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1 EINLEITUNG

Beziiglich einer Kontamination von Futtergrasern mit Toxinen des Ergolintyps sind
prinzipiell zwei Ursachen zu unterscheiden:
1. ein Befall mit Mutterkorn (Ergot),

2. das Vorkommen von toxinogenen endophytischen Pilzen.

Ergotalkaloide sind die toxischen Inhaltsstoffe des Mutterkorns, das als verfestigtes
Dauermycel des Feldpilzes Claviceps purpurea vorkommt. Ein Befall mit Mutterkorn ist bei
mehr als 400 Gramineen moglich (Teuteberg, 1987). Auch Griser der Familie Poaceae, die
Futterweiden besiedeln und die Zuwege von Getreidefeldern sdumen, koénnen mit
Claviceptacea infiziert sein und stellen damit eine Infektionsquelle fiir Getreide dar. Eine
Infektion mit Claviceps spp. wird dabei sowohl durch feuchte Witterung begiinstigt als auch
durch den Trend zu pflugloser Bodenbearbeitung, bei der verwelkte Pflanzenteile auf den

Feldern verbleiben.

Ausgehend von der Beobachtung, dass Gréser toxische Pilzmetaboliten (Mykotoxine)
beeinhalten, ldsst sich eine mutualistische Lebensweise vermuten, bei der die Pflanze dem
Pilz einen Lebensraum bietet, der vom Pilz durch die Bildung schiitzender Mykotoxine

aufrechterhalten wird.

Zahlreiche Pilze verbringen ihren gesamten Lebenszyklus endophytisch in lebendem
Pflanzengewebe, ohne makroskopisch oder symptomatisch in Erscheinung zu treten. Pilze der
Gattung Neotyphodium werden von Festuca arundinacea und Lolium perenne mit
Nahrstoffen versorgt und durch deren Samen verbreitet. Der positive Einfluss der Endophyten
wirkt sich auf die vegetative und generative Entwicklung sowie die Nachwuchsfdhigkeit der
Gréser aus, da die Toleranz der Wirtspflanze gegeniiber biotischen und abiotischen
Stressfaktoren erhoht wird. Fiir Pflanzen zdhlen auch landwirtschaftliche Nutztiere zu den
biotischen Stressfaktoren, daher sind diese Endophyten auch fiir den Menschen von
Bedeutung. Erste detaillierte Studien zu Problemen mit Endophyten wurden in den 1960er
Jahren in Zusammenhang mit dem verstirkten Anbau der Rohrschwingelsorte ,Kentucky 31°
in den USA notwendig. Endophyten verursachten bei Weidetieren die ,fescue-toxicosis‘, die

zu groflen wirtschaftlichen Verlusten fiihrte. Die Symptome der Erkrankung: Gangréne der



Extremititen, Fertilitdtsprobleme, &hnelten einer durch C. purpurea hervorgerufenen
Ergotalkaloid-Toxikose und wurden mit dem Vorkommen eines endophytisch lebenden Pilzes
in Verbindung gebracht (Bacon et al., 1977). Nur wenige Jahre spiter wurden in Neuseeland
neurologische Erscheinungen bei Schafen, die sogenannten ,perennial ryegrass staggers‘, auf

endophytische Toxine zuriickgefiihrt (Fletcher und Harvey, 1981).

Das weltweite Vorkommen infizierter Gréser auf vielen natiirlichen Griinlandstandorten fiihrt
zu Problemen in der Landwirtschaft und der Tiergesundheit. Vor allem chronische
Intoxikationen, verbunden mit unspezifischen Krankheitserscheinungen wie Riickgang der
Futteraufnahme, Lebendmassezunahme oder der Milchleistung, belegen die Notwendigkeit

routineméfiger Kontrollen befallener Gréser.

Ziel der in vorliegender Arbeit beschriebenen Untersuchungen war es daher, das Vorkommen
und Ausmal} einer moglichen Belastung von Pocaceen mit Ergotalkaloiden zu ermitteln,
wobei sowohl der Eintrag iiber Mutterkorn (Claviceps spp.) als auch iiber Endophyten
(Neotyphodium spp.) gepriift werden sollte. Diese Untersuchungen wurden auch im Hinblick
auf die immer noch ungeklérte Frage eines mdglichen carry-overs von Ergotalkaloiden bzw.
Metaboliten in die Milch laktierender Milchkiihe durchgefiihrt, um einen Beitrag zur
Risikoabschitzung zu leisten. Hierbei sollten enzymimmunchemische Verfahren fiir
Ergotalkaloide, die in den letzten Jahren an der Professur fiir Milchwissenschaften entwickelt
worden waren, auf ihre Eignung hin gepriift werden. Die Untersuchungen beziehen sich
vorrangig auf die beiden bedeutendsten Leistungsgraser Deutschlands: L. perenne und F.
arundinacea, die zudem die Frage einer Kontamination durch Ergotalkaloide mittels
Endophyten aufwerfen (Miles et al., 1996; Cagas$ et al., 1999). Zum Nachweis der Toxine
wurden erprobte Verfahren evaluiert und optimiert. Die Anwendung erfolgte anhand von

kiinstlich und natiirlich kontaminierten Graserproben.



2 SCHRIFTTUM

2.1 Allgemeines zu Mutterkorn

Als Mutterkorn (Secale cornutum) werden die Sklerotien des Pilzes Claviceps (C.) purpurea
[Fries] Tulasne bezeichnet. C. purpurea gehort taxonomisch in die Klasse der Ascomyceten
(Alexopoulos, 1966) und ist der wichtigste Vertreter der Gattung. Das Sklerotium stellt die
verfestigte Dauerform des Mutterkornpilzes dar, das sich als dichtes Hyphengeflecht anstatt
einer Frucht vor allem in den Ahren von Roggen, seltener auch in Weizen, Gerste, Hafer

sowie in Grasern entwickelt (Miihle und Breuel, 1977; Mielke, 2000).

Der Lebenszyklus des Mutterkornpilzes ldsst sich in eine sexuelle und in eine asexuelle Phase
gliedern (Mielke, 2000) (Abbildung 1). Die Sklerotien iiberwintern auf der Bodenoberfldche
und im Boden, um im Friihjahr zahlreiche Fruchtkorper (Perithecien) auszubilden (Hofmann,
1964; Alexopoulos, 1966). Wihrend der geschlechtlichen Reifeteilung entwickeln sich
Ascosporen, die tiber den Wind auf die Narben bevorzugt frithblithender Gréser transportiert
werden und diese primér infizieren. In der asexuellen Phase keimen die Ascosporen aus und
bilden in der Basis des Fruchtknotens ein dichtes Myzel mit Konidien, die nach etwa neun bis
dreizehn Tagen iiber den sogenannten Honigtau nach aulen transportiert werden (Miihle und
Breuel, 1977). Durch die Verbreitung dieser zuckerhaltigen Fliissigkeit, z.B. durch Insekten,
erfolgt eine Ausbreitung der Infektion. Der asexuelle Zyklus des Mutterkorns kann so lange
stattfinden, wie infektionsfdhige, blithende Pflanzen auf dem Feld vorhanden sind. Im
Fruchtknoten entwickelt sich iiber einen Zeitraum von 10—21 Tagen allmihlich das neue

Sklerotium.
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Abb. 1: Mutterkornentwicklungszyklus, entnommen aus der Internetprasenz der Saaten-Union:
www.saaten-union.de/index.cfm/nav/153/article/2209.html

Die in den Sklerotien enthaltenen Alkaloide rufen mannigfaltige toxische Wirkungen hervor,
die den Ergotismus auslosen konnen. Im Volksmund wurde die Erkrankung auch als
,Kribbelkrankheit®, ,,Heiliges Feuer” oder ,Antonius-Feuer“ bezeichnet, wobei die
neurologische Symptomatik als ,brennendes® Gefiihl beschrieben wird. Ergotismus
manifestiert sich in zwei Hauptformen, der gangrindsen (chronischer Ergotismus) und der
konvulsiven (akuter Ergotismus) Erscheinungsform (de Costa, 2002). Beim Ergotismus
gangraenosus treten Symptome wie GefaBlspasmen, Ischdmie, Nekrosen und Verlust der
GliedmaBen auf. Der Ergotismus convulsivus ist charakterisiert durch Erbrechen, Krampfe,
Halluzinationen und Psychosen. Letztere Symptomatik erlangte nicht zuletzt durch das von
Hofmann 1938 hergestellte semisynthetische Halluzinogen Lysergsdurediethylamid (LSD)
viele Jahre spéter zweifelhaften Ruhm (Hofmann, 1964). Die ersten Ergotalkaloid-Derivate

wurden 1906 isoliert (,,Ergotoxin®). Im Jahr 1918 folgte die Isolation von Ergotamin als erstes
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Reinalkaloid durch Stoll. Seit 1935 konnte Ergometrin gewonnen und therapeutisch
angewendet werden (Eadie, 2003). Bislang wurden mehr als 40 verschiedene Ergotalkaloide
aus den Sklerotien von C. purpurea isoliert. Mit der Kenntniserweiterung {liber die Toxizitit
und Bedeutung von Ergotalkaloiden konnte das epidemische Auftreten des Ergotismus zwar
verhindert werden, chronische Aufnahmen von Ergotalkaloiden iiber mit Mutterkorn
kontaminierte Lebens- und Futtermittel sind dennoch Gegenstand einer aktuellen Diskussion

der Verbraucher- und Tiergesundheit.

2.2 Ergotalkaloide
2.2.1 Struktur

Entsprechend der Historie der Strukturaufklarung sowie der Gemeinsamkeiten im chemischen
Aufbau werden die Alkaloide der Sklerotien von C. purpurea auch als Indolalkaloide,
Ergotalkaloide oder Ergoline bezeichnet. Sie unterscheiden sich sowohl qualitativ als auch
quantitativ in ihrem toxischen Potenzial (Wolff, 1992; Buchta und Cvak, 1999).
Ergotalkaloide sind 3.,4-substituierte Indolderivate mit einem tetrazyklischen Ergolin-

Ringsystem als gemeinsame Grundstruktur (Abb. 2).

