemohere Wiederfindungen (bis auf Ciprofloxacerkielt werderund zum
anderen kénnen Phospholipide im Probenextrakt um einen Faktor von mehr als 30 reduziert
werden Somit istdie Kombination aus Mixetlode-Anionen und -Kationenaustauscher fur

die selektive Extraktion von amphoteren Verbindungewie den Fluorchinolona i bei
gleichzeitiger Elimination stdrender Matrixbestandteile geeignatl empfehlenswert
Neutrale und kavnische Storsubstanzen werden von Meted-Mode-Anionenaustauscher

Phase durch die Verwendung vodclAmmoniak in Methanol eluiert, wahrend anionische
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und amphotere Verbindungen weiterhin retatdisrden Durch die Wahlhon angeséauertem
Elutionsmittel zur Elution der Substanzen von ddixed-Mode-Anionenaustauschdthase

auf dieMixed-Mode-Kationenaustauschéthase werden saure Verbindungen eluwiad nur

noch amphotere Substanzeerbleiben auf dem Mixed-Mode Kationenaustausche’uf
Grund dersehriberzeugendeBrgebnisse wurde fur die Extraktion von Plasmaproben, die im
Rahmen der Tierstudien entnommen wurden, die Kombination aus Oasis MAX/Oasis MCX

eingesetzt.

Zusammenfassend kamm dieser Stelléestgestellt werden, dass der Phospholipidgehalt i
Probenextrakt und Matrixeffekte durch die Verwendung eirmmbination aus einem Mixed
Mode-Anionen und -Kationenaustauscher im Vergleich zu einer Umkehrphase auf Pelymer
basis deutlich reduziert werden komrmt®ennoch ist zu bedenken, dass Niateridkosten
dieser Methode in etwa doppelt so hoch sind. Bei Verwendung der Umkehrphase auf Poly
merbasis sollte auf angesauerte Elutionsmittel sowie Acetonitril verzichtet werden, da dies zu
einer erhtéhten Phospholipidelution beitragt. Des Weiteren solltelrdegration eines
zusatzlichen Weclschrittes in Betracht gezogen werden, um stérende Matrixbestandteile
effektiv und selektiv zu eliminiereiese Arbeithat dartiber hinaus gezeigt, dass die Post
columntinfusion eine geeignete Methode ist, um die Bdéreion Chromatogrammzu
identifizieren,welchevon Matrixeffekten beeinflusst werdeDabei hatsich herausgestellt,
dass die Analytik von Marbofloxacin und Difloxaamnter Verwendung der Umkehrphase auf
Polymerbasisron Matrixeffekten beeinflusst wirdaher ist ein analytischer Mehraufwand
z.B. der Einsatz eines internen Standards, Standardaddition odatiix-Kalibrierung
notwendig, um diese Matrixeffekte zu kompensieren. Die Integration eines Spulschrittes mit
erhohter Flussrate in den HPi@&adienten und die Injektion eines Losungsmittelblanks
zwischen de Probeninjektioen sind empfehlenswert, um Verschleppungeetentionszeit
verschiebungen odetie Akkumulation storender Matrixkomponenteru vermeiden.Des
Weiteren sollte beachtet werden, sl&datrixeffekte komentrationsabhangig sein kénnen und
daher im relevanten Konzentrationsbereich untersucht werden missen. Zudem konnte gezeigt
werden, dass Phospholipide geeignete Marker fir die Bestimmung von Matrixefiekter
Extraktion von Plasmaind, d. h. die Reduktion von Phospholipiden wahrend der Probenvor

bereitung minimiert Matrixeffekte und andere stérende Matrixbestandteile im Probenextrakt.

Die meisten publizierten SPHEethoden zur Extraktion von Fluorchinolonen in Huhner
plasma verwende zur Detektion einen UY Diodenarray oder Fluoreszenzdetektor und

kénnen somit nicht zu direkten Vergleich herangezogen werderdiglich zwei massen
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spektrometrische Methoden zur Detektion von Fluorchinolo(Marbofloxacin, Cipre
floxacin, Enrofloxacin und Difloxacinjn Schweineplasma sind in der Literatur beschrieben
(Garcéset al. 2006 Hermo et al. 2011) Die Bestimmungsgrenze fur die in dieser Arbeit
entwickelten Methode ist um den Fak®¥f 8 (LC-MS/MS; Garcéset al. 2006 sowie um den
Faktor20- 40 (LC-MS; Hermoet al.2011)je nach Analyniedriger.

12.3 Methodenentwicklung Hihnerfaeces

Fur die Extraktion von Fluorchinolonen Faeces werderorwiegenddie FlussigFlissig
Extraktion, die UltraschallExtraktion, die Mikrowellenextraktion oderdie beschleunigte
LosungsmittelextraktionASE: Accelerated Solvent Extractio@ngewandt. Im Rahem der
Methodenentwicklung wurde sowohl die FlusKigissigExtraktion als auch die Mikro
wellenextraktion eingesetzt. Dabei wurde der Einfluss unterschiedlicher Extraktionsparameter

untersucht sowie optimiert.

Haufig wird fur die FlussigFlussigExtraktion von Fluorchinolonen Acetonitril als Extrak
tionsmittel verwendefHu et al. 201Q MartinezCarballoet al. 2007 Zhaoet al. 2010, da es

eine bessere Wiederfindung im Vergleich zu Dichlormethan, Methanol und Ethylacetat
ermoglichen sol(Horie et al. 1994 Yorke und Froc 2000 Jedochkonnte indieser Arbeit
gezeigt werdendass Dichlormethan die groRte Extraktionseffizienz gegeniber Fluorchino
lonen aufweistDies stimmt mit den Ergebnissen véheriniet al. (2004 Uberein Zhouet al.

(20089 verwendeten als Extraktionsmittel Chloroform, welches hier gezeigtmit
Dichlormethanvergleichbare Ergebnisse liefefedoch auf Grund seinargunstigentoxi-

kologischen Eigenschaften nicht in dieser Arbeit verwendedevu

Fur eine quantitative Extraktion der Fluorchinolone ist die Verwendung eines Losungsmittels
nicht ausreichend, sondern die Einstellung desWseites istzusatzlicherforderlich. Die
Zugabevon Séauren und Basen zum Ldsungsmiifiért i wie auchvon Bailac et al. (2009
beschriebeii zu einer verstarkten Extraktion von stérenden Mhgstandtéen. Daher

wurden zur pH-Werteinstellungder Extraktionslésung sowider Probe Puffer verwendet

Dabei zeigte sich, dass die Wiederfindung vom eingestelltelVpH abhangigist. In der
vorliegenden Arbeit konnten die besten Ergebnisder Verwendung voMc-Illvaine-Puffer

pH 7,0 erzielt werden. Der optimale pMert fur die Extraktion von Fluorchinolonen wird in

der Literatur kontrovers diskutierffuriel et al. (2006 und Kar cé und(20B%!l céo
schreiben dass die beste Extraktionseffizienz unter Verwendung von basischen Ldsungen

erreicht wird. Hingegen gibtMartinezCarballo et al. (2007 an, dass die besten Fluor
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chinolonWiederfindungen bei saurem pHert erlangt waten. Analog zu den Ergebnissen
dieser Arbeit kommeiRierini et al. (2004 zu demErgebnis dass Fluorchinolone am besten
bei neutralen pHVert extrahiert werden kénnen. Auf Grund ihrer Amphoterie besitzen-Fluor
chinolone zweipKs<Werte, die ungefahr zwischen 6 und 8 liegem.dn diesem Bereich
liegen sie in ihrer neutralen Form vor und besitdann auchdie hochste Loslichkeit in
organischen Ldsungsmitteln @. Dichlormethan) und die geringste in polaren Lostngs
mitteln (z.B. Wasser)Dies lasst sich experimentell auch Uber den OktavaéserVerteil-
ungskoeffizienten nachweisen uramit stimmendie erzielten Ergebnissegut mit den

theoretischen Grundlagéierein

Der pHWert ist ein wichtiger Extraktionsparametéir eine FlussigrlissigExtraktion
Dennoch hat sich gezeigt, dass durch die Optimierung dé&'@ites zwar eine Verbesserung

der Wiederfindungir Ciprofloxacin erreicht wurde, diese jedoch nicht ausreichectiwar.

Daher wurde nach weiteren Moglichitean gesucht, um die CiprofloxaciWiederfindung zu
verbessern Trotz seiner strukturellen Ahnlichkeit zu Enrofloxacmechselwirkt Cipre
floxacin wesentlich spezifischer und starker mit Matrixbestandteileodurch die Extrak
tionseffizienz herabgesetztenden kann(Kar cé und B)aBekaam pindwa. 2 0 0 9
hydrophobe Wechselwirkungen, Wasserstoffbrickenbindungen, lonenaustausch sowie
Komplexierung(Hu et al. 2010. Insbesondere diBildung van Chelatkomplexerwischen
Fluorchinolonenund divalenten oder trivalenten Kationen stellt ein mogliches Problem dar.
Um diesen Effekt zu minimieremwurde EDTA bei pH7,0 als Komplexbildner eingesetEiir
Ciprofloxacin bewirkt eine steigende EDIonzentation die Zunahme der Wiederfindung

Somit ist die Wechselwirkung von Ciprofloxacin mit MatrixbestandteilanFaecesvahr
scheinlichhauptséachlich aufid Chelabildung mit KationenzurtickzufihrenDie Wieder
findungen der anderen Analytemken hingegemit steigender EDTAKonzentration. Als
Kompromiss wurde daher O EDTA pH 7,0 verwendetwomit die CiprofloxacinWieder

findung im Vergleich zu Mellvaine-Puffer pH7,0 immer noch deutliclgesteigert werden
konnte. Der in dieser Arbeit geeigte Effekt von sinkenden Analytwiederfindungen bei
steigender Extraktionszeit sowie Extraktionstemperaturen wurde bereitJurcei et al.

(2009 fur Bodenbeschrieben.

Mit Hilfe der Mikrowellenextraktion sollte die Probenvorbereitungszeit sowie das Ldésungs
mittelvolumen bei gleichzeitiger Erhhung der Analytwiederfindung reduziert werden. Jedoch
kénnen weder durch die Verwendung von orgams Losungsmitteln noch durch wassrige

Lésurgen und anschlie3ender Aufreinigung mittels SPE Analytwiederfindungéd%s>



Diskussion 122

erzielt werden. Umdie gleichenoder sogar hthere Wiederfindungen im Vergleich zur
FlissigFlussigExtraktion zu erreichen, waren der Einsatz von hoheren Temperaturen,
anderen Lasngsmitteln, mehreren Extraktionszyklen sowie eine Erhéhung des Lésungs
mittelvolumens notwendigBis auf eine Erhdhung der Extraktionszyklen, welche allerdings
im Vergleich zur FlussigrlissigExtraktion keine Zeitersparnis bedeutet, sind die weiteren
Schritte auf Grund geréatebedingter Limitierungen niofiglich. Auf Grund der Komplexitat

der vorliegenden Matrix missen die mit dieser Methode erreichten Analytwiederferdung
als Optimum angesehen werdddaher wurde diezunachstentwickele FlussigFlussig

Extraktionsmethode fir die Extradh von Faecesprobdieibehalten

Ein direkter Vergleich der in dieser Arbeit entwickelten Extraktionsmethode mit literatur
bekannten Methoden ist schwierig, da bishen&d-lussigFlissigExtraktionsnetiode zur
Extraktionvon Fluorchinolonen in Hihnerfaeces mit anschlieRender massenspektrometrischer
Detektion entwickelt wurde. Jedoch sind zwei Ultraschallextraktionsmethddartirfez
Carballoet al. 2007 Zhaoet al. 2010 und eine Mikrowellenextraktionsmethoddu et al.

2010 mit anschlie3ender fluorometrischer oder massenspektrometrischer Deféktitie
Extraktion von Fluorchinolonen in HiuhnerfaedasschriebenDie Wiederfindungen liegen

fur Ciprofloxacin zwischen 78 und 106 (Hu et al. 201Q MartinezCarballoet al. 2007,
Zhaoet al. 2010, fur Enrofloxacin zwischen 82 und 88 (MartinezCarballoet al. 2007,

Zhaoet al. 2010 sowie fiur Difloxacin bei 7446 (Zhaoet al. 2010 und sind somit deutlich
hoher als die in dieser Arbeit beschriebenen Wiederfindungedochgeht aus diesen
Arbeiten nicht eindeutighervor, ob diese Wiederfindungen auf einen internen Standard
bezogen wurden und sonpitinzipiell deutlich héher sind oder wie in dieser Arbeit die reinen
Analytwiederfindungen darstellen. Die in dieser Arbeit erzielten Bestimsgragzen sind

im Vergleich zu den in der Literatur beschriebenen Methoden mit massenspektrometrischer
Detektion fur Ciprofloxacin um den Faktor 263 besser und fur Enrofloxacin sogar um den
Faktor 113 KHu et al. 201Q MartinezCarballo et al. 2007). Im Vergleich zur fluore
metrischen Detektion sind die Bestimmungsgrenzen um den Faktor 83 fiir Ciprofloxacin, um
den Faktor 370 fur Enrofloxacin sowie um deaktor 165 fir Difloxacin niedrigeZhao et

al. 2010. Marbofloxacin wure in diesen Arbeiten nicht untersucht.

12.4 Tierstudien

Der Einsatz von Antibiotika ist in der intensiven Nutztierhaltung weit verbreitethénélg
auch zwingendnotwendig um die Gesundheit eines Bestandes zu gewéahrleistdnchle
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nehmen Antibiotikaresistenen seit 2Qahren deutlich zu, wodurch die therapeutischen
Moglichkeiten sowohl in der Humaals auch in der Veterinarmedizin eingesatkt werden.

Ein Ziel dieserArbeit war es den Zusammenhang zwischen @&abevon Fluorchinolonen

und der damit verbundenen Entstehung resistenter Keime néher zu charakterisieren. Hierbei
sollten vor allem die Art der Applikation, Dosis und Behandlungsdauer kritisch betrachtet
werden. Insbesondere die Verabreichung Uber das Futter birgt das Risikabtoers
peutischen Kontaminationea. B. Uber Stallstaub. Der Einfluss dieser subtherapeutischen
Konzentrationenauf die Entstehung resistenter Mikroorganismen wurde bisterwenig
untersuchtDaher wurden in dieser Studie Hihner mit der therapeutis€berentration von
10mg/kg KG Enrofloxacin sowie Verschleppungsdosen vonn@y&kg, 1mg/kg und

3 mg/kgKG Enrofloxacin behandelund die Konzentration an Enrofloxacsowie seines
Hauptmetabol@n Ciprofloxacin in Plasmaproben (teilweise in dieser Arbeit), Stallstantd
aerosolern(Scherz 201Bsowie in Faecesproben bestimmes Weiteren wurde dientwick-

lung von resistenteBakterien imBehandlungszeitrauwerfolgt (Scherz 2013

In Hihnerfaecesproben konnten Enrofloxacin und Ciprofloxacin sowohl éiiBelnandlung

mit der empfohlenen Dosis als auch nach der Behandlung mit Verschleppungsdosen
guantifiziert werden.Die hochste Konzentratiom Hihnerfaecedsur Enrofloxacin betragt
ca.60 mg/kg und fur Ciprofloxacin c&20 mg/kg, beideProbenstammerausder Behandlung

mit der empfohlenen Dosis. Die Ergebnisse zeigen, dass ein Eintrag der beiden Antibiotika
die Stallumgebungz.B. durch getrocknete Faecespartikdenkbar ist. Daher wurden
Sedimentatinsstaubproben und Stallaerosalé das Vorhandenseivon Enrofloxacin sowie
Ciprofloxacin Uberprift. Dabei konmteEnrofloxacin mit bis zu 1¢ig/g und Ciprofloxacin

mit ca. 1ug/g in Sedimentationsstaub detektiert werden. Die gefundenen Konzentrationen in
Stallaerosolen betrugen bis zu &gnt fir Enrofloxacin sowie bis zu &g/nT fir Cipro-
floxacin. Beide Antibiotika konnten nocimehrereTage nach Behandlungsenideder StaH

luft nachgewiesen werd€Bcherz22013.

Auf Grund derGroRRe von Gefligelbestanden erfolgt die Applikation der pharmazeutischen
Praparatéhauptsachlicloral Gber das Trankwasser odisFutter Die orale Verabreichung
birgt auch Risikenwie u.a. eine schlechtere Bioverfligbarkeit der Pharmazeutika, die u.
nicht ausreichende Wirkstoffspiegel als Folge halzersatzlich sind/erschleppungen durch
ungentigede Reinigung des Trankesgms oder Verteilung von Futterpartikeln in die Stall
umgebungmaglich (Léscheret al. 2006. Jedoch kann nahezu ausgeschlossen werden, dass

Enrofloxacin und Ciprofloxacin in der vorliegenden Studie durch die Verschleppung tber das
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Futter in Sedimentationsstaubproben sowie Stallaerosolen gelangten,edmitieitenKon-
zentrationen fur die Behandlung Uber Trankwasser sowie Faltidichwaren.Samit scheint
der Haupteintragsweg von Enrofloxacin sowie Ciprofloxacin in die Stallumgeioeigdie
Verteilung von getrockrien Faecespartikeln zu erfolgen, woraine Wiederaufnahme der

beiden Antibiotika unterhalb der therapeutischen DiagiJier und Menscimaoglich ist

Auch in Kontrollproben (Probeentnahme vor Behandlungsbeginn) aller Tiere sowie Behand
lungsszenarien in Faecesproben konnEofloxacin (bis zu 2ug/kg) sowie teilweise
Ciprofloxacin (bis zu 0,7ug/kg) sicher quantifiziert undiber das Verhaltnis der beiden
Massenubergange auch  qualifiziert werden. Eine Verschleppung wahrend der
Probenvorbereitung kanausgeschlossen werden, déarfjede Probezum Einwiegen @
separater Spatel verwendeurde. Dartber hinaus wurden beide Antibiotikadien fir die
Extraktion verwendeten Losungsmitteln sowie Losungeht nachgewiesen. Auchiurden
beide Antibiotika in einer aujearbeiteen Leematrixprobe (Hinnerfaeces von
unbehandelten Tieren, die iRmhmen der Methodenentwicklungd -validierung verwendet
wurde) nicht nachgewiesen. Des Weiteren ist davon auszugehen, dass wenn es sich um eine
Verschleppung wahrendder Probenvorbereitung handelebenso Marbitoxacin  und
Difloxacin hattendetektiert werdemuissenda dieseebenfallswie auch der interne Standard
Ciprofloxacin d8 zur Kontrolle des Extraktionsprozessesn Faecesprobemringesetzt
wurden. Die zwischen deKontrollproben gemessen Lésungsmittelblanks zeigen keine
Signale fir die untersutdn Analyten. Damit kann auch eine Verschleppumgerhalb des
HPLC-Systems ausgeschlossen werdddie ermittelten Spurenkonzentrationen beider
Antibiotika wurden somit wahrscheinlickentweder im &ll der Stiftung Tierarztliche
Hochschule Hannover oder bereits im Gefliagehtbetriebaufgenommen.insbesondere
wenn zuvotin dem StalleineBehandlung mit Enrofloxacistattgefundemat und dieser nicht
ausreichend gereinigt wurde, ist eine Aufnahmeritle Stallumgebung mdglich, wie bereits

Kietzmannet al. (19995 anhand vonSulfamethazirdemonstriert haben.