Abb. 2: Grundstruktur der Ergotalkaloide; Tetrazyklisches Ergolin-Ringsystem

In Abhidngigkeit von den unterschiedlichen Substituenten des C-8 werden drei
Substanzklassen unterschieden: 1. die Clavin-Alkaloide, 2. die Lysergsdurederivate sowie 3.

die Peptidalkaloide.
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Bei den D-Lysergsdurederivaten befindet sich an C-8 eine Carboxylgruppe, die mit einem
Tripeptidrest (Peptidalkaloid), einem aliphatischen Amin (einfache Lysergsdureamide, Abb.
3) oder Ammoniak verbunden ist. Durch die Bindung verschiedener Amide an die
Carboxylgruppe der Lysergsdure ist eine Differenzierung der Lysergsidurederivate moglich
(Abb. 3), durch die auch deren Loslichkeit in verschiedenen Medien beeinflusst wird. Die
Bindung einer Aminogruppe oder von Aminoalkoholen fiihrt dazu, dass das Produkt, z. B.
Ergometrin, wasserloslich ist. Wasserunlosliche Derivate hingegen charakterisieren sich
durch zyklische Tripeptide als Substituent (Tabelle 1). Bei den komplexer aufgebauten
Peptidalkaloiden befinden sich neben NH; und einer a-Ketosdure immer ein variables Peptid
sowie eine konstante Aminosdure. Dabei handelt es sich mit Ausnahme des Ergobalansins um
L-Prolin. Bei Ergobalansin ist Prolin durch die Aminoséure Alanin ersetzt (Hofmann, 1964).
Die strukturell einfachste Gruppe der Clavine besitzt statt der Carboxylgruppe eine Methyl-
oder Hydroxymethylgruppe. Im Ring D des tetrazyklischen Grundgeriistes befindet sich meist
eine Doppelbindung, das N-Atom in Position 6 ist immer methyliert. Secoergoline besitzen
einen offenen D-Ring. Die Grundstruktur der einfachen Lysergsdureamide und der

Ergopeptine ist in Abbildung 3 dargestellt.

Ergopeptine: R

Einfache Lysergsaure-Amide

Ry = CHy Ry = CH,CH(CH,);  Ergosin
R=0OH Lysergséure (Grundkbrper) - o §g=CH,CeH;  Ergotamin
R, =C,H =CH,C:H Ergosti
R=NH, Lysergsaureamid % - e
" R4 = CH(CH,), Ry = CH(CH,3), Ergocornin
R=N(C,H Lysergsaurediethylamid (LSD
(CoHs)y YSerg y (LSD) R4 = CH(CHy), Ry = CH,CH(CH3);  a-Ergocryptin
R = NHCH(CH3)CH,OH Ergometrin Ry = CH(CH,), Ry = CH(CHy)CoHs  p-Ergocryptin
Ry = CH(CHy), Rz = CH,C4H5 Ergperistin

Abb. 3: Struktur einfacher Lysergsdureamide und Ergopeptine (nach Bds, 2000)

13



Tab. 1: ,,Periodisches System der Ergotalkaloide®, modifiziert nach Hofmann (1964)

Untergruppe  Alkaloid Pepidteil besteht aus Summenformel

Ergotamin L-Phenylalanin | C33H35N505
g Ergosin o-Hydroxyalanin L-Leucin C30H37N505
gruppe

Ergovalin L-Valin C29H35N505

Ergocristin L-Phenylalanin | C35H39N505
E:E{‘;’;:m' Ergocryptin | L-Prolin | a-Hydroxyvalin L-Leucin C32H41N505

Ergocomin L-Valin C31H39N505

Ergostin L-Phenylalanin [ C34H37N505
Eptn: Ergoptin rz—H;mirnxy-a—L L-Leucin C31H39N505
gruppe Aminobufttersiure

Ergonin L-Valin C30H3TN505

Aufgrund der Stereoisomerie an C5-und C8-Atom in Ring D der Lysergsdure treten die

rechtsdrehende D-Lysergsdure und die linksdrehende L-Lysergsdure auf. Durch
Isomerisierung an C8 der Lysergsdure entsteht die D-/L-Isolysergsdure. Die meisten
Alkaloide konnen die biologisch weniger aktiven Isomere (-inine) formen (8S 5R), dann
besteht das Grundgeriist aus Isolysergsdure, und ebenso leicht in die isomere Ursprungsform
(-ine) zuriickfinden, dann liegt Lysergsdure vor (Buchta und Cvak, 1999). Nachfolgend sind
bedeutende Ergotalkaloide und deren physikalisch-chemische Eigenschaften aufgefiihrt

(Abb. 4).
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Ergocornin
Molekulargewicht: 561,64 g/mol Summenformel: C, H,/N.O,
Schmelzpunkt: 182- 184 °C Strukturformel:

Ergocristin

Molekulargewicht: 609,70 g/mol Summenformel: C, H, N O,
Schmelzpunkt: 160-170 °C Strukturformel:
/
u- Ergocryptin o 9 N
3 O N H

Molekulargewicht: 575,72 g/mol Summenformel: C,H, N.O, \(S),N\_/Eo
Schmelzpunkt: 212 °C Strukturformel: o

P (7

H
—

Ergometrin (syn. Ergonovin, Ergobasin):

Molekulargewicht: 325,40 g/mol Summenformel: C jH, N.O,
Schmelzpunkt: 190-200 °C Strukturformel:
o
+ 0-3 N
Ergotamin (o] N L H o
Molekulargewicht: 581,65 g/mol Summenformel: C, H, N.O, 7%1/ =
Schmelzpunkt: 210-214 °C (dec.) Strukturformel: I N © \©
H

Abb. 4: Chemische Eigenschaften einiger wichtiger Ergotalkaloide (nach Roth, Frank und Kormann, 1990)

In Untersuchungen zur Biosynthese der Alkaloide wurden die Mevalonsdure und das L-

Tryptophan als Ausgangssubstanzen fiir die Synthese des Ergolinringsystems nachgewiesen
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(Miihle und Breuel, 1977). Durch enzymatische Reaktion wird Tryptophan zu 4-
Dimethylallyltryptophan isoprenyliert. Diese Reaktion gilt als der erste entscheidende Schritt
in der Alkaloidsynthese (Mantle und Waight, 1968). Die darauffolgenden enzymatischen
Schritte beziehen sich auf den Aufbau und die Umgestaltung der Ringe C und D des
Ergolinringgeriists. Weitere Oxidationsreaktionen fithren dann zur Lysergsdure, welche die
Basis fiir die einfachen Lysergsdureverbindungen und die Peptidalkaloide darstellt (Miihle
und Breuel, 1977). Der weitere Verlauf der Biosynthese von der D-Lysergsdure zu den
Ergopeptinen erfolgt nichtribosomal {iber eine schrittweise Verkniipfung von

Peptidzwischenstufen zu einer Peptidkette (Riederer et al., 1996; Walzel et al., 1997).

2.2.2 Pharmakologie

Das grof3e pharmakologische Wirkungsspektrum der Ergotalkaloide ldsst sich einerseits durch
ithre strukturelle Diversitit und andererseits durch die unterschiedlichen Affinititen des
Ergolinringsystems auf Rezeptoren der Neurotransmitter Adrenalin, Noradrenalin, Dopamin
und Serotonin erklidren (Forth et al., 2001) (Abb. 5). Ergotalkaloide konnen an diesen

Rezeptoren partiell agonistische oder antagonistische Wirkungen zeigen (Starke, 2001).

OH

NH, i,
NH,

HO
OH

Abb. 5: Strukturelle Ahnlichkeiten des Ergolinringsystems zu den Neurotransmittern Dopamin, Noradrenalin
und Serotonin

Alkaloide des Ergopeptintyps zeichnen sich besonders durch Affinitdten zu adrenergen a-
Rezeptoren aus und rufen sympathomimetisch-vasokonstriktorische Effekte hervor
(Hofmann, 1978). Einfache Lysergsdurederivate und Clavine hingegen besitzen eine
geringere adrenerge Komponente, weisen aber eine Affinitdt zu Serotonin-(5-HT)-Rezeptoren

auf (Forth et al., 2001).
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Bereits wenige Strukturverdnderungen am Ergolinring oder an dem Substituenten des C8-
Atoms verursachen Unterschiede in der biologischen Aktivitit der Verbindung.
Beispielsweise wird 2-Bromo-ergocryptin aufgrund seiner dopaminergen Wirkung sowohl in
der Therapie des Morbus Parkinson als auch auch bei Erkrankungen, die durch

Hyperprolaktindmie bedingt sind, eingesetzt (Kobel und Sanglier, 1986; Forth et al., 2001).

2.2.2.1 Metabolisierung und carry-over

Nach oraler Aufnahme der Ergotalkaloide werden diese im Magen angesduert und
anschlieBend im Duodenum absorbiert (Eckert et al., 1978). Bei Rindern wurde die
postruminale Absorption von Ergotalkaloiden beschrieben (Westendorf et al., 1993).
Ergopeptidalkaloide, wie z. B. das Ergovalin, kdnnen durch die Pansenflora der Wiederkéuer
zudem mittels Spaltung der Peptide oder Transformation von Prolin innerhalb des
Peptidstiickes zu einfacheren Alkaloidformen iibertragen werden (Eckert et al., 1978). Daher
wird vermutet, dass sich im Pansen eine Mischung von Alkaloiden und Alkaloidderivaten

befindet (Stuedemann et al., 1998).