In den Faecesprobernwurden hohe EnrofloxacinKonzentrationen ermittelt, was darauf
hindeutet, dasder grof3te Anteil an Enrofloxacin unmetabolisiert wieder ausgeschveiden
und nur teilweisesine Metabolisierung irdenaktiven Metabolien Ciprofloxacinerfolgt Die
Metabolisierungscheint zudem abhéangig von der verabreichten flemacindosis zu sein, da
diesemit zunehmender Dosis ebenso anst&igt. Bestatigung sollten die Versuche allegdin

mit groReren Versuchsgrpen (n > 10) durchgefiihrt werden, da die Metabaisng tier-
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spezifisch istd. h. manche Tier&dnneneine deutlich héhere Metabsierungaufweisenals

andere

Die ausgeschiedenen Konzentrationen sowohl von Enrofloxacin als auch von Ciprofloxacin
wahrend der Behandlung mit der empfohlenen Dosis vomd/Rg KG Enrofloxacin sind
betrachtlich Zwei Tage nach Behandlungsende werden immer tixtzu Img/kg Enre
floxacin ausgeschiederwomit erhebliche Mengen an Fluorchinolonen in die Umwelt
gelangen wirden, wenn diese Exkremente als Dufigelandwirtschéliche Nutzflachen
Verwendung fanderAusgehend von einer Enrofloxaeifonzentration vorl mg/kg Faeces

einer durchschnittlicherGesamtasscheidung von 16§ Tag/Tier (Siegmann 2005sowie
einem Bestand von 1@00 Tieren wirden somit,65g Enrofloxacin in die Umwelt gelangen.
Diese Mengen wareauf jeden Fall nochdeutlichhéher wenn diewahrend des Behandlurgs
zeitraumes ausgeschiedengrkremente als Dinger verwendgerdenwirden. Bisher ist
wenig Uber mdglich&olgen,wie z.B. die Enstehung resistenter Mikroorganismen oder-{tox
ischer) Abbauprodukte bekannt. Jedoch seei Fluorchinolone im Boden eigrof3es
Sorptiorsvermdgenan Bodenbestandteilauf, was einerseits ihre biologische Aktivitat
reduziert aber ihre Wirkung nicholistandig aufhebtDaher sollte der Eintrag von Fluor
chinolonen in die Umwelt so gering wiedglich sein. Eine Méglichkeiym den Abbau zu
beschleunigerware die Verwendung dieser Exkremente in FermentationsprozessenB.

in Biogasanlageninformationenbeziiglich méglicher Abbauprodukte, ihren toxikologischen
sowie antibakteriellen Eigenschaften sind jedsehr lickenhaf{Panseriet al. 2013. Eine
weitere Mdoglichkeit um den Eintrag von Fluorchinolonen in die Umwelt so gering wie
mdglich zu halten sind die Uberpriifung von Exkrementen behandelter Tiere auf Antibiotika
rickstande und dianschlie3ende Verbrennung dieser Exkremente. Nachteile sind jedoch der
hohe Energieverbrauch sowie die Emission von Treibhausg&®e. Weiteren konnen
Futterungsstudien und die Bestimmung der Faeceskonzentration von Enrofloxacin tber einen
langeren Zeitram (bis zu 20rage) dazu verwendet werddempfehlungendariiberauszu
sprechenab wann Exkremente wieder als Diundérwendung finden konnterProblema
tischware hierbei jedoch die Festlegung eines Schwellenweatgsrend auf ae bisherigen

Datenmateal.

Die Entwicklung empfindlicher Methoden ist besonders wichtig, wenn die Korrelation
zwischen der Konzentration der Antibiotika in biologischen Matrices sowie der Entstehung
resistenter Mikroorganismen bei der Verabreichung subtherapeutischer Dosen bestimmt

werden soll. Diesvurde bisher nicht durchgefuhrledoch wurden in separaten Versuchen,
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die detailliert in der Arbeit von Frau Dr. Scherz (2013) beschrieben sind, Hihner mit
verschiedenen Behandlungsszenarien behandelt und die Resistenzentwwekforgy. Im
Rahmen dieser Versuche konnte anhand Eamwli als Modellorganismus gezeigt werden,
dass LowlevelResistenzen (Minimale Hemmkonzentratior? gg/mL) bereits durch die
Behandlung mit der empfohlenen Enrofloxacindosis vommiitkg KG auftreten. Um di
ungewollte Aufnahme subtherapeutischer Dosen zu simuligrerden die Tiere zunéchst
22Tage mit Verschleppungsdosen von @y@kg sowie mit 1 mg/kg KG Enrofloxacin
behandelt, gefolgt voreiner funftagigen Behandlung mit der empfohlenen Dosis von
10mgkg KG Enrofloxacin. Analog zur Behandlung mit der therapeutischen Dosis konnten
fur das Verschleppungsszenario mit kg KG Enrofloxacinebenfalls Low-Level
Resistenzen detektiert werden. HigbvelResistenzen (Minimale Hemmkonzentration

> 2 ug/mL) hingegen traten fur die Behandlung mimn@y/kg KG Enrofloxacin und anschiie
Render therapeutischer Behandlung @dherz 2018 Diese Versuche haben gezeidgss

bei allen untersuchten Behandlungsszenarien EnrofloResstenzen, unabhangig nvo

Behandlungszeitraum und Antibiotikadosis, auftreten.

12.5 Methodenvergleich

Im Rahmen des Methodenvergleichs wurden ausgewahlte Plasmaproben von Tieren, die mit
Verschleppungsdosen vonmg/kg sowie 3ng/kg KG Enrofloxacin behandelt wurdemit

der in dieser Arbeit entwickelten Festphasenextraktionsmethode aufgearbditgit den in

der Dissertation von Frau Dr. Scherz veroffentlichWerte fir diese Proberverglichen
(Aufarbeitung mittels FlussiglussigExtraktion)

Methodisch unterscheiden sich beide Methoden vor atlaroh dieWahl der eingesetzten
Probenaufarbeitungsmethode sovder Analytdetektion (HPLC-MS/MS im Vergleich zu
HPLC-Fluoreszenz)in der vorliegenden Arbeit erfolgte die Bestimmung Alealyten mittels
HPLC-MS/MS, welche im Gegensatz zur Fluoreszenzdetektion ein Bestatigungsverfghren ist
mit dem ein Analyt eindeutigrachgewiesen werden kanbDes Weiteren ist die HPL-C
MS/MS fur die Analytik von Antibiotikai. d. R. wesentlich sensitiver. Vergleicht man die
Nachweisgrenzen beider Methodexn kann Ciprofloxacin (NWG: 0,0fg/L) viermal und
Enrofloxacin (NWG: 0,03:1g/L) ca. siebenmal empfindlicher mittels HPIMS/MS im
Vergleich zur Floreszenzdetektion (NWGir beide Analyten 0,2ug/L) nachgewiesen
werden.Der Unterschiedm Nachweisvermdgeawischen beiden Methoddst in diesem
Fall gering da zum einerdasbei derFluoreszenzdetektiomerwendetelnjektionsvolumen
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funfzigfach groRef100pL) ist und zum anderen die Fluoreszenz gegenuber Fluorchamlon
eine sehrhohe Sensitivitat aufweist Dennochist die Bestimmungsgrenze /L) nicht
ausreichend, um wie in dieser Arbeit, Enrofloxacin in dender Behandlung entnomnam

Kontrollprobenquantifizieren zu kénnen

Tendenziell sind dienittels FlUssigFlussigExtraktion bestimmten Konzentrationen fir Enro
floxacin (1 mg/kg KG Enrofloxacin) sowie Ciprofloxacin (Bg/kg KG Enrofloxacin)
deutlich niedrigerDaflr kdnnten mehrere methedhe Grinde verantwortlich seiAul3er

der FlussigrlussigExtraktion mit Dichlormethan als Lésungsmittel wurden keine weiteren
Aufarbeitungsschritte durchgefuhrt, so dass sich im Probenextrakt eine Vielzahl von stér
enden Matrixbestandteilen befinden ktem die mit den Analyten eeluieren und somit die
Bestimmung beeinflussebes Weiteren wurdeniel in der Arbeit von FralDr. G. Scherz
eingesetzten HPLials ebenfalls in der vorliegenden Arbeit getestet. Dabei hat sich gezeigt,
dass bereits ein Teil der Analyten (bis 230%) am Glas adsorbiertn der vorliegenden
Arbeit wurden aus diesem GrusgezifizierteHPLC-MS-Vials vemwendet, dievom Hersteller
speziell vorbehandelt wurde Bei entsprechender Kalibrierung sollte die Adsorption aus
geglichen werden. Jedoch ist nicht auszuschlie3en, dass die Analyten in Standardlésungen
und in extrahierten Matrixproben ein unterschiedgidsorptionsverhalten aufweiséine
weitere Moglichkeit insbesondere fir die verglichenen Ciprofloxa€ionzentrationen
konnte sein, dass dimittels HPLGFLD quantifiziertenKonzentrationen im Bereich der

Bestimmungsgrenze liegen und somit gro3é&essunsicherheiten unterliegen.

12.6 Stallstaubproben

Stallstaub setzt sich im Wesentlichen ausHautpartikeln, Futter und getrockneten
Ausscheidungen zusammgfrey und Léscher 2002Die Aufnahme von antibiotikahaltigem
Stallstaub Uber die Stallluft kann wie bereits beschrieben zur Indukbanresistenten
Mikroorganismen fuhren unkbbnntesomit eine Gefahr fir den Tierbestand aber auch fur den

Landwirt dastellen

In dieser Arbeit wurden insgesamt 86 Sedimentationsstaubproben aus Sehweikigihner

stallen untersucht. Dabei wurden in 46olfen, die zwischen 1980 und 2000 gesammelt
wurden, keine Fluorchinolone detektieRies ist durchaus plausibel, da die untersuchten
Fluorchinolone erst Ende der 1980er Jahre (Enrofloxacin 1987) bzw. Mitte der 1990er Jahre
(Marbofloxacin 1995 und Difloxas 1996)entwickeltwurden und zunéchst als Reserveanti
biotika eingestuft wurdei(Sukul und Spitker 2007). Des Weiteren muss bedacht werden,
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dass diese Antibiotika im Vergleich zu anderen sehr teuerusidddeshallzuriickhaltendr

eingesetzt wurden

Dies anderte sicleflochin den folgenden Jahren undlsannten Marbofloxacirin 94 % der
Proben) Ciprofloxacin (in 31% der Proben)und Enrofloxacin(in 97 % der Proben)in
Proben aus deJahen 2005 und 2009 nachgewiesen werdebas Verhéltnis von Enro
floxacin zu Ciprofloxacin fur die Probem denen beide Analyten bestimmt werden konnten
schwankt zwischen 1:4 und 1:25ies ist vergleichbar mit den in dieser Arbeit ermittelten
durchschnittlichenMetabolisierungen fiir Hihnerfaecdsifloxacin konnte in einer Probe

qualifiziert aber nicht quantifiziert werden.

Betrachtet man den Konzenimmsverlauf von Forschungsstall R fur Marbofloxacin im
Vergleich zu den beiden Stéllen des Schweinemastbetriebes E so ist davon auszugehen, dass
dort moglicherweisesine Studie mit diesem Antibiotikn durchgefihrt wurde. Wahrschein

lich wurden dieVersuche mit zwei Gruppen durchgefihrt, da zwischen den beiden Maximal
konzentrationen an MarbofloxacinMonate liegen und eine Schweinemiskonventionel

len Betrieben cdl8 Wochen in Anspruch nimmt.