Aellig und Niesch (1977) zufolge betrdgt die durchschnittliche orale Absorption von
Ergotamin 66 %. Die Bioverfligbarkeit von Ergotamin hingegen liegt mit weniger als 2 %
(Aellig und Niiesch, 1977; Ibraheem et al., 1983; Tfelt-Hansen et al., 1995) deutlich unterhalb
des Absorptionswertes, da Ergotamin dem first-pass-Metabolismus der Leber unterliegt.
Ergometrinmaleat besitzt eine orale Bioverfiigbarkeit von 80 %. Sie unterliegt jedoch groBer
interindividueller Streuung (EMEA, 1999). Nach Hill (2005) erreichen Lysergsdureamide und
Nicergolin bei gleicher oraler Dosierung einen 20-fach hoheren Plasmaspiegel als
Ergopeptinalkaloide. Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass diese Alkaloide im Vergleich zu
Ergopeptinalkaloiden eine hohere Bioverfiigbarkeit besitzen und damit auch ein groBeres
toxisches Potenzial. Eckert et al. (1978) beschrieben fiir die Lysergsidure/Lysergsdurederivate
eine hohere Bioverfiigbarkeit als fiir Ergopeptide und eine geringere Bioverfiigbarkeit als fiir

Nicergolin und Methergolin.

Den Metabolismus von Ergotamin untersuchten Moubarak et al. (2002). Die Autoren zeigten,
dass in den Mikrosomen von Rinderleberzellen CYP3A-Cytochrome mittels zweifacher
Hydroxylierung dazu befdhigt sind, Metabolite des Ergotalkaloids zu synthetisieren. Die
Metabolisierung erfolgte in Abhdngigkeit von vorhandenem NADPH bzw. vom NADPH-

17



produzierenden System. Tfelt-Hansen et al. (1995) bezeichneten die biologische Aktivitdt von
gebildeten Alkaloidmetaboliten als wahrscheinlich. Peyronneau et al. (1994) beschrieben
auBerdem einen Zusammenhang zwischen dem Stoffwechsel von Ergocryptin und P-450
Oxigenasen. In einer weiteren Studie von Moubarak et al. (2002) wurde der Einfluss von
Ergonovin und Dihydroergotamin auf den Lebermetabolismus von Ratten untersucht. Den
Versuchstieren wurden jeweils 100mM der Substanzen {iber einen Zeitraum von vier Tagen
intraperitoneal appliziert. Es wurde keine zusitzliche CYP3A-Cytochrom-Aktivitét
festgestellt (Moubarak et al., 2002).

Die Ausscheidung der Ergopeptine und der Lysergsdurediethylamide erfolgt hauptsdchlich
iiber die Gallenfliissigkeit (Nimmerfall und Rosenthaler, 1976; Eckert et al., 1978). Eckert et
al. (1978) stellten den Zusammenhang zwischen dem Exkretionsweg von Ergotalkaloiden und
ithrem spezifischen Molekulargewicht dar. Mit Ausnahme von Lysergsidurediethylamid
werden Ergotalkaloide mit einem Molekulargewicht unter 350 iiber die renalen Tubuli mit
dem Urin ausgeschieden. Liegt das Molekulargewicht zwischen 350 und 450 findet die
Exkretion meist tiber Urin und Galle statt. Ergotalkaloide, die ein Molekulargewicht groBer
450 Dbesitzen, werden ausschliefSlich iiber die Galle eliminiert und mit dem Fézes
ausgeschieden. In Tabelle 2 sind die Ergebnisse einer Fiitterungsstudie an Schafen dargestellt
(De Lorme et al., 2007). Die Studie umfasste zwei 28-tdgige Fiitterungsperioden mit N.
coenophialum infiziertem F. arundinacea Stroh (0,610 mg/kg Ergovalin). Ergovalin wurde
im Urin nicht nachgewiesen. Es ergaben sich Hinweise darauf, dass zumindest ein Teil des

Ergovalins in Lysergsdure umgewandelt und als solches ausgeschieden wird (Tabelle 2).

Tab. 2: Mengenbilanz von Ergovalin und Lysergsiure bei Hammeln' nach endophyteninfizierter
F. arundinacea Fiitterung (nach De Lorme et al., 2007)

Messgrofe Ergovalin Lysergsédure Ergovalin + Lysergsadure
Aufnahme (pmol/d) 1,15 0,15 1,37
Ausscheidung? (umol/d) 0,41 0,38 0,79
Urin kN 0,21 0,21
Fézes 0,41 0,17 0,58
Scheinbare Verdaulichkeit (%) 64,2 -12,5 50,4
Ausscheidung (% der Aufnahme) 35,4 248 60,5

'n= 6, 2Urin und Fizes, kN = kein Nachweis
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Aufgrund des Fehlens entsprechender Untersuchungen ldsst sich iiber die Frage eines
moglichen Ubergangs von Ergotalkaloiden oder deren Metaboliten in tierische Gewebe oder

in die Milch keine sicheren Aussagen treffen (EFSA, 2005).

Studien iiber mogliche Uberginge des Toxins in das Gewebe von Schweinen wurden von
Whittemore et al. 1976 und 1977 durchgefiihrt. Nach Fiitterung von gemahlenen Sklerotien
(30% Ergotoxin, 20 % Ergotamin, 30 % Ergosin, 20% sonstige Ergotalkaloide) konnten keine
Riickstinde im Gewebe festgestellt werden. Mainka et al. (2007) fiitterten ausgewachsene
Schweine mit 1 g Ergot/kg KGW bzw. mit 10 g Ergot/kg KGW. Uberginge von Toxinen in
das Gewebe wurden nicht festgestellt. Auch in Serum, Gallenfliissigkeit, Lebergewebe und

Riickenfett wurden keine Ergotalkaloide nachgewiesen (Mainka et. al, 2007).

In einer Fiitterungsstudie mit Gefliigel von Young und Marquardt (1982) wurden an die Tiere
verschieden hohe Konzentrationen an Ergotamin-Tartrat verfiittert. Riickstinde im Gewebe
konnten nur fiir die hochste Konzentration (810 mg Ergotamin/kg Futter) ermittelt werden:
5 pg/kg im Muskel und 4 pg/kg in der Leber. Ein mogliches Vorkommen von Ergotamin-

Metaboliten im Gewebe wurde von den Autoren nicht ausgeschlossen.

Einige Autoren iiberpriiften einen mdglichen Ubergang von Ergotalkaloiden in die Milch.
Wolff et al. (1995) verfiitterten 3 pg Ergotalkaloide’kg KGW iiber zwei Wochen an
Milchkiihe, entsprechend einer Gesamtkonzentration von 1.835 pg/Milchkuh/Tag. Es wurden
keine Riickstinde in der Milch gefunden. Eine andere Studie an Milchkiihen ergab eine
Kontamination von Milch mit bis zu 0,086 mg/l Gesamtalkaloidkonzentration, nachdem 50 g
Sklerotien pro Tier aufgenommen wurden (Wolff et al., 1995). Realini et al. (2005)
untersuchten bei 14 Rindern einen Ubergang von Ergotalkaloiden in Fleisch, genaue Daten

iiber die Alkaloidaufnahme fehlen jedoch.

2.2.2.2 Einfluss auf die Tiergesundheit

Prinzipiell sind alle Haustierarten in unterschiedlichem Ausmall fiir eine
Mutterkornvergiftung empfanglich. In Tabelle 3 sind charakteristische Symptome des
Ergotismus bei ausgewdhlten Nutztierarten aufgefiihrt. Hierbei sind sowohl der durch
Mutterkorn ausgeldste klassische Ergotismus zu beriicksichtigen, als auch Krankheitsbilder,

die durch Ergotalkaloid-bildende endophytisch lebende Pilze in Grésern verursacht werden,
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z.B. die ,,fescue toxicosis‘.

Tab. 3: Subklinische und klinische Symptome des Ergotismus bei Nutztieren

Spezies Symptom Referenz

Rind Lahmbheit, Anorexie, verminderte Milchleistung und Schmidt und Osborn,
Gewichtszunahme, herabgesetzte Konzeptionsrate, 1993;
Hyperventilation, Hyperthermie, Hypersalivation,  Paterson et al., 1995;

Akren- und Zungennekrose, ,,fescue toxicosis* Stuedemann et al., 1998;
Botha et al., 2004
Schaf Lahmheit, Odeme der GliedmaBen und des Spratling, 1972;
Schwanzes, Inappetenz, Loken, 1984;
Pulsus frequens McLeay et al., 2002

Schwein Leistungsminderung, Agalaktie, Aborte, Geburt Barnikol et al., 1982;
lebensschwacher Ferkel Dignean et al., 1986;

Richter et al., 1989;
Oresanya et al., 2003

Pferd Verlangerte Trachtigkeit, Dystokie, Agalaktie, Monroe et al., 1988;
Geburt lebensschwacher und dysmaturer Fohlen Riet-Correa et al., 1988;
Cross et al., 1995

Gefliigel Verminderte Futteraufnahme, Leistungsminderung, Young und Marquardt,
Nekrose der Zehen, des Schnabels und des 1982; Rotter et al., 1985
Hahnenkamms

Viele Ergotalkaloide weisen vasokonstriktorische Eigenschaften auf, das Ergotamin gilt
jedoch als die am stirksten vasokonstriktorisch wirksame Substanz (Guggisberg, 1954; Tfelt-
Hansen et al., 1995). Infolge der Blutzirkulationsstorung entstehen Thrombosen, die im
weiteren Verlauf zu ischdmischen Nekrosen vor allem peripher gelegener Bereiche (Akren,
Ohr- und Schwanzspitzen, Kamm, Kehllappen) fiihren (Tfelt-Hansen et al., 1995; Dahme und
Weiss, 1999). Ergometrin und Ergotamin besitzen eine direkte stimulatorische Wirkung auf
die glatte Muskulatur und konnen dadurch Uteruskontraktionen auslosen, die wiederum zu
Aborten bzw. zu Schwierigkeiten wihrend der Trachtigkeit fithren konnen (Saameli, 1978).
Aufgrund der Wirkung von Alkaloiden als Dopaminagonisten entwickeln sich-ausgehend von
einer gechemmten Prolaktinfreisetzung aus der Hypophyse (Forth et al., 2001)-vor allem beim

Schwein Agalaktien. Nach Barnikol et al. (1982) sind diese Agalaktien insbesondere auf

20



Ergotamin und Ergocornin zurlickzufiihren. Einige Ergotalkaloide wirken &hnlich wie
biogene Amine und beeinflussen als solche die Neurotransmission. In diesem Zusammenhang
wurden die charakteristischen Merkmale des Ergotismus convulsivus beobachtet (Rolle und

Mayr, 2002).

Woods et al. (1966) beschrieben Anorexien, Speicheln und Hyperventilationen bei Rindern
nach tdglicher oraler Gabe von Ergotamin in Hohe von 1mg/kg KGW. Vier von sechs Tieren
verstarben innerhalb der ersten zehn Tage. Postmortale Untersuchungen von besonders
schwer erkrankten Rindern ergaben entziindliche Verdnderungen des Darms. Rinder die mit
Ergovalin- und Ergopeptid-haltigem Gras gefiittert wurden, zeigten charakteristische
Symptome einer Ergotalkaloidtoxikose, die mit Lahmheiten und Gangrénen der Extremitéten
und des Schwanzes (Botha et al., 2004) einhergingen. Nach intravendser Injektion von 5-7mg
Ergotamintartrat bzw. Ergonovinmaleat zeigten Férsen in Untersuchungen von Browning und
Leite-Browning  (1997)  verminderte =~ Hauttemperaturen, = Herzfrequenzen = und
Prolaktinkonzentrationen im Serum sowie eine Erhohung der Respirationsrate und des
Blutdrucks. Hyperthermien wurden nach Fiitterung von endophyteninfizierten F. arundinacea
Grisern bei Stieren beobachtet (Browning 2004). Fiir Afrika ist ein Ausbruch der ,fescue
toxicosis‘ bei Wiederkduern infolge der Aufnahme endophyteninfizierter Graser beschrieben
(Botha et al., 2004). Eine Rinderherde graste iiber drei Wochen auf mit F. eliator besiedeltem
Weideland. Von 385 Tieren zeigten anschlieend 50 Lahmheitssymptome und/oder Nekrosen
am Schwanz. Die Untersuchung der Griser ergab Ergovalinkonzentrationen im Bereich von

1.720-8.170 pg/kg der Trockenmasse (Botha et al., 2004).

Ergotalkaloidvergiftungen bei Pferden entstehen im Wesentlichen durch die Aufnahme von
mit Neotyphodium spp. infizierten Futtergrisern. Sie betreffen vorrangig gravide Stuten und
Fohlen (Tab. 3). Im Gegensatz zur klinischen Symptomatik bei Rindern entwickeln gravide
Stuten unter Toxineinwirkung keinen Anstieg der Korpertemperatur (Monroe et al., 1988).
Agalaktien werden hingegen beschrieben und resultieren ebenfalls aus einer verminderten
Prolaktin-Sekretion im Serum (Cross et al., 1995). Fayrer-Hosken et al. (2008) untersuchten
den Zusammenhang zwischen Ulber das Futtergras aufgenommener Ergotalkaloide und
moglichem verminderten Ejakulatvolumen beim Hengst. Die Autoren werteten die
Spermatogramme von sechs Zuchthengsten beziiglich der Motilitit, Anzahl und Morphologie

der Spermien aus, fanden jedoch keine Hinweise auf Unterschiede zu den Kontrollen.
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2.2.2.3 Medizinische Verwendung in der Humanmedizin und Veterinirmedizin

Das breite Spektrum an biologischer Aktivitit der Ergotalkaloide spiegelt sich auch in ihrer
Funktion als strukturelles Vorbild fiir neue Arzneistoffe wider (Mantegani et al., 1999;
Haarmann et al., 2006). Im medizinischen Alltag finden diverse natiirliche und synthetische
Ergotalkaloide Anwendung. Ergometrin und Ergotamin werden wie natiirlich gewonnen
eingesetzt. Chemisch abgewandelt kommen aber unter anderem der Wirkstoff
Dihydroergotamin oder das Methysergid, beispielsweise in der Migrinetherapie/-prophylaxe,
zum Einsatz. Die pharmazeutische Forschung beschéftigt sich dariiber hinaus auch mit der

Moglichkeit von Voll-Synthesen. Pharmakologisch bedeutsame natiirliche Ergotverbindungen

bzw. deren synthetische Analoga und ihre Anwendung sind in Tabelle 4 dargestellt.

Tab. 4: Ergotalkaloide sowie davon abgeleitete halbsynthetische Arzneistoffe und ihre therapeutische

Anwendung
Wirkstoff Indikation Referenz
Ergotamin Akute Migréne, Tfelt-Hansen et al., 2000;
Dihydroergotamin Migraneprophylaxe Goadsby, 2003
Ergometrin Postpartale Blutungen Chong et al., 2004;
De Costa, 2002
Cabergolin Hyperprolaktindmie, Biermasz et al., 2005;
Morbus Parkinson, Barlier und Jaquet, 2006
Restless-Leg-Syndrom,
Akromegalie
Bromocryptin Hyperprolaktindmie, Griinau et al., 1996;
Morbus Parkinson, McMurray, 2001;
Gynéktomastie, Barlier und Jaquet, 2006
Lactatio falsa,
Rheumatoide Arthritis
Nicergolin Altersdemenz, Fioravanti und Flicker, 2001
Hirnleistungsstérungen
Pergolid Morbus Parkinson, Happe und Trenkwalder,

Restless-Leg-Syndrom

2004
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2.2.3 Vorkommen von Ergotalkaloiden in Siifigrisern (Poaceen)

2.2.3.1 Allgemeines zu Poaceen

Die umgangssprachliche Verwendung des Begriffs ,,Gras“ bezieht sich vorwiegend auf die
Wuchsform, wobei die schmalen Blitter ebenso bestimmendes Merkmal sind wie der
Standort der Gewéchse in Rasen und Wiese. Die scheinbare Undifferenziertheit und
Gleichformigkeit, mit der sich Gréser dem Betrachter in der Natur zeigen, manifestierte sich
in einer erst im 18. Jahrhundert beginnenden Eingruppierung in das Pflanzenreich: die
Ordnung der Grasartigen (Poales) mit der einzigen Familie StiBgriser (Pocaceae), die
Ordnung der Riedgrasartigen (Cyperales) mit der einzigen Familie Riedgrasgewichse
(Cyperaceae) sowie die Binsengewichse (Ordnung Juncales) mit der Familie Juncaceae

(Aichele und Schwegler, 1998; Strasburger, 2008).

Mit etwa 4.000 Arten gehdren die SiiBgrdser zu den grofften Familien im Pflanzenreich
(Aichele und Schwegler, 1998). Die SiBgriaser F. arundinacea (Rohrschwingel) und L.
perenne (Deutsches Weidelgras) stehen im Mittelpunkt der vorliegenden Untersuchung. IThre
morphologischen Merkmale und charakteristischen Eigenschaften werden im Folgenden

aufgefiihrt:

Lolium perenne

Das Deutsche Weidelgras, engl. ,,perennial ryegrass®, wird auch als ,,Ausdauernder Lolch®,
»Ausdauerndes Weidelgras™ oder ,,Englisches Raygras™ bezeichnet (Hubbard, 1985; Conert,
1998). Weltweit verbreitet, wichst es in Deutschland hiufig auf Wiesen, Weiden und
Parkrasen, Wegrindern und Brachen. Eine endgiiltige taxonomische Einordnung wird noch
diskutiert (Moser und Hoveland, 1996). L. perenne besitzt 8—90 cm hohe Halme und bis zu

1 m tiefe Verwurzelungen. Die Bliitezeit liegt zwischen Mai und August. Die Verbreitung der
Grassamen erfolgt vor allem durch Wind oder Tiere, aber auch durch Trittverbreitung durch

den Menschen.

In Deutschland sind iiber 100 Futtergrassorten von L. perenne zugelassen (Bundessortenamt,
1999). Es stellt sowohl frisch als auch als Heu eine hochwertige Futterpflanze dar und erreicht
in der Futterwerteskala flir Graser den hochsten Wert (FWZ = 8) (Seybold et al., 1998). Nach
Baldioli (1995) enthilt 1 kg Trockensubstanz 6,2—-6,5 MJ Nettoenergielaktation (NEL), 18—

22 % Rohprotein und 20-22 % Rohfaser. L. perenne ist zudem tiiberaus trittfest und zeigt sich
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widerstandsfahig gegen hdufigen Verbiss. Folglich stellt es auf Dauergriinland und im
Feldfutterbau die fiir die Futternutzung wichtigste Grasart dar. L. perenne geht mit
verschiedenen Pilzarten mutualistische Assoziationen ein. Von besonderer wirtschaftlicher
und okologischer Bedeutung ist die Symbiose zwischen L. perenne und endophytischen

Pilzen (Neotyphodium spp.).