12.7 ldentifizierung moglicher Enrofloxacin-Metaboliten

Fluorchinolone werden haufig in -Nesmethyl, N-Desethyl oder NOxid-Analoge
metabolisiert(Horie et al. 1994. Jedoch ist neben @iofloxacin als Hauptmetabolenig

uber weitere EnrofloxactMetaboliten bekannt. In Schwedewurde 2006 erstmals Enro
floxacin-N-Oxid in Lebermikrosomen von Schweinen identifizigtykkeberg 2005 konnte

aber bisher in keinem weiteren Saugetier detektiert werden. Im Gegensatz zu Saugetieren
zeigen Pilzd insbesondere Basidiomyceterein hohes Transformatigpotential gegentber
Enrofloxacin(Wetzsteinet al. 1997 Wetzsteinet al. 2006. Vorwiegende Transformations
reaktionen sind Hydroxylierungen, Decarboxylierung sowie Desethylierung, welche auch in

Geflugel und Saugetierenoglichsind.

ScreeningUntersuchungenmittels Triple-QuadrupolMassenspektromee haben gezeigt,

dass von den flunfzehn untersuchten Enrofloxadb@taboliten moglicherweisefunf in
Huhnerfaecesproben vorhanden sind. Mittels hochauflosender Massenspektrometrie konnten
die Metabolit& m/z332,m/z374 \nd m/z376 auf Grund der exakten Masse sowie charakte
ristischen Produktionen identifiziert werdddie Entstehunglieser Metabolite durch Huhner

ist bisher nicht bekannt. Jedoch ist zu beachten, diaskletabolisierungmit <1 % sehr
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gering ist(ausgehed davon, dass die lonisierung der Metaboli#éanlich zu Enrofloxacin
erfolgt). Den gro3ten Anteil macht dab@iz332 mit 0,58%, gefolgt vorm/z376 mit 0,34%
undm/z374 mit 0,13% aus.

Die Metabolisierung von Wirkstoffen ist notwendig, um idsscheidung zu beschleunigen
undfindet hauptsachlich in der Leber aber auch in geringem Umfang in Darm, konge
Niere statt. Dabei untecheidet man zwdPhaen: Phasé- und Phasél-Reaktionen(z. B.
Dealkylierung, Deaminierung, Substitutionen,Oxidation von Alkoholen und aromatische
Decarboxylierung)n Phasd beruhenu. a. auf der Umsetzung des Wirkstoffes durch Cyto
chrom P45€Enzyme.Die in Phasdl gebildeten Produktewelche sich durch eine hohe
Hydrophilie awszeichnen,sind auf Konjugationsreaktionen @&. Glukuronidierung, Sulfa
tierung und Acetylierung) mit den in Phase | entstandenen Produkteae sndogenen Ver
bindungen zurlck4iihren. Der Metabolismus ist dabei stark vom eingesetzten Wirkstoff

sowie der SpezieabhangigFrey und Léscher 2002

Der Metabolismus, den dieserArbeit identifizierten Metabolite beruht ausschlief3lich auf
Phasd-Reaktionen wie Decarboxylierungi(z332), Hydroxylierung/z332, 374 und 376)
und cer Substitution von Fluor n(/z376). Die Substitution des Fluoratomgurch eine
Hydroxylgruppe istine eheunerwartete Reaktion, dafEBindungenauf Grund der hohen
Bindungsenergials sehr stabil gelteDennoch ist fir Marbofloxaciin Aras, welche wie
das Huhn ebenfalls zur Klasse der Végel gehdre dhnlichdreaktion beschriebebei der
Fluor durch Sauerstofbder Schwefel substituiert wi(gHunteret al.2007).

12.8 Zusammenfassende Diskussion und Ausblick

In dieser Arbeit wurden neue, selektive, sensitreduste sowie zuverlassige Extraktions
methoden zur Bestimmung von vier Fluorchinolonen (Marbofloxacin, Ciprofloxacin,- Enro
floxacin und Difloxacin) in HUhnerplasma, Hihnerfaeces und Stallstaub mittels -HPLC
MS/MS entwickelt. Die Extraktion von Huhnerfaeaesd Stallstaub erfolgte mittels Flussig
FlissigExtraktion,wobei sich die starke Sorptiamsbesondergon Ciprofloxacin an Matrix
bestandteile als schwierig erwieseat Zur Extraktion von Huhnerplasma wurde die Fest
phasenextraktion zur Probenvorb&reg verwendet. Dabei hat sich herausgestellt, dass die
Bestimmung und Minimierung von Matrixeffekten ein wichtiger Schritt im Rahmen der
Methodenvalidierung ist, da ansonsten die Zuverlassigkeit deroblietheeinflusst werden
kann. Die besten Analytwiederdungen und geringsten Matrixeffekte wurden mit einer

Kombination aus einemMixed-Mode-Anionen und -Kationenaustauscher erzielt. Des



Diskussion 130

Weiterenbelegen die Ergebnissgass Phodwlipide in der Plasmaanalytigeeignete Marker
fur Matrixeffektedarstellen

In Hihnerfaeces von Tieren, die mit der vom Hersteller empfohlenen Dosis vog/R® KG
sowie Verschleppungsdosen von M§/kg, 1mg/kg und 3ng/kg KG Enrofloxacin
behandelt wurden, konnten Enrofloxacin usein MetabolitCiprofloxacin nachgewiesen
werden. Beide Antibiotika wurden ebenfalls in vor der Behandlung entnommenen Faeces
proben detektienind quantifiziert

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen die Vermutung nahe, dass das Vorhandenseineder beid
Antibiotika in Stallstaubam wahrscheinlichsteauf die Verteilung gebckneter Faeces
partikel zurtckztilhren ist. Mdglich ware somit eine Wiederaufnahme subtherapeutischer
Konzentrationen von Enrofloxacin sowie Ciprofloxacin tber die Stallumgebungdiend
damit verbundene Induktion resistentdikroorganismen welche ebenfalls Uber die Luft

aufgenommen werden kdnnen

Weitere Studien in denen die Korrelation zwischen der Enrofloxaod Ciprofloxacin
Konzentration in Faecesproben sowder Entwicklung resistenter Keime bestimmt wird
waren erfaderlich um so uU. einen Schwellenwert (Antibiotikakonzentration in Faeces)
bestimmen zu kdnnen ab dem vermehrt Resistenzen auftideteWWeiteren sind zuséatzliche
Studien sinnvollin denen die Aufnahme subtherapeutischer Konzentrationen unteritealist
schen Bedigungen simuliert wirdBeispielsweiséndem unbehandelte Tiere in einen Stall
gehalten werderin dem zuvorTiere mit therapeutische Fluorchinolondoserbehandelt
wurdenund der zum einen gar nicht oder als Vergleich grundlich gereinigt wurde. Die
Bestimmung der Antibiotikakonzentration in Plasméaeces, Staulsowie Luftproben und

die Verfolgungder Resistenzentwicklung windeveitere Rickschliisse erlauben.
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13. Material und Methoden

13.1 Gerate und Verbrauchsmaterial

Tab. 13.1: Verwendete Gerate und Verbrauchsmaterialien.

Gerat Modell Hersteller

Dispenser Ceramus Classic 1-:060 mL Hirschmann Laborgerate, Eberstadt, D
Feinwaage BP 211D Sartorius, Géttingen, D

HPLC-System UltiMate 3000

1 Binare Pumpe
1 Autosampler
1 Saulenofen

T  UV/Vis-Detektor

Ultimate 3000 RS Pump
Ultimate 3000 RAutosampler
Ultimate 3000 RS Column

Compartment

Ultimate 3000 RS Variable

Wavelength Detector

Dionex, Sunnyvale, USA

HPLC-MS Vials
T 2mL MSCert4000- 40W National Scientific, Rockwood, USA
1 200 uL MSCert4000 36LVW
Mikroliter-Spritzen
1 2100pL 1710 RN Hamilton, Héchst, D
1 1000pL 1001 RNR
Laborwaage EW 6200- 2NM Kern& Sohn, Balingen, D
Magnetriihrer RCT classic IKA®, Staufen, D
Mikrowelle MLS-ETHOS plus MLS, Leutkirch, D
pH-Meter pH 730 WTW, Weilheim, D
Pipetten
1 05-10pL m10
T 2-20pL m20
f 10-100 pL m100 Biohit, Rosbach, D
f 20-200 L m200
T 100- 1000 pL m1000
1 500- 5000 pL m5000
Pyrolyseofen HBA 70B550 Bosch Gerlingen, Deutschland

Reaktionsgefalie

T 15mL Safe Lock Tubes Eppendorf, Hamburg, D

1T 20mL
ReinstwasseAnlage Arium 611VF Sartorius, Gottingen, D
Rotationsverdampfer RV 10 digital IKA®, Staufen, D
Schiittler KS 130 basic IKA®, Staufen, D
SPEKammer spel2G Avantor, Center Valley, USA
Spitzkolben Lenz Laborglas, Wertheim, D

T 10mL

T 25mL

1 50mL
Spritzenpumpe HavardApparatus, Holliston, USA
Spulmaschine G 7883 CD Miele, Gutersloh, Deutschland
Triple-QuadrupolMassen
spektrometer mit Turbo API 3000 AB Sciex, Framingham, USA

lonspray Interface
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Ultraschallbad USC 300TH VWR, Darmstadt, D
Umwalzkiahler Unichiller UC006 Huber, Offenburg, D
Vakuumpumpe ME 1C vacuubrand, Wertheim, D
Vortexer Q4 VWR, Darmstadt, D
Zentrifugen
1 Reaktionsgefalie Fresco 17 Thermo Fisher Scientific, Langerwehe,|

1 Zentrifugenrdhrchen

Universal 320 R

Hettich, Tuttlingen, D

Zentrifugenréhrchen
T 15mL Cellstaf Tubes, 15mL PP Greiner Bio One, Frickenhausen, D
T 50mL Cellstal’ Tubes, 15mL PP

Tab. 13.2: Verwendete Festphasenextraktionskartuschen.