Abb. 6: L. perenne mit sichtbarem Mutterkornbefall (eigene Aufnahme)

Festuca arundinacea

Der Rohrschwingel (Festuca arundinacea Schreb.), engl. ,.tall fescue, zihlt zur Artengruppe
der Wiesenschwingel und wird gelegentlich noch unter den é&lteren Synonymen F. Elatior
spp. arundinacea gefihrt (Conert, 1998). Untersuchungen der DNA belegen enge
Verwandtschaften zur Gattung Lolium, nach Jauhar (1993) trennen die beiden Gattungen
moglicherweise nur Spontanmutationen, die den Bliitenstand von einer Rispe in eine Ahre

verwandeln. Die Art ist in Deutschland urwiichsig. Sie findet sich in niedrigen, feuchten
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Wiesen, aber in ganz Europa, Nordafrika und Nordamerika. Rohrschwingel besitzt eine
maximale Hohe von 150 cm. Charakteristisch ist der glatte Halm unterhalb der Rispe. Die
Bliitezeit liegt zwischen Mai und September. Als C3-Gréser zeichnen sich alle Festucoidae
durch ihren hohen Proteinwert und ihre hervorragende Verdaulichkeit aus (Moser und
Hoveland, 1996). Fiir die Weide- und Futternutzung ist der Rohrschwingel dennoch nur
begrenzt geeignet. Dies kommt auch in der geringen Futterwertzahl (FWZ = 4) zum
Ausdruck. Die zdhen Blétter von F. arundinacea werden vom Weidevieh nur ungern
gefressen, eine frithe Mahd begiinstigt aber die Eignung als Heu (Lacefield et al., 2003). In
den USA stellt F. arundinacea ungeachtet dessen ein bedeutendes Futtergras dar. Besonderer
Einfluss kommt einer der éltesten Schwingelsorten, ,Kentucky 31°, zu. Die historische

Bedeutung des Grases liegt in seiner Lebensgemeinschaft mit dem Pilz N. coenophialum.

Abb. 7: F. arundinacea mit sichtbarem Mutterkornbefall (eigene Aufnahme)
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2.2.3.2 Endophytische Pilze bei Poaceen

2.2.3.2.1 Taxonomie und Verbreitung

Endophyten sind Lebewesen, meist Bakterien oder Pilze, die ihren Lebenszyklus vollstindig
oder teilweise in lebendem Pflanzengewebe verbringen (Petrini, 1991). Erste Erwdhnungen
der Organismen erfolgten bereits im Jahr 1898 durch Vogl. Er beobachtete Auffilligkeiten
zwischen dem Endosperm und der Aleuronschicht in Spelzfriichten von L. temulentum,
charakterisierte diese als Pilz und folgerte daraus, dass der Pilz die Ursache fiir die Giftigkeit
des Taumellolches sei. Weitere Untersuchungen bewiesen, dass der Pilz interzellular in den
Sprossteilen der Pflanze wichst und eine Ubertragung lediglich iiber die Samen der
Wirtspflanze ermdglicht wird (Vogl, 1898). Neubauer stellte 1902 die Vermutung auf, dass
entdeckte Hyphengeflechte in Spelzfriichten von L. perenne deren Toxizitit anzeigten,
wiahrend er pilzfreie Pflanzen als ungiftig einstufte. Als im Siidwesten der USA und in
Neuseeland Weidetiertoxikosen auftraten, die mit der Aufnahme endophyteninfizierter Graser
der Familie Poaceae in Zusammenhang standen, konzentrierten sich die Studien verstérkt auf
Endophyten (Hoveland et al., 1983) und die Erforschung ihrer &kologischen
Nutzungsmdglichkeiten (Clay, 1988).

Fiir die vorliegende Arbeit sind die Endophyten von L. perenne und F. arundinacea von
Bedeutung. Zunéchst der Gattung Acremonium zugeordnet (Morgan-Jones und Gams, 1982),
fiihrten molekularbiologische Untersuchungen von Glenn et al. (1996) zu einer Neu-
Klassifikation in die Gattung Neotyphodium. Endophyten der Gattung Neotyphodium
besiedeln ein enges Wirtsspektrum, wobei jede Spezies auf eine Grasart oder -gattung
spezialisiert ist. In der Natur infiziert N. lolii L. perenne (Paterson et al., 1995) und M.
coenophialum ist mit seinem Wirt F. arundinacea assoziiert (Clay und Schardl, 2002).
Neotyphodium lolii und N. coenophialum verursachen bei L. perenne und F. arundinacea
symptomlose Infektionen von gesundem Pflanzengewebe. Makroskopisch ist ein Erkennen
der Infektion nicht moglich (Hesse et al., 2000). Der Pilz wéchst interzellular in den
oberirdischen Pflanzenorganen (Clay und Schardl, 2002) und bildet dort langgestreckte
Myzelstringe.  Neotyphodium-Endophyten sind weltweit  verbreitet. Insbesondere
neuseeldndisches Weideland besteht iiberwiegend aus L. perenne-Grisern (Galey et al., 1991;
Easton und Tapper, 2005; Reed et al., 2005), die vor allem auf dlteren Weiden stark
endophytenbesiedelt sind (Latch und Christensen, 1982). In Australien weisen L. perenne-

Weiden Infektionen mit N. lolii auf, wiahrend Futtersorten auf der Basis von F. arundinacea

26



iiberwiegend als endophytenfrei gelten (Reed et al., 2000). Bacon und Siegel (1988) sprechen
den USA und Kanada zu 50-100 % mit N. coenophialum infizierte Rohrschwingelweiden zu.

In Europa sind auf natiirlichen Graslandstandorten hiufig endophytenbesiedelte L. perenne
und Festuca-Okotypen zu finden (Eggestein, 1997; Lewis et al., 1997; Oldenburg, 1997). In
Nordspanien wurde der Ergovalingehalt wilder L. perenne-Okotypen bestimmt
(Zabalgogeazcoa und Bony, 2005). Der Anteil der mit Neotyphodium infizierten Pflanzen
betrug 40 %, der durchschnittliche Ergovalingehalt ergab 13,5 pg/g. Nach Oldenburg (1994)
sind 87 % der untersuchten Wildgraspopulationen Deutschlands endophytenbesiedelt. Die
Autorin sammelte Okotyppopulationen von L. perenne von ilteren Griinlandstandorten. In 33
von 38 untersuchten Populationen entdeckte sie Infektionen mit Neotyphodium. Die
Haufigkeit einzelner infizierter Pflanzen innerhalb der verschiedenen Populationen differierte

dabei von 1-30 %.

2.2.3.2.2 Okologische Bedeutung toxinogener Endophyten

Die Rolle endophytischer Schimmelpilze bzw. die Frage, ob hier ein parasitirer oder
symbiontischer Zustand vorliegt, ist letztlich noch weitgehend ungekléart. Verschiedene
Autoren vertraten jedoch die Auffassung, dass es sich bei der Beziehung zwischen
Endophyten und ihren Wirtsgrasern um einen Mutualismus handelt (Siegel et al., 1987; Clay,
1988). Der Pilz wird von der Pflanze mit Nahrstoffen versorgt (Hesse et al., 2000). Als
obligat biotropher Organismus ist er auf ihre Koexistenz angewiesen. Seinerseits beeinflusst
auch der endogene Symbiont seinen Wirt vorteilhaft (Eggestein, 1997). Vergleicht man
infizierte mit nichtinfizierten Pflanzen, so weisen infizierte Pflanzen deutliche
Konkurrenzvorteile auf: eine erhohte Herbivorenresistenz gegeniiber Sdugern und Insekten,
eine erhohte Toleranz gegeniiber abiotischen Stressfaktoren sowie eine verbesserte

Nachwuchsfdhigkeit (Ravel et al., 1995; Eggestein, 1997).

Die Herbivorenresistenz von mit N. lolii infiziertem L. perenne ist aus zahlreichen Studien
bekannt (Clay, 1991; Hoveland, 1993). Sie wird besonders auf sekundédre Pflanzenstoffe
zuriickgefiihrt: Ergotalkaloide, Neurotoxine, Peramin und geséttigte Aminopyrrolizidine.
Auch gegeniiber Insekten und Nematoden scheinen die Endophyten wirksam zu sein (Latch,
1993). Dabei ist besonders die Wirkung der Loline von Bedeutung (Bush und Schmidt, 1994).

Die gesteigerte Toleranz gegeniiber abiotischen Stressfaktoren zeigt sich insbesondere am
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Beispiel der Trockenheit. Diese wurde fast ausschlieBlich am infizierten Rohrschwingel
untersucht. Infizierte Gréser hatten bei langanhaltender Trockenheit ein besseres Ausdauer-
und Wuchsvermogen (Bacon, 1993; West et al., 1993). Der Pilzsymbiont ermoglicht der
Pflanze das Aufrechterhalten des Turgordrucks durch die Einlagerung osmotisch wirksamer
Substanzen (Fructose, Glucose) (Redlin und Carris, 1997), erhoht die Wurzelbildungsrate und
Leitfdhigkeit des Wurzelsystems und vermindert die Reduktion der Sprossanzahl (West et al.,
1993). Dies bestdtigen auch Untersuchungen in Tschechien und Deutschland (Sachsen-
Anhalt), die einen hoheren Anteil endophytenbesiedelter Pflanzen bei trockenen gegeniiber

feuchten Standorten feststellten (Hesse et al., 1999; Cagas, 2000).

Einige Studien beschéftigten sich mit der Beeinflussung von Pflanzenwachstum und
-produktivitdt durch Endophyten. Clay (1987) und Latch et al. (1985) stellten sowohl eine
erhohte  Keimfdhigkeit als auch eine verbesserte  Biomasseproduktion von
endophytenbesiedelten L. perenne- und F. arundinacea-Grésern fest. Nach Eggestein (1997)
erhoht die Endophytenprisenz zudem den Samenertrag der Pflanzen. Endophyteneffekte
weisen grundsitzlich eine Abhidngigkeit von Wirtspflanzen- und Pilzgenotyp (Cheplick,
1998) sowie von Umweltbedingungen (Clay, 1998) auf. Sie zeigen deutliche
Ergebnisvariationen hinsichtlich Standort und Versuchsjahr (Hesse et al., 2000).

2.2.3.2.3 Alkaloide der Gras-Endophyt-Assoziation

Ein Hinweis auf die mutualistische Lebensweise der Neotyphodium-Endophyten mit ihren
Wirtspflanzen ist die Synthese verschiedener Alkaloide, die die Toxizitdt der
Lebensgemeinschaft fiir ,,FraBfeinde® zur Folge hat. Neben den Ergotalkaloiden sind bisher
zahlreiche weitere Alkaloide identifiziert worden, beispielsweise das Lolitrem, die Loline

oder das Peramin.

Lolitrem B ist ein Neurotoxin, das in die Gruppe der Indolalkaloide eingeordnet wird. Das
Alkaloid wird vom endophytischen Pilz N. lolii synthetisiert (Fletcher und Harvey, 1981).
Gemeinsam mit seinem Pridkursor, dem Paxillin, bedingt es die Symptome der
Weidetiererkrankung ,ryegrass staggers* (Fletcher et al., 1993; Rowan, 1993). In Abbildung 8

ist die Struktur von Lolitrem B dargestellt.
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Abb. 8: Strukturformel von Lolitrem B

Die Hohe der nachgewiesenen Lolitrem-B-Gehalte in der Pflanze unterliegt jahreszeitlichen
Variationen. Oldenburg (1997) untersuchte eine Sammlung von 100 Okotyppopulationen von
L. perenne in vier verschiedenen Regionen Deutschlands. Wéhrend die Konzentrationen von
Lolitrem B im Friihjahr, Spatherbst und Winter gering waren (0,25-0,45 pg/g TM), fielen die
Gehalte in den Sommermonaten und im frithen Herbst mit 0,5-1,4 ng/g TM deutlich hoher
aus. Reinholz (2000) ermittelte zum Teil hohe Lolitrem-B-Gehalte in Grasproben, was seiner
Meinung nach auf die Moglichkeit des Auftretens der Weidelgras-Taumelkrankheit in
Deutschland hinweist. Ubersteigen die Lolitrem-B-Konzentrationen den toxischen Grenzwert
von 2-2,5 ng/g der Trockenmasse, entwickeln sich bei den Tieren Anzeichen der Toxikose
(DiMenna et al., 1992). Sie ist durch Inkoordination der Bewegungsabldufe, Taumeln,
muskuldre Spasmen und Kollaps gekennzeichnet. Die neurologischen Stérungen treten
zeitlich begrenzt auf und der Gesundheitszustand der Tiere regeneriert sich iiblicherweise
nach kurzer Zeit. In extremen Fillen kann jedoch auch der Tod eintreten (Cheeke, 1995).
Lolitrem-B-Konzentrationen unterhalb des toxischen Grenzwertes konnen aber durchaus
subklinische Symptome wie geringere Milchproduktion, sinkende Protein- und Fettgehalte in

der Milch und verminderte Lebendgewichtzunahmen hervorrufen (Miyazaki et al., 2001).

Ergopeptinalkaloide, insbesondere Ergovalin (Abb. 9), sind die zweite Alkaloidgruppe, die
von Neotyphodium-Endophyten in Symbiose mit Rohrschwingel und Weidelgras synthetisiert
werden. Diese Alkaloide gelten als auslosender Wirkstoff der Festuca-Toxikose (Bacon et al.,
1986; Yates et al., 1985; Lyons et al., 1986), die auch als ,summer slump syndrome‘
bezeichnet wird. Neben Symptomen wie bei der klassischen Mutterkornvergiftung, kdnnen
auch verringerte Gewichtszunahmen, Fettgewebsnekrosen sowie gehdufte Probleme wahrend
der Brunst und der Reproduktionsrate bei Pferden auftreten (Thompson und Stuedemann,

1993; Cross et al., 1995).
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Abb. 9: Strukturformel von Ergovalin

Eine weitere bedeutende Gruppe der Alkaloide repriasentieren die Loline. Es handelt sich um
Pyrrolizidinalkaloide, die unter anderem in Vergesellschaftung von Festuca-und Lolium-
Grasern mit endophytischen Pilzen vorkommen. Ein Nachweis in nichtinfizierten Grisern
oder im isolierten Pilz selbst gelang bisher nicht (Bush et al., 1982; Siegel et al., 1990).
Vertreter der Gruppe, zu denen z. B. das N-Acetyllolin und das N-Formyllolin zihlen, wurden
in infizierten F. arundinacea-Gréasern in Konzentrationen von bis zu 7 mg/g TM entdeckt
(Bush und Schmidt, 1994). Besonders hohe Konzentrationen wurden in den Fruchtstinden

und in den Spelzfriichten nachgewiesen (Bush und Schmidt, 1994).

Peramin, ein Pyrrolopyrazin, wird den Azaindolidinalkaloiden zugeordnet (Rowan et al.,
1990). Es ist aus der Symbiose von L. perenne und F. arundinacea mit N. lolii und N.
coenophialum bekannt, tritt aber auch in der Verbindung von N. uncinatum mit F. pratensis
auf. Gemeinsam mit den Lolinen hat das Peramin eine besonders positive Wirkung gegeniiber
schadhaften Insekten. Die Insektenresistenz beruht auf der endophyteninduzierten
Peraminsynthese. Vor allem der in Neuseeland weit verbreitete Argentinische Stengelriissler
(Listronotus bonariensis) wird in seinen larvalen und adulten Entwicklungsstadien gehemmt
(Rowan et al., 1990). Da Peramin fiir Weidetiere nicht toxisch ist und von verschiedenen
Neotyphodium-Arten synthetisiert wird (Siegel et al., 1990), besitzt es grofes Potential als

naturliches Insektizid.

2.3 Nachweisverfahren fiir Ergotalkaloide in Futtergrisern

Analytische Testverfahren fiir Ergotalkaloide sind vor allem physikalisch-chemischer oder
immunchemischer Natur, es werden aber auch Kombinationen verschiedener Testverfahren

angewendet. Die folgenden Ausfiihrungen beschreiben Moglichkeiten des Nachweises von
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Ergotalkaloiden in Grasern.

2.3.1 Histologische Nachweisverfahren fiir Endophyten

Histologische Verfahrenstechniken dienen vornehmlich der Untersuchung von Pflanzen- und
Samenmaterialien auf Endophyteninfektion. Der Nachweis von Endophyten erfolgt durch
mikroskopische Untersuchungen, bei denen die dem Pilz eigentiimlichen Pilzhyphen
nachgewiesen werden. Als Ausgangsmaterial dienen die Blattscheiden und Halme frischer
oder getrockneter L. perenne-oder Festuca-Pflanzen. Miyazaki et al. (2001) beschrieben eine
Bengalrosa-Farbung des organischen Materials mit anschlieBender Lichtmikroskopie unter
400-facher Vergroflerung. Saha et al. (1988) farbten auch das Pilzmyzel der Karyopsen mit
einer Bengalrosa-Firbung an. Das Probenmaterial wurde zunichst iiber 16 h in einer
alkalischen Losung (0,2 % Bengalrosa in 2,5 %iger NaOH) quellen gelassen und
anschlieBend unter flieBendem Wasser gespiilt. Nach Uberfithrung in eine alkoholische
Losung (0,5 % Bengalrosa in 5 %igem Ethanol) fiir 34 Stunden erfolgte erneut eine Spiilung
unter flieBendem Wasser. Der Nachweis des interzelluldren Mycels der Aleuronschicht oder
Samenschale erfolgte binokuldr unter 250- bis 400-facher VergroBerung. Oldenburg (1997)
versetzte das Untersuchungsmaterial mit 50 ml 90 %iger Milchsdure und 100 ml von

0,1 %igem wissrigem Anilinblau. Die Anilinblau-Farbung wurde fiir die unspezifische
Anfarbung der Pilzhyphen in den Blattscheiden angewendet. AnschlieBend wurden die
interzellularen Pilzhyphen lichtmikroskopisch bei 320-facher VergroBerung sichtbar gemacht.
Zur direkten lichtmikroskopischen Untersuchung versetzten auch Miles et al. (1997) Samen
potenziell endophyteninfizierter Griser mit Lactophenol-Anilinblau. Um die Endophyten zu
isolieren, erfolgte eine flinfminiitige Oberflachensterilisation der Samen mit anschlieBender
Spiilung unter sterilem Wasser und Inkubation der Probe bis zum Stadium der Keimung.
Nach Beimpfung des Keimlings mit Brithe und weiterer Inkubationszeit wurden Subkulturen
auf Gibco-Kartoffel-Dextrose Agar und weiter auf Difco-Maismehlagar, Malzagar und

modifiziertem Sabouraud-Agar iiberfiihrt.

2.3.2 Physikalisch-chemische Nachweisverfahren fiir Alkaloide

2.3.2.1 Chromatographische Nachweisverfahren

Die Chromatographie stellt ein Verfahren dar, bei dem es zur Trennung von Stoffgemischen

durch Verteilung eines Stoffes zwischen einer beweglichen (mobilen) Phase und einer
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zweiten, stationdren Phase aufgrund von Adsorptions- oder Losungsvorgdngen kommt. Bei
unterschiedlichem Verhalten der Einzelkomponenten des Stoffgemisches werden sie in der
mobilen Phase mit unterschiedlicher Geschwindigkeit transportiert und dadurch getrennt. Je
nach Anordnung der stationdren Phase unterscheidet man die Diinnschichtchromatographie,

die Gas- und die Fliissigkeitschromatographie.

2.3.2.1.1 Diinnschichtchromatographie

Bei der Diinnschichtchromatographie (DC, engl. Thin Layer Chromatography, TLC) erfolgt
die Trennung des Substanzgemisches an diinnen Schichten von Kieselsduregel oder
Aluminiumoxid, das als stationdre Phase dient. Die Auftrennung kann beispielsweise
aufgrund der unterschiedlich hohen Polaritdt der einzelnen Komponenten erfolgen. Zur
Separation der  Ergotalkaloide hat sich besonders die Verwendung von
Kieselsduregelschichten bewidhrt (Prosek et al., 1977). Nach der Auftrennung der
Ergotalkaloide erfolgt deren Detektion entweder direkt ohne vorausgehende Elution oder
indirekt liber die Elution der aktiven Substanz. Daran schlieB3t sich eine Messung der UV-
Absorption an oder die photometrische Bestimmung der Farbreaktion, die auf der Van-Urk‘s-
Reaktion beruht (Prosek et al., 1976). Nach Perellino et al. (1993) konnen mit der DC an
Kieselsduregel die meisten aller bekannten Ergotalkaloide separiert werden. Dies bestétigt
auch Scott (2007), der ebenfalls mittels TLC die wesentlichen natiirlich vorkommenden

Ergotalkaloide in Extrakten von Gras, Getreide und Futtermitteln bestimmen konnte.