Handelsname

Sorbentmenge Kartuschenvolumen Hersteller

Bakerbond SDB 200mg 6 mL Avantor, Center Valley, USA
Chromabond ® Easy 500mg 3mL
Chromabond ® HRXA 200mg 3mL Macherey & Nagel, Dien, D
Chromabond ® HRXC 200mg 3mL
Empore E C8 Membran 3mL
Empor e -EPSSD  Membran 3mL 3M, Neuss, D
Empore E UR Membran 3mL
HyperSep C18 . 500mg 6mL ThermoFisher Scientific,
HyperSep Retain PEP 500mg 3mL

. LangerweheD
HyperSep Retah€CX 500mg 3mL
Isolute ENV+ 200mg 6 mL Biotage, Uppsala, SWE
Oasis HLB 60mg $mlL

200mg 6mL Waters, Eschborn, D

Oasis MAX 150mg 3mL ' '
Oasis MCX 150mg 3mL
Strata X ;88 23 2 mt Phenomenex, Aschaffenburg, D
13.2 Chemikalien
Tab. 13.3: Verwendete Chemikalien.
Chemikalie Reinheit Hersteller
Aceton 99,9% VWR, Darmstadt, D
Acetonitril HPLC Grade Avantor, Center Valley, USA
Ameisensaure p.a., 98 100% AppliChem, Darmstadt, D
Ammoniak min. 25% VWR, Darmstadt, D
Ammoniumacetat p. ad8% O Merck, Darmstadt, D
Chloroform p.a. Merck Darmstadt, D
Ciprofloxacin 99,5% SigmaAldrich, Taufkirchen, D
Ciprofloxacin d8 HCFK 1,5H,0 99,9% SigmaAldrich, Taufkirchen, D
Citronenséure Monohydrat p.a., 99,5 100,5% Merck Darmstadt, D
Dichlormethan HPLC Grade Thermo Fisher Scientific, Langerwehe, D
Difloxacin HCI 99,0% SigmaAldrich, Taufkirchen, D

EDTA Dihydrat

98,5- 101,5%

SigmaAldrich, Taufkirchen, D
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Enrofloxacin

Isopropanol
Kaliumdihydrogenphosphat
Marbofloxacin

Methanol

MTBE
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Phosphorséaure 8%
Reinstwasser

Salzsaure 3%

Stickstoff

99,0%
HPLC Grade
p.a., 99,5 100,5%
98,9%
HPLC Grade
p.a.

p. a995% O
p. a9% O
reinst, 84- 86 %
R>18MY

p.a.
mind. 99%

SigmaAldrich, Taufkirchen, D
VWR, Darmstadt, D

Merck Darmstadt, D
SigmaAldrich, Taufkirchen, D
Avantor, Center Valley, USA
Carl Roth, Karlsruhe, D
Merck Darmstadt, D

Merck Darmstadt, D

Carl Roth, Karlsruhe, D

Hausalage von Sartorius, Géttingen, D

Carl Roth, Karlsruhe, D
Interne Anlage

13.2.1 Herstellung Fluorchinolonstandards

Stammlésungen mit einer Konzentration voimd/mL wurden hergestelltindem 1mg

(= 0,01mg) des jeweiligen Fluorchinolons und des internen Standards (Ciprofloxacin d8) in

einem definierten Volumen 0%iger Ameisensaure geldst wurden. Mischstandards wurde

durch das Verdunnen der Stammldsungen n&it%®Ameisensauren 1 mM Ammonium

acetatund Methanol (1:1, v) hergestellt. FluorchinoleStammlésungen wurden im Kahl

schrank bei 4C gelagert und aren mindestens Jahr stabil.

13.3 HPLC-ESI-MS/MS-Methoden

13.3.1 HPLC-Methode

Zur chromatographischen

Trennung wurde

eine Accucore

Rhsxyll

Saule

(100x 2,1mm; 2,6um) von Thermo Fisher Scientific (Langerwehe, D) verwendet. Als

Eluentensystem wurden 0% Ameisensaure in 1 mM Ammoniumacetat (Elué)tund

Methanol (Eluent B) eingesetzt. Der urspriingliche Gradient sowie ddfiriete Gradient

sind in Tab13.4 aufgefuhrtDer urspriingliche Gradient wurde ausschlief3lich im Rahmen der

Methodenentwicklung fur die Bestimmung von Fluorchinolonen in Hihnerplasmgendet

Die Saulentemperatur wurde auf 3D eingestellt. Proben wurden bis zur Messung im Auto

sampler bei 10C aubewahrt. Als Waschlosung fiur ddsjektionsystemwurden 50 %

Methanolverwendet. Das Injektionsvolumen betrugl2 Um Rickschlisse auf die Reinheit

der Probeextrakte ziehen zu konnen, wurde zusétzlich zur massenselektiven Detektion ein

UV-Detekto mit ener Wellenlange von 280m eingesetzt. Eine Beurteilung Uber die

Reinheit der Probenextrakte ist auf Grund der selektiven Detektion mittels MS/MS nicht

maoglich. Der HPLGFluss wurde vor Infusion in das Massenspektrometer in einem Verhaltnis

von 1:10 gesipiitet.
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Tab. 13.4: Urspriinglicher (links) und modifizierter (rechts) HPLC -Gradient (Eluent A: 0,5%

Ameisersaure in InM Ammoniumacetat, Eluent B: Methanol)

Zeit  Flussrate Eluent A EluentB Zeit  Flussrate Eluent A EluentB

[min]  [mL/min] [%0] [%0] [min]  [mL/min] [%0] [%0]
- 0,0 0,20 95 5 0,0 0,25 80 20
15 0,5 0,20 95 5 £ 05 0,25 80 20
8 1,0 0,20 79 21 T 45 0,25 80 20
g 60 0,20 79 21 G 70 0725 30 70
< 7,0 0,20 63 37 g 7.1 0,60 5 95
E 8,0 0,20 5 95 < 10,0 0,60 5 95
= 14,0 0,20 5 95 = 101 0,25 80 20
@ 150 0,20 95 5 2 120 025 80 20
> 18,0 0,20 95 5

13.3.2ESI-MS/MS-Methode zur Bestimmung von Fluorchinolonen

Die Erfassung der Analyten erfolgte BelectedReaction Monitorind SRM) Modus. Fir die
Bestimmung der optimalen massenspektrometrischen Detektionsparameter fur- Marbo
floxacin, Ciprofloxacin, Enrofloxacin, Difloxacin sowie den internen Standard Cipro
floxacin d8 wurde ein konstanter Analytfluss (ftD/min) mit einer Konzentration von

1 ng/puL mittels einer Spritzenpumpe in das Massenspektrometer infundiert. Simultan wurde
eine HPLGFlussrate (706 Eluent A/30% Eluent B) von 0,025 pL infundierDie zwei
intensivsten Produktionen jedesnalyten (Abb 13.1) wurden in die Methode integriert
welche anschlieBend fur die Analytik der Fluorchinolone in verschiedenen Matrices ver

wendet wurde.

Fur die lonisierung wurden fir alle Analyten folgende Parameter verwendet: Kapillar
spannung 500¥, Zerstadubungsgas t{gkstoff) 8, Curtain Gas (Stickstoff) 8, Kollisionsgas
(Stickstoff) 4 und Quellentemperatur 28D. Die Gasflissewerden ingeréatespezifischen
Einheien angegeben und konnen nicht umegghnet werden. Zur Detektion vde der
Sekundarelektronenvervielfachanf 2400V eingestellt. Die Detektion der Analyten erfolgte
im Positivmodus. Die optimalen Potentigewie Produktionen sind in Tab3.5 dargestellt.

Als Aufnahmezeipro Massenibergamgurden 500ms gewabhit.
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Abb. 13.1: Produktionen Scans fur Marbofloxacin (A), Ciprofloxacin (B), Enrofloxacin (C) und
Difloxacin (D).
Tab. 13.5: Massenspektrometrische  Parameter fir die Detektion von Fluorchinolonen

(DP: Declustering Potential, FP: Fokussierungs Potential, EP: tEpotential, CE:Kolli-
siongenergie, CEP: Eintrittspotential Kollisionszel®P: Basispegk

Vorlauferion Produkt-

[M+H] * DP FP EP ionen CE CEP
[m/Z [V] [V] [Vl (m/z) [V] [Vl
. . 2314 52 13
Ciprofloxacin 332,4 70 180 15 314,4(BP) 32 8
. . 2354 54 13
Ciprofloxacin d8 340,5 70 180 15 3225 33 8
. . 2994 41 18
Difloxacin 400,4 70 200 15 356,4(BP) 29 9
. 2455 38 15
Enrofloxacin 360,4 70 190 15 316,5(BP) 29 20
. 723(BP) 46 13
Marbofloxacin 363,5 70 180 15 3205 23 20
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13.3.3 MSMS-Methoden zur Bestimmung von Phospholipiden irHiihnerplasma

Fiur die Detektion von Phospholipiden Kuhnergasma wurdenverschiedene MS/MS
Methoden (Neutralverlust Scan, stol3induzierte Dissozidatioder lonenquelleVorlaufer
ionen Scarsowie Selectedreaction Monitoring) beziglich ihrer Selektivitat und Sensitivitat

miteinander verglichen.
Neutralverlust Scan

Mit Hilfe des Neutralverlust Scans von 13& im Positivmodus kénnen Phosphatidyl
ethanolamine und Lys@hosphatidylethanolamine erfasst werden. Der gescannte Massen
bereich betrugn/z350- 1000. Die Aufnahmezeit wurde auf 506 eingestelltWeitere MS
Parameteriad Tab.13.6 zu entnehmen.

Tab. 13.6: MS-Parameter des Neutralverlust Scans von 14Da.

Declustering  Fokussierungs  Eintritts -  Kollisions-  Austrittspotential
Potential Potential potential energie Kollisionszelle
50V 250V 6V 40V v

StoRinduzierte Dissoziation in der lonenquelle

Bei der stof3induzierten Dissoziation innerhalb der lonenquelle im Positivimadds das
charakteristische Produktian/z184,1 zur simultanen Erfassung von Phosphatidylcholinen,
Lyso Phosphatidylcholinenund Sphingomyelinen verwendet.ydo Phosphatidylcholine
generieren ein weiteres charakteristisches Produktidnl(4,1) wodurch sie alleinig erfasst
werden koénnen. Da die Fragmentierung in der lonenquelle stattfindet und keinee weiter
Fragmentierung erwunscigt, wurdedie Kollisionsenergie auf ein Minimum reduzie@l1

und Q3 wuden jeweils auf das charakteristische Produkgorgestellt Als Aufnahmezeit

wurden 500nsverwendetWedtere MSParameter sind in Tath3.7 aufgefihrt.