Der Vorteil des Untersuchungsverfahrens liegt darin, dass mehrere Proben gleichzeitig unter
kostengiinstigen Bedingungen analysiert werden konnen. Nachteilig ist die generelle

Ungenauigkeit der Diinnschichtchromatographie.

2.3.2.1.2 Gaschromatographie

Unter der Gaschromatographie (GC, engl. Gas chromatography) versteht man eine
Analysemethode, bei der chemische Verbindungen aufgetrennt werden, die entweder als
gasformiges Gemisch vorliegen oder in eine verdampfbare Verbindung iiberfiihrt werden
konnen. Mithilfe von Detektoren lassen sich die aufgetrennten Komponenten qualitativ und
quantitativ bestimmen, wobei vor allem die Massenspektrometrie von Bedeutung ist. Die

Gaschromatographie eignet sich fiir die Bestimmung von Ergopeptinalkaloiden aufgrund ihrer
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Instabilitdt nur unzureichend (Scott, 1993). Thermisch induzierte Peptidfragmente koénnen
aber in der methodischen Kombination von Kapillargaschromatographie und
Massenspektrometrie separiert werden. Bei dieser Variante wird jedoch nur das Peptidstiick
des Molekiils identifiziert, Epimere wie z. B. Ergotamin oder Ergotaminin bleiben

unberticksichtigt (Scott, 2007).

2.3.2.1.3 Fliissigkeitschromatographie

Die Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC, engl. High Pressure Liquid
Chromatography) hat sich bereits in den 1970er Jahren als wertvolle Methode zur Analyse
von Ergotalkaloiden etabliert. Sie ermdglicht den Nachweis einzelner Toxine auch in
niedrigen Konzentrationsbereichen. Studien belegen die Bedeutung der HPLC als bevorzugte
Screeningmethode zur Analyse von Ergopeptinalkaloiden endophyteninfizierter Griser (Yates
und Powell, 1988; Hill et al., 1993; Moubarak et al., 1993; Zhang et al., 1994). Die ermittelten
Wiederfindungsraten von Ergopeptinen in Gréserextrakten beliefen sich auf <100 % (Hill et

al., 1993). Als Methode der Wahl gilt nach Flieger et al. (1997) die ,Reverse-phase‘-HPLC.

2.3.3 Immunchemische Nachweisverfahren

2.3.3.1 Enzymatische Verfahren zum Nachweis von Ergotalkaloiden in Grisern

Bei dem Nachweis von Mykotoxinen iiber immunologische Verfahren erfolgt der
Substanznachweis iiber Antikorper, die gegen die nachzuweisende Substanz gerichtet sind.
Bisher wurden erst wenige Immuntests fiir Ergotalkaloide beschrieben, vor allem
enzymimmunologische Verfahren. Die hdufig gebrauchte Abkiirzung ELISA leitet sich von
dem Begriff ,,Enzyme Linked Immunosorbent Assay* ab, der urspriinglich durch Engvall und
Pearlman (1971) gepriagt wurde. Im heutigen Sprachgebrauch finden vielfach auch die
Begriffe ,,Enzyme Immunoassay* (EIA) oder Enzymimmuntest Verwendung, die synonym
verwendet werden konnen. Enzymimmuntests sind relativ schnell durchfiihrbar, spezifisch
und kostengiinstig (Martlbauer et al., 1991). Sie erfordern nur einen geringen apparativen
Aufwand. Die Verfahren eignen sich daher fiir Screeninguntersuchungen und zur

Untersuchung groBerer Probenzahlen.

Mykotoxine besitzen ein Molekulargewicht <1.000 und gelten damit als niedermolekulare

Substanzen. Sie lassen sich folglich nur mit kompetitiven Testprinzipien nachweisen, bei
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denen markiertes und unmarkiertes Antigen um eine begrenzte Anzahl von

Antikorperbindungsstellen konkurrieren.

Beim direkten kompetitiven EIA sind die Antikorper entweder direkt oder iiber Anti-Ig-
Antikorper im Rahmen der Doppelantikdrpertechnik als Festphase an das Trigermaterial
(Mikrotiterplatte) gebunden. Freies und enzymmarkiertes Antigen konkurrieren um die freien
Bindungspldtze der Antikorper, widhrend nicht gebundene Antigene nach ausreichender
Inkubationszeit ausgewaschen werden. Durch Zugabe der farblosen Substratlosung
(Chromogen) erfolgt die Enzym-Substrat-Reaktion. Der Substratumsatz durch das
enzymgebundene markierte Antigen und die freie Antigenmenge in der Probe verhalten sich
umgekehrt proportional zueinander: Je mehr freies Antigen in der Probe vorhanden ist, umso

weniger enzymmarkiertes Antigen kann sich an die Antikorper binden.

Der indirekte kompetitive EIA erfolgt, indem ein Antigen-Protein-Konjugat an ein
Trégermaterial (Mikrotiterplatte) bindet und damit als Festphase dient. Nach Zugabe der
Probe erfolgt die Inkubation mit den spezifischen Antikdrpern. Die freien Antigene in der
Probe und die der Festphase konkurrieren miteinander um die freien Bindungsstellen der
Antikorper. Nicht gebundene Antikérper werden durch Waschung entfernt. Anschlieend
wird sekundérer, enzymmarkierter Antikdrper zugefiigt, der gegen die Immunglobuline der

Tierart gerichtet ist, von dem die spezifischen Antikorper stammen.

Die Entwicklung und der Einsatz von EIAs zur Analytik von einzelnen Ergotalkaloiden in
endophyteninfizierten Grdsern wurden in der Literatur beschrieben (Shelby und Kelley,
1991b; Shelby, 1996; Schnitzius et al., 2001). Shelby et al. (1998) untersuchten infiziertes F.
arundinacea-Pflanzenmaterial anhand eines kompetitiven indirekten EIA auf Ergovalin. Die
dabei ermittelte Nachweisgrenze (NWG) lag bei 16 ng/g. Fiir die Analyse von Ergotamin
versetzten Shelby und Kelley (1991a) Getreideproben kiinstlich mit diesem Toxin. Das
Probenmaterial wurde anschlieBend mit einem indirekten kompetitiven EIA untersucht. Fiir

Ergotamin betrug die NWG 10 ng/g.

Dihydroergotalkaloide werden {iblicherweise nicht in Mutterkorn und endophyteninfiziertem
Gras vorgefunden. Sie stellen jedoch das bedeutendste toxische Alkaloid von mit C. africana
kontaminierten Getreidesorten dar. Molloy et al. (2003) bestimmten Dihydroergosin in

Getreide unter Anwendung eines kompetitiven EIA. Bei Wiederfindungsraten von 77-103 %
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betrug die NWG 10 ng/g. Unter Verwendung eines monoklonalen Antikérpers wurden

Kreuzreaktionen mit Ergotamin und Dihydroergotamin offensichtlich.
Die Analytik von Ergotalkaloiden wird von in den USA kommerziell vertriebenen Testkits

zum Schnellnachweis von Endophyten in Grasern ergidnzt. Daten aus Europa liegen fiir diesen

Test nicht vor.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Materialien und Gerite

3.1.1 Chemikalien und Biochemika

Zur Verwendung in der HPLC

Acetonitril, gradient grade Merck KGaA, 1.00030
Acetonitril, reinst Merck KGaA, 1.15500
Ammoniumsulfat, p. a. Merck KGaA, 1.01217
di-Natriumhydrogenphosphat wasserfrei, p. a. Merck KGaA, 1.06586
di-Natriumhydrogenphosphat-Heptahydrat, p. a. Merck KGaA, 1.06575
Ethylenglycol, p. a. Merck KGaA, 1.09621
Kaliumdihydrogenphosphat, p. a. Merck KGaA, 1.4877
L(+)-Weinséure, p. a. Merck KGaA, 1.1.00804
Methanol, p. a. Merck KGaA, 1.06009
Natriumchlorid, p. a. Merck KGaA, 1.06404
Natriumhydroxid, p. a. Merck KGaA, 1.06498
1,2-Propandiol Merck KGaA, 8.22324
Ethanol absolut, reinst Merck KGaA, 1.00986

Sofern nicht ausdriicklich vermerkt, sind analysereine Chemikalien zu verwenden. Unter einer
Losung ist eine wassrige Losung zu verstehen. Wasser ist von entsprechender Reinheit oder

muss in Glasgeréten destilliert oder entmineralisiert worden sein.