Tab. 13.7: MS-Parameter der stoRBinduzierten Dissoziation innerhalb der lonenquelle fur die
Produktionen m/z184,1 undm/z104,1.

Declustering  Fokussierungs Eintritts - Kollisions-  Austrittspotential
Potential Potential potential energie Kollisionszelle
120V 250V 6V 5V v
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Vorlauferionen Scan

Mit Hilfe des Vorlauferionen Scandes charakteristischen Fragmemsn m/z184,1 im
Positivmodus kénnen Phosphatidylcholine, LyRwosphatidylcholine und Sphingomyeline
simultan erfasst werden. Der Vorlauferionen Scan wofz153,3 im Negativmodus eignet

sich zur Erfassung von Phosphatidylsduren, Phosphatidylinositolen, Phosphatidylserinen,
Phosphatidylglycerinen, Phosphatidylcholinen ungd. Phosphatidylcholine. Dabeiuvde

der Q3 auf das jeweilige Produktion eingestellt und Q1 seaginen Massenbereich von
m/z350- 1000. Die Aufnahmezeit wurde auf 50 eingestellt. Wieere MSParameter sind

in Tab.13.8 ersichtlich.

Tab. 13.8: MS-Parameter des positiven Vorlauferionen Scans vom/z 184,1 und des negativen
Vorlauferionen Scans vorm/z153,3.

Declustering  Fokussierungs  Eintritts -  Kollisions-  Austrittspotential
Potential Potential potential energie Kollisionszelle
+50V + 250V *6V 40V +10V

Selected Reaction Monitoring

Fur die Erfassung der Phospholipide mittels Selected Reaction Monitoring wurden spezifische
Massenubergange und Phospholipidmassen fur jede Phospholipidklasse, die mit Hilfe einer
Literaturrecherch€Panget al. 2008 Pulfer und Murphy 2003Uran et al. 2001, Xia und

Jemal 2009Zemski Berry und Murphy 200Q4rmittelt wurden, verwendet und durch eigene
Uberlegungen (28. Auswahl charakteristischer Produktionen auf Grund der Molekiilstruktur)
ergénzt. Entsprechend ihrer Polaritat und Intensitat wurden jeweils die spezifischen-Massen
Ubergange von zwepPhospholipidklassen in ein6SRM Methode zusammengefasst. Dies
resultierte in insgesamt vier SRM Methoden wodurch pro Injektion zwei Phospholipidklassen
erfasst werden konnten. Zudem wurde darauf geachtet, nicht mehr als 20 spezifische Massen
Ubergange ireine Methode zu integrieren, um eine sensitive Erfassung ohne Intensitats
verluste zu gewaéhrleisten. Die verwendeten-Riffentiale sind fur alle vier Methoden im
Positivmodus sowie im Neggjvmodus identisch und in Tab3.9 aufgefiihrt. Als Aufnahme

zeit pio Massenibergang wurde fiir alle Methoden i280Qyewabhilt.

Tab. 13.9: MS-Potentiale zur Erfassung von Phospholipiden impositiven sowie im negativen
SelectedReaction Monitoring Modus.

Declustering  Fokussierungs Eintritts -  Eintrittspotential ~ Austrittspotential
Potential Potential potential Kollisionszelle Kollisionszelle
+60V + 250V +10V 12V 15V
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Spezifische Phosphatidylcholin und LyShosphatidylcholin Massenubergange wurden in
eineSRM Methode (Positivmodus) integrigifab.13.10).

Tab. 13.10: Massenibergange und Kollisionsenergienzur Erfassung von Phosphatidylcholinen
und Lyso Phosphatidylcholinen im positivenSelectedReaction Monitoring Modus.

Phospholipidklasse Vorlauferionen [M+H] * Produktion Kollisionsenergie
[m/4 [m/Z [V]
706,5; 734,5; 756,5 40

758,6; 760,5; 772,6; 774,5;

Phosphatidylcholine 784.5: 786.5: 790.5 184,1 45
806,5; 810,5; 834,5 50

. . 496,1;508,3; 520,3; 522,3;
Lyso Phosphatidylcholine 524.4: 544.3 184,1 35

In eine weiter&SRM Methode im Positivmodus wurden spezifische Sphingomyelin und Phos

phatidylethanolamm Massenlbergange integriert (TaB.11).

Tab. 13.1%L Massenubergange und Kollisionsenergieaur Erfassung von Sphingomyelinerund Phos
phatidylethanolaminen im positiven ®lectedReaction Monitoring Modus.

Phospholipidklasse Vorlauferionen [M+H]*  Produktion Kollisionsenergie
[m/Z [m/Z [V]
703,5; 731,6; 735,6;
747,7;, 763,7; 775,7 40
Sphingomyeline 777,7,779,7 184,1
803,7; 807,7 45
4543 313,3
718,5 577,5
740,5 599,5
7425 601,5
. . 7445 603,5
Phosphatidylethanolamine 746.5 605.5 35
748,5 607,5
764,5 623,5
766,5 625,5
768,5 627,5

Die spezifischen Massenubergénge der Phosphatidylserine und Phosphatidylglycerine wurden
in eineSRM Methode im Positivmodus zusammengefé$ab.13.12),
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Tab. 13.12 Massenlibergdnge und Kollisionsenergierzur Erfassung vonPhosphatidylserinen und
Phosphatidylglycerinen im positivenSelectedReaction Monitoring Modus.

Phospholipidklasse Vorlauferionen [M+H] * Produktion Kollisionsenergie
[m/3 [m/Z [V]
810,5 626,5
Phosphatidylserine 812,5 628.5 35
834,5 650,5
. . 771,5 600,5
Phosphatidylglycerine 799.5 628.5 45

Im Negativmodus wurden die spezifischen Massenibergange von Phosphatdiylinositolen und
Phosphatidsaure mitteBRM erfasst(Tab.13.13).

Tab. 13.13; Massenibergange und Kollisionsenergieaur Erfassung von Phospatidylinositolen und
Phosphatidsaure im negativerSelectedReaction Monitoring Modus.

Phospholipidklasse Vorlauferionen [M+H] * Produktion Kollisionsenergie

[m/Z [m/Z [V]

833,5
857,5
859,5
. 861,6
Phospatidylinositole 863.5 241,2 -50
883,5
885,5
887,5

Phosphatidsaure 671,4 153,1 -40

13.3.4 Gerateparameter hochauflosende Massenspektrometrie

Ausgewahlte Proben wurden zur Massenidentifizierung mdglieherfloxacinMetaboliten
mittels QExactive (Thermo Scientific, Langewehe, Deutschland) am Institut fur Anergani
sche und Analytische Chemie der Universitat Giel3en analysiert. Die veraern@etate

parameter sind in Tali3.14 zusammengefasst.
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Tab. 13.14: Gerateparameter der hochauflésenden Massenspektrometrie.

Polaritat Positiv
lonisierung Kapillarspannung 4100V
Quellentemperatur 300°C
Auflésung 70000

Full MS Massenbereich m/z300- 460
Aufnahmezeit 250ms
Auflésung 35000
MS/MS Massentoleranz 4 mmu

Kollisionsenergie 45%

13.3.5Software zur Datenaufnahme und-auswertung

Mit Hilfe der Software Dionex Chromatography MS Link 2.8.0.2633 (Dionex Corporation,
Sunnyvale, USA) wurde die simulrsteuerung von HPLC unttiple-QuadrupolMassen
spektrometer ermdoglicht. Die Datenaufnahme sowie Integration der Messsignale wurde
mittels Analyst 1.4.2 (AB Sciex, Framinhgam, USA) durchgefuhrt. Die statistische Aus
wertung der ermittelten Messdaten egfel unter Verwendung von Microsoft Excel 2010
(Microsoft, Redmond, USA). Fir die graphische Auswertung der Messdaten wurde
SigmaPlot 11 (Systat Software, San Jose, USA) verwendet.

13.4 Probenmaterial

13.4.1Huhnerplasma

Plasma von unbehandelten Hihnern, das im Rahmen von Routineuntersuchungen entnommen
wurde, wurde von der Klinik fir Vogel, Reptilien, Amphibien und Fische der Higtbsy-
Universitat Giel3en, dem Institut fir Pharmakologie, Toxikologie und Pharmaz&tiftieng
TierarztlicheHochschule Hannover sowie der Lohmann Tierzucht GmbH in Cuxhaven zur
Verfugung gestellt. Das Plasma wurde gepoolt und bis zur Verwendung (Methoden

entwicklung und Methodenvalidierung) be20 C aufbewahrt.

13.4.2 Huhnerfaeces

Faecs von unbehandelten Junghennen, die im Rahmen von Routinediagnostik entnommen
wurde, wurde von der Klinik fir Vogel, Reptilien, Amphibien und Fische der Juistbsy-
Universitat Giel3en zur Verfigung gestellt und zur Methodenentwicklung sowie Methoden

validierung verwendet. Die Faece/urden bis zur Verwendung bei20 °C gelagert.
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13.4.3 Stallstaub

Als Probenmaterial wurdetallstaubprober{Probenset 1jusder Sammlung vorHerrn
Prof. Dr. Jorg Hartung vomnstitut fir Tierhygiene, Tierschutz und Ntiézethologieder
Stiftung TierarztlicheHochschule Hannover verwendet. Die untersuchten Stallstaubproben

kénnen in vier Gruppen eingeteilt werden:

1 Probe 1- 20 (ausinemSchweinestll)

1 Probe 21 24 (ausverschiedeneriihnerstéllen)

1 Probe 25 32 (ausverschiedene&chweinestallen)

1 Probe 3 - 46 (ausverschiedene®chweinestallen)

Die Proben 132 wurden bereits auf die Anwesenheita.von Sulfonamiden und
Tetrazykinen untersuch{Hamscheret al. 2003. Die Proben 3-46 wurden bisher noch

nicht untersucht, aber es ist davon auszugehen, dass sie frei von Fluorchinaidn®&alser

wurde aus diesen Proben eine Mischprobe gewonnen, die fur die Methodenentwicklung und
Methodenvalidierung verandet wurde. Fir die Proben 246 liegen keine weiteren

Angaben vor.

Die Proben % 20wurden jahrlich im Zeitraum zwischen 198ad2000 gesammelt. Es
handelt sich dabei um Sedimentationsstaub von Siclemastbetrieben in denen 3520

Tiere gehalten wurden. In einer Hohe von mh,5(durchschnittiche Atmungshoéhdes
stehendemMenschen) wurde in der Mitte des Stalls ein Metallrahmet gimer Aluminiun:

folie beschichtet) mit einer Sammelflache vonlin® (38x 79 cn) befestigt. Die Proben
wurden Uber einen Zeitraum von 1380 Tagen geammelt. Das Vorgehen wurde 4105 Mal

pro Jahr wiederholt. Aus diesen Proben wurde eine Probe gewdahlt und dem eigenen
Probensortiment hinzugeftigt. Die Proben wurden bis zur Anaiytiktdicht verschlossenen

Reagenzglaseim Kihlschrank bei 4C gelager{(Hamscheet al.2003.

Zusatzlich wurden 40 weitere Sedimentationsstaubpr¢Berbenset 2pus der Sammlung
von Herrn Prof. Dr. Jorg Hartung umrsucht.Dabeihandelt es siclu. a.um 13Probenaus
einemForschungsstalR (anonymisiert Diese Proben wurden zwischen Dezember 2004 und
Dezember 2005 gesammelt. Des Weiteren wurdelAr@Ben, die innerhalb des Jahres 2009
in einem Schweinemastbetriéb (anonymisieft genommen wurden, untersucltbschlie
Rend wurden vieweitere Sedimentationsstaubproben aus dem Jahr 200€s Schweine

mastbetriebes V (anonymisiedhalysiert.
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13.5 Methoden zur Evaluierung und Minimierung von Matrixeffekten in der

Analytik von Hihnerplasma

13.5.1 Einfluss des Elutionsmittels

Der Einfluss des verwendeten Elutionsmittels auf die Phosphddipiibon wurde untersucht.
Hierzu wurden folgende Elutionsmittel getestet: Acetonitrip 2Ameisensaure in Acetonitril,
Methanolund 2% Ameisenséaure in Methanol.

13.5.2 Qualitativer Matrixeffekt

Die Bestimmungles qualitativen Matrixeffektes erfolgte mittels Roslumninfusion. Diese
Methode ermdglicht die Erfsung von Matrixeffektprofilen dh. die Bereichém Chromate
gramm die von Matrixeffekten betroffen sindverden idetifiziert. Bei der Postolumn
Infusion Methodewird ein konstanter Analytfluss (@./min) mittels einer Spritzenpumpe in

das Massenspektrometer infundiert wahrend ein Lésungsmittel Blank (Methanol) meler ei
extrahierte Leermatrixprobe mittels HPLC injiziewtird. Der HPLGFluss wird dabei
ebenfalls in das Massenspekirometer geleitet. Um die Konzentrationsabhangigkeit von
Matrixeffekten zu bestimmenwurden verschiedene Analytkonzentrationen (0,1; 1 und
10ng/uL) verwendet. Als Messsignal ergibt sich die Summe aus den bklidsseniber
gangen (Tabl2.5) furjeden Analyten. Damit eine Aussage mdoglich ist, weBBeeiche des
Chromatogrammsvon Matrixeffekten betroffen sind, wurden die Messsignale von
Lésungsmittel Blank und Leermatrixprobe graphisch tbereinander gelegt. Des Weiteren
wurde teilweise ein HPLESFMS/MS-Chromatogramm eines Fluorchinolonstandards

(1 ng/uL) in die Graphik integriert, um beurteilen zu kénnen, ob die Fluorchinolonanalytik

von Matrixeffekten beeinflusst wird.

13.5.3 Quantitativer Matrixeffekt

Der quantitative Matrixeffekt (ME) wurde ermittelt, indem eine nach der Extraktion dotierte
Leermatrixprobe mit einem Mischstandard mit der entsprechenden Konzentration des Proben
extrakes in Eluent A/Eluent B (1:1, v:v) ins Verhéltnis gesetzt wurde. Zur Berechnung wurde

folgende Formel verwendet:
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5
00 L p TP

A: Peakflachesiner nachder Extraktion dotierteriProbe

B: Peakflache eines Mischstandards mit der korrespondierdtateentration in Eluent A/Eluent B (1:1, v:v)

Das Analytsignal wird unterdriickt, wenn der berechnete Matrixeffekt % 8t. Ein

berechneter Matrixeffekt & % besagt, dass das Analytsignal verstarkt wird.

13.5.4 Verschleppung von Phospholipiden

Eine ndgliche chromatographische Verschleppung von Phospholipiden wurde bestimmt,
indem eine extrahierte Leermatrixprobe finfmal injiziert wurde. Anschliel}end wurde ein
Losungsmittel Blank finfmal injiziert. Dabei wurden die PhHadipide mit Hilfe der in 4.3.3
beschriebenen SRM Methoden detektiert. Die Summe jeder Phospholipidklasse wurde durch
Summieren der Peakflachen der jeweiligen Masseniubergange fir jede Messung ermittelt. Die
Verschleppung wurde berechnet indem die Summe der Peakflache fir jede Phakpholipi
klasse in den Losungsmittel Blanks auf die Summe der Peakflache fur jede Phospholipid

klasse in der Leermatrixprobe bezogen wurde.

13.6 Probenaufarbeitungsmethoden

13.6.1 Huhnerplasma
Strata X

Im Rahmen der Methodenoptimierung sowie bei der Minimierund Evaluierung von
Matrixeffekten in der Fluorchinolonanalytik von Huhnerplasma spielte die fur Strata X
entwickelte SPEMethode eine wichtige Rolle (AblA3.2). Zudem wurde diese SR#ethode
zur Aufkonzentrierung sowie Reinigung von wassrigen Mikrowelkémakten in der

Methodenentwicklung von Hihnerfaeces eingesetzt.
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Konditionierung
3 mL Methanol
3 mL 0,5M Citratpuffer pH3,0

U

Probenaufgabe

J

Waschen
3 mL Reinstwasser
3 mL 50 % Methanol

J

Elution
3 mL Methanol
3 mL 2 % Ameisensaure in Methano

Abb. 13.2: SPE-Protokoll Strata X.

Kombination aus Oasis MAX/Oasis MCX

Fur die Aufarbeitung von Huhnerplasmaprobel8.§.1) wurde eine Kombination aus
Festplasenextraktionskartuschen (AH3.3) bestehend aus eineMixed-Mode-Anionen
austauscher (Oasis MAX) und eineMixed-ModeKationenauguscher (Oasis MCX)

verwendet.
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Oasis MAX Oasis MCX
Konditionierung Konditionierung
3 mL Methanol 3 mL Methanol
5mL 5M NaOH
Probenaufgabe Probenaufgabe = Elution MAX
Waschen Waschen
1 mL 5% NH; in Reinstwasser 3 mL Methanol
1 mL Methanol

v J

Elution Elution
2x3mL2% H3P04 in Methanol 2x3mL 10% NH3 in Methanol
Abb. 13.3: SPE-Protokoll fur die Kombination aus Oasis MAX und Oasis MCX.

13.6.2 Huhnerfaeces

Fur die Extraktionwurden 1g Hihnerfaeces in ein 58L Zentrifugenréhrchen eingewogen,
mit 50uL des internen Standards rigy/ul) versetzt und bei Raumtemperatur it
inkubiert. Anschlielend wurdenraL 0,5M EDTA (pH 7,0) als Puffer hinzugefigt und mit
15mL Dichlormettan fir 10min unter Schitteln extrahiert. Das Extrakt wurdendif bei
3500 g zentrifugiert, die organische Phase in eineAr@0BSpitzkolben Uberfuhrt und die
Extraktion zweimal mit jeweils 1L Dichlormethan wiederholt. Die vereinten Extrakte
wurden am Rtationsverdampfer bis zur Trockne eingeerigie Wiederaufnahme der
Analyten erfolgten 500uL Eluent A/Eluent B (1:1, viv)Um Schwebstoffe und Partikel zu
entfernen, wurde das Probenextrakt bei 1390flir 10min bei 10°C zentrifugiert. Der
Uberstandwurde in ein HPLEVial tberfiihrt und UL zur HPLGESFMS/MS-Analytik
eingesetzt. Diese Methode wurde zur Extraktion der Huhnerfaecespvebgandet Mit
Ausnahme der Kontrollproben wurden alle Proben aus den vier Behandlungsszenarien 1:10
mit Eluent A/Ebent B (1:1, v:vyerdinnt.
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13.6.3 Stallstaub

Zur Extraktion wurden 50mg Stallstaub mit 2L des internen Standards (2§/uL)
versetzt, homogenisiert und fur &n bei Raumtemperatunkubiert. Anschlie3end wurden
2mL 0,5M EDTA (pH 7,0) als Puffer hinzugegebemd mit 10mL Dichlormethan flr
15min unter Schitteln extrahiert. Das Extrakt wurde bei 35@@ 2 min zentrifugiert und

die organische Phase in einenrBQ-Spitzkolben uberfuhrtDie Extraktion wurde zweimal
mit 10mL Dichlormethan wiederholt. Die vereinten Extrakte wurden am Rotations
verdampfer bis zur Trockne eingeengte Wiederaufnahme der Analyten erfolgte500uL
Eluent A/Eluent B (1:1, v:v)Diese Methode wurde zur Extradti der Stallstaubproben
verwendet. Um Schwebstoffe und Partikel zu entfernen, wurde das Probenextrakt bej 13900
fir 10min bei 10°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein HRM@&I (berfiihrt und

4 uL zur HPLGESFMS/MS-Analytik eingesetzt.

13.7 Methodenvalidierung

Die Methodenvalidierung umfasste fir die drei untersuchten Matrices (Huhnerplasma,
Huhnerfaeces und Stallstaub) die Ermittlung folgender analytischer ParameteDdntra
Prazision, InteiDay Prazision, Wiederfindun@erechnung sieh21), Linearitat, Lagerungs
stabilitat,Matrixeffekte (Berechnung sieli8.5.3), Nachweis und Bestimmungsgrenze.

13.7.1 Hiahnerplasma

Fur die Bestimmung der Intraind InterDay Prazision wurden drei Konzentration@y 40

und 2000Qug/L) mit jeweils sechs Replikaten verwendet. Die kday Prazision wurde an
drei aufeinanderfolgenden Tagen bestimbwr Linearitdtsbereich wurde im Rahmen einer
In-Matrix-Kalibrierung mit 10 Konzentrationen (0,08402; 4; 20, 40, 200, 400, 1000 und
2000pug/L) a drei Replikaten ermittelt. Die Linearitat wurde zusatzlich durch eine Residuen
analyse Uberprtft. Die Nachweignd Bestimmungsgrenze wurde fur jeden Analyten unter

Verwendung der unten aufgefuhrten Formel separat ermittelt:

Sank Standardabweichung von sechs Leermatrix Blanks

s: Steigung dein-Matrix-Kalibrierung
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Die rechnerisch ermittelte Nachweisnd Bestimmungsgrenze wurde zudem verifiziert indem
eine Plasmaprobe mit der entsghenden Konzentration vor der Extraktion dotiert wurde.
Damit der Analyt als nachgewiesen galt, durfte sich das Verhaltnis der beiden Massen
Ubergange j@es Analyten nur in dem in Tab2 angegebenen Variationsbereich befinden

(Kommission der Europaischen Gemeinscha2ed?).

Matrixeffekte wurdenfir gepooltes Plasma wie fur Hihnerplasma von drei verschiedenen
Einzeltieren fur drei Konzentrationen(2,40und2000ug/L) bestimmt. Die Lagerungs
stabilitdt von Plasmaextrakten (4Q6/L) wurde an folgenden Zeitpunkten bestimmt: 0, 1, 3,
7, 21 wnd 28Tage. Plasmaextrakteurden bet 20 °C und 4°C gelagert.

13.7.2 Huhnerfaeces

Die Methodenvalidierung der FlisskjussigExtraktion von Fluorchinolonen in Hihner
faeces wurde wie i63.7.1 beschrieben durchgefiihrt. Die drei gewéhlten Konzentrationen zur
Bestimmung deintra-Day und IntefDay Prazision sowie der Matrixeffekte waren 2,5, 50
und 2500ug/kg. Matrixeffekte wurden nur fur gepoolte Faeces bestimmt. Der Linearitats
bereich wurde mit Hilfe eindn-Matrix-Kalibrierung mit neun Konzentration (0,5; 2,5; 5; 25;
50; 250; 500; 2500 und 50QMy/kg) a drei Replikaten ermittelt. Zusatzlich wurde eine Resi
duenanalyse durchgefiihrt. Die Bestimmung der Nachweid Bestimmungsgrenze erfolgte
wie in 12.8.1 beschrieben. Die Stabilitdt von Faecesextraktgaru.agerung bet 20°C
wurdenach 0, 24, 48, 96, 16&d 336Stunden ermittelt.

13.7.3 Stallstaub

Es wurde eine reduzierte Methodenvalidierung fur die FliSkigsigExtraktionsMethode
zur Bestimmung von Fluorchinolonen in Stallstaub durchgefihrt. Grinde hierfizwnd
einen die beschrankte Menge an Probenmaterial sowie Leermatrix und die niedrig zu erwar

tenden Konzentrationen in Stallstaubproben.

Fur die Bestimmung der Intrand InterDay Prazision wurdemwei Konzentrationer§50 und
1000pg/kg) mit jeweils fliinf Replikaten verwendeDer Linearitatsbereich wurde durch eine
In-Matrix-Kalibrierung mit sechs Konzentrationen (5, 10, 50, 100, 500 und i®®@Q) a

zwei Replikaten ermittelt. Zusatzlich wurde eine Residuenanalyse durchgefihrt. -Matrix
effekte wurden fiir zei Konzentration bestimmt (50 und 100@/kg). Die Nachweisund

Bestimmungsgrenzen wurden zum einen utber das Signal zu Rauschverhaltnis (NWG: S/N > 3
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und BG: S/N > 10) sowie durch Ermittlung des Verhaltnisses der beiden Massenubergange
fur die niedrigsteKonzentration denn-Matrix-Kalibrierung berechnet und verifiziert. Die
Lagerungsstabilitat wurde fur zwei Konzentrationen (50 und 1@@Kg) nach 0, 24, 48, 96,

168 wnnd 336Stunden unter Lagerung be20 °C ermittelt.

13.8 Tierstudien

Die Tierstudienwurden am Institut fur Pharmakologie, Toxikologie und Pharmazie der
Stiftung Tieréarztliche Hochschule Hannover durchgefuhier Versuchsplan umfasste
insgesamt vier verschiedene Behandlungsszenarien mit unterschiedlichen Enrcfloxacin
Konzentrationen. Hiiter wurden zum einen mit der vom Hersteller empfohlenen Dosis
10mg/kg Korpergewicht (KG) Enrofloxacibehandelt aber auch miterschleppungsuken

von 0,3; 1 und 3ng/kg KG EnrofloxacinDie Applikation der vom Hersteller empfohlenen
Dosis erfolgte Ubedas Trankwasser. Hierzu wurde Enrofloxacin (orale Lo®angril 10 %,

Bayer, Leverkusen, D) im Abstand von 24 Stunden aregesetztind das alte Trankwasser
ausgetauschiDie Verabreichung der Verschleppungsdosen erfolgte Uber das Futter. Dazu
wurde dad-utter ebenfalls alle 24 Stunden neu mit BaytriPA@ersetzt. Die Temperatdes

Versuchsraumwurde auf 18C eingestellt. Das Lichtregime betrug 14 Stunden.

13.8.1 Hihnerplasma

Fur die Entnahme von Plasmaproben wurden die Versuchstiere in vier Gruppen mit jeweils
12 Tieren eingeteilt. Alle vier Gruppen wurden wie in 4.8 beschrieben Uber einen Zeitraum
von 5Tagen mit Enrofloxacin behandelt. Die Entnahme von Plasmaproben edolgten
Zeitpunkten:0, 2, 4, 8, 24, 48,50, 52, 56, 72, 96, 98, 100 untb4 StundenPro Zeitpunkt
wurden jeweils nur drei Tiere beprobt, um tierschutzrechtliche Anforderungen bezuglich der

maximal erlaubten Blutabnahmemenge pro Woche einzuhalten.

13.8.2 Hihnerfaeces

Die Huhner wurden fur diese Versuchsreihe entsprechend ihres Gewichtes in vier Gruppen
mit jeweils drei Tieren eingeteilt. Fur die Gruppe, die Enrofloxacin Uber das Futter ver
abreicht bekamen, konnte das Medikament pro Gruppe dosiert werden, da sie ahnliche
Gewichte aufwiesen. Fur diersuchsgruppe, die Uber das fk&asser behandelt wurde,
wurde Enrofloxacin fir jedes Tier separat eingewogen. Die Medikation erfolgte Uber eine
Zeitraum von 3 Tagen. Faecesproben wurden zu folgenden Zeitpunkten entnommen: 0, 2, 4,
6, 8, 26,28, 30, 32, 48, 50, 52, 54, 56, 72, 80 und 96 Stunden. Fir die Versuchsgruppe, die
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mit der empfohlenen Dosis behandelt wurde, wurden zusatzlich nach 981A®Qnd
104 Stunden Faecesproben entnommen.

13.9 Methodenvergleich

Die in dieser Arbeit entwickelte Festphasenextraktionsmethode (KombinatiorDagis
MAX und OasisMCX 13.6.1) zur Analytik von Fluorchinolonen in Hihnerplasma wurde mit
einer am Institt fir Pharmakologie, Toxikologie und Pharmazie 8éftung Tierarztliche
Hochschule Hannover angevelien FlissigFlissigExtraktion mit anschlie3ender HPL-C
Fluoreszenzdetektion (FLDJerglichen. Als Vergleich dienten hierBlasmaproben, dieie

in 13.8.1 beschriebengewonnenwurden. Die Bestimming der mittels FlUusst§lissig
Extraktion gewonnesn Plasmaextrakte erfolgte mittels HPIRLD am Institut fur Pharma

kologie, Toxikologie und Pharmazie d&tiftung TierarztlicheHochschule Hannover.

HPLC-FLD

Das \erwendete HPLESystem bstehtaus einer Pumpe (Model 126, Beckman Coulter, Brea,
USA), einem Autosampler (Model 508, Beckman Coulter, Brea, USA), einem Saulenofen
(SPH 99, Spark, Emmen, NL) und einem Fluoreszenzdetektor (Model RF535, Shimadzu
Kyoto, JP). As Software wurde 32 Karat von Beckman Coulter (Brea, USA) verwendet. Die
chromatographische Trennung erfolgte unter Verwendung einer LiChrospher 108eRP
5um (LiIChroCART 2504) Saule von Merck (Darmstadt, D). Als Vorsdule wurde eine
LiChrospher 100 RR8e 5um (LIiChroCART 44) von Merck (Darmstadt, D) eingesetzt.

Als isokratischer Eluent wurde@, M Citratpuffer/Acetonitril (85:15, v:v) verwendet. Die
Flussrate betrug 1/L/min. Der S&ulenofen wurde auf 40 temperiert. Zur Detektion
wurde der Fluorezenzdetektor auf eine Anregungswellenlange vonnd8ingestellt. Die

Emissionswellenlange betrug 46601.

FlassigFlussigExtraktion

Zur Extraktion wurden 30QL Plasma mit 3@QL internem Standard (1fg/mL Marbe
floxacin) in einem 2nL Reaktionsgefald veetzt und kurz geschiuttelt. Anschlie3end wurde
1 mL Dichlormethan hinzugefiigtb min geschittelt und zentrifugiert (Bin, 23000g).
Danach wurden 85(L der organischen Phase uberfuhrt und eingedampft. Die
Wiederaufnahme der Analyten erfolgte in 300 0.01M Citratpuffer/Acetonitril (85:15,
v:v). Als Injektionsvolumen wurden 1QfL eingesetzt.
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Anhang 9: Post-column-Infusionsprofile einer infundierten Analytkonzentration von 0,1ng/uL fur
Marbofloxacin (A), Ciprofloxacin (B), Enrofloxacin (C) und Difloxacin (D) bei Injektion
einer mittels Kombination aus Oasis MAX/Oasis MCX aufgearbeiteten Leermatrixprobe
unter Verwendung des modifizierten Gradienten.
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Anhang 10: Postcolumn-Infusionsprofile einer infundierten Analytkonzentration von 1 ng/pL fur

Marbofloxacin (A), Ciprofloxacin (B), Enrofloxacin (C) und Difloxacin (D) bei Injektion
einer mittels Kombination aus Oasis MAX/Oasis MCX aufgearbeiteten Leermatrixprobe
unter Verwendung des modiizierten Gradienten.
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Anhang 12: Extracted lon Chromatogramme einer extrahierten Leermatrixprobe (Hihnerfaeces) fur

die m