3.1.2 Puffer und Losungen

o 0,05 mol/l Bicarbonatpuffer (pH 9,6)

o ,Enzymsubstrat/Chromogenlosung*:
Substratlosung fiir Meerrettichperoxidase: 0,2 mol/l Citratpuffer (pH 3,95) mit Zusatz
von 3,15 mmol/l H,0O,
Chromogenldsung (Tetramethylbenzidinlésung: 1 mmol/l 3,3, 5,5°-
Tetramethylbenzidinldsung geldst in neun Teilen Methanol und einem Teil Aceton)

Gebrauchsfertige Losung: 20 Teile Citratpuffer mit HO,-Zusatz und ein Teil
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Tetramethylbenzidinlésung

o Stopplosung fiir die Farbreaktion: 1 mol/l Schwefelsdure (H,SO4)

e 0,01 mol/l phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS pH 7,2: 0,01 mol/l
Phosphatpufter mit 0,12 mmol/l Natriumchlorid)

« Phosphatgepufferte Kochsalzlosung pH 6,0 (NaCl 6,79 g, KH,PO4 0,43 g, A. dest. ad
10D

o 1%ige bzw. 2%ige Casein-PBS-Losung (1 g bzw. 2 g Natrium-Caseinat in 100 ml
PBS)

e Waschlosung (0,15 mol/l Natriumchlorid-Lésung mit Zusatz von 0,025 % Tween 20)

« Stabilisatorlosung fiir Ergotalkaloide (nach Ware et al., 2000): 10 ml Ethylenglycol,
10 ml 1,2-Propandiol, 0,1 g Weinsdure, mit Ethanol/A. dest auf 100 ml auffiillen

o Ergotalkaloid-Stammldsung: die einzelnen Ergotalkaloide werden mit jeweils 1 ml
Stabilisatorlosung aufgeldst

o Ergotalkaloid-Standardlosungen fiir ELISA: Durch Verdiinnung mit Stabilisatorlosung
wird eine Mischung von Ergometrin/Ergotamin/Ergocristin im Verhiltnis 1:10:14
hergestellt. Durch Verdiinnung mit Acetonitril/PBS pH 6,0 (5:95; v/v) werden
Standardlosungen mit den folgenden Gesamt-Ergotalkaloid-Gehalten hergestellt:
250 ng/ml, 50 ng/ml, 10 ng/ml, 2 ng/ml, 0,4 ng/ml und 0,08 ng/ml.

Als Negativkontrolle (Blank, BLK) wird Acetonitril/PBS pH 6,0 (5/95; v/v)
verwendet.

o Mischung von Standard-Ergotalkaloiden fiir die HPLC: Durch Verdiinnung der
Ergotalkaloide mit Stabilisatorlosung wird eine Mischung bekannter Konzentration
hergestellt und daraus fiir jeden Untersuchungsgang eine neue Verdiinnung angesetzt.

o Extraktionslosung: 60 Volumenteile Acetonitril mit 40 Volumenteilen PBS pH 6,0

mischen

3.1.3 Mykotoxine

Ergometrin Sigma Aldrich GmbH, E-7008

Ergosin Bundesamt fiir Gesundheit (BAG),
Bern, Schweiz

Ergotamin D-tartrat Fluka GmbH, Nr. 45510

Ergocornin, > 95 % Sigma Aldrich GmbH, E-131

a-Ergocryptin Sigma Aldrich GmbH, E-5625
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B-Ergocryptin Bundesamt fiir Gesundheit (BAG),

Bern, Schweiz

Ergocristin Sigma Aldrich GmbH, E-40
Ergometrinin hergestellt aus Ergometrin
Ergosinin hergestellt aus Ergosin
Ergotaminin hergestellt aus Ergotamin
Ergocorninin hergestellt aus Ergocornin
a-Ergocryptinin hergestellt aus a-Ergocryptin
B-Ergocryptinin hergestellt aus B-Ergocryptin
Ergocristinin hergestellt aus Ergocristin

Die Herstellung der Epimere (-inin-Formen) der fiir die Untersuchungen notwendigen
Ergotalkaloide erfolgte anhand der entsprechenden -in-Formen. Je 1 mg Alkaloid wurde mit

1 ml Methanol aufgelost und mit 40 pl Ammoniumhydroxid (25%ige wéssrige Losung)
versetzt. Nach Mischung im Ultraschallbad (30 sec) erfolgte die Lagerung bei 37 °C iiber 7 d.
Der Gehalt der -in- Form bzw. der -inin-Form der einzelnen Ergotalkaloide wurde mittels
HPLC {berpriift. Die Epimere wurden fiir diese Arbeit freundlicherweise von der Professur

fiir Milchwissenschaften der Justus-Liebig-Universitit Gielen zur Verfiigung gestellt.

3.1.4 Immunreagenzien

Ergometrin-EIA: (Kompetitives direktes Testsystem, homologer Testaufbau)

Antikorper:  Ergometrin AS, Kaninchen 29 Pool, gefillt
Konjugat: Ergometrin-HS-HRP-Losung

Ergotamin-EIA: (Kompetitives direktes Testsystem, homologer Testaufbau)

Antikorper:  Ergotamin AS, Kaninchen 32, Woche 14, gefallt
Konjugat: Ergotamin-PJ-HRP-Losung

a-Ergocryptin-EIA: (Kompetitives indirektes Testsystem, heterologer Testaufbau)

Festphasen-Antigen: Ergotamin-BSA-I; Antikdrper: Anti-a-Ergocryptin AS K34/12
Konjugat: Anti-Kaninchen-Ig-HRP (Dako Cytomation, Polyclonal Swine Anti-
Rabbit Immunglobulins/HRP, P0217)
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Ergocornin-ETA: (Kompetitives indirektes Testsystem, heterologer Testautbau)

Festphasen-Antigen: Ergocryptin-BSA-I; Antikorper: Anti-Ergocornin AS 39/12)

Konjugat: Anti-Kaninchen-Ig-HRP (Dako Cytomation, Polyclonal Swine Anti-
Rabbit Immunglobulins/HRP, P0217)

Die Immunreagenzien waren an der Professur fiir Milchwissenschaften entwickelt worden
und standen fiir die eigenen Untersuchungen zur Verfiigung. Die Spezifitit der Testsysteme,
wie im AbschluB3bericht zu Projekt 03HS019 beschrieben, ist in Tabelle 5 zusammengestellt.

Beziiglich der Testspezifitit zeigte das Testsystem unter Verwendung von Antikérpern gegen
Ergometrin eine besonders empfindliche Reaktion mit dem homologen Ergometrin, es
wurden aber auch alle anderen Ergotalkaloide in niedrigen Konzentrationsbereichen
miterfasst. Dabei dominierte das Erkennen der —in- gegeniiber der —inin-Ergotalkaloide. Im
Testsystem fiir Ergotamin zeigte sich eine deutliche Kreuzreaktivitit mit Ergotaminin
(68,8%), fir Ergocristin wurde eine Kreuzreaktivitit von 10,9 % ermittelt. Der
Enzymimmuntest zum Nachweis von a-Ergocryptin verdeutlichte Struktur-Kreuzreaktivitéts-
Beziehungen bereits innerhalb der Ergocryptine beider isomeren Formen. Das Testsystem fiir
Ergocornin zeigte die hdchste Sensitivitdt fiir B-Ergocryptinin. Alle -inin-Formen wurden

besser erkannt als deren isomere Ursprungsformen.
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Tab. 5: Relative Kreuzreaktionen fiir 14 Ergotalkaloide in den EIAs fiir Ergometrin, Ergotamin, a-Ergocryptin
und Ergocornin. Vergleichend sind die im ,,Generic Ergot Alkaloid“-EIA erhaltenen
50-%-Inhibitionskonzentrationen dieser Alkaloide angegeben. Es wurden die fiir jedes Toxin
spezifischen Standardkurven im jeweiligen EIA erstellt und die zur 50-%-Inhibition (halbmaximale

Bindung) fiihrende Konzentration ermittelt.

Entnommen aus:

Forschungsprojekt 03HSO019

,,Jmmunchemische Nachweisverfahren fiir Mutterkornalkaloide*, Usleber et al., 2007

,Generic Ergot

Ergometrin-EIA Ergotamin EIA

a-Ergocryptin-EIA Ergocornin-EIA

. Alkaloid® EIA

Alkaloid M“L‘?L‘.Zlﬁr 50 %- 50 %- 50 %- 50 %- 50 %-
g Inhibition Inhibition KR (%)  Inhibiton KR (%)  Inhibition KR (%) Inhibition KR (%)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

Ergometrin 3254 0,19 0,16 100 3790 0,008 10000 0,01 >1000 <1
Ergosin 533,7 359 26,7 1 554 0,09 21,6 8,58 >1000 <1
Ergocornin 561,7 17,3 12,9 2,1 1109 0,048 68,3 2,86 8,7 100
a-Ergocryptin 575,7 51,2 47,9 0,7 344 0,16 2 100 253 3,35
B-Ergocryptin 575,7 21,8 96 29 1230 0,044 18,4 10,9 41,1 217
Ergotamin 581,5 56 4,1 7 0,55 100 560,3 0,4 >1000 <1
Ergocristin 609,7 16,3 1.1 2,7 5,3 10,9 103,6 2 >1000 <1
Ergometrinin 3254 429 12,5 1,28 1273 0,024 1885 0,06 1417 0,36
Ergosinin 533,7 130,3 156 017 50 1,01 17,6 10,5 248 3,33
Ergocorninin 561,7 204 202 0,14 2044 0,03 88 2,22 5 174
a-Ergocryptinin ~ 575,7 1047.6 1445 0,01 2162 0,03 20 10 125 6,79
B-Ergocryptinin ~ 575,7 9161 921 0,03 553 0.1 18,2 11 37 241
Ergotaminin 5815 38,3 293 1 08 68,8 239,6 0.8 417 2,2
Ergocristinin 609,7 2148 177 0,05 9,9 53 135 14 1340 06

3.1.5 Geriite und Hilfsmittel

Gartenschere Classic 600 Gardena

Heizriithrer MR 3001 Heidolph GmbH

Mehrstellenriihrgerét IKA Werke GmbH & Co

KG
Mikrotiterplattentaumelgerét Polymax 1040 Heidolph GmbH

Moulinette
Erlenmeyerkolben in verschiedenen Groflen

Papierfaltenfilter

pH-Meter inoLab Level 1 mit Sen Tix HW Elektrode
Sartorius Waage Basic plus

Sartorius Waage Master Pro LA
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Krups GmbH, Art. GVA2

Schleicher & Schuell,
5155506

WTW GmbH
Sartorius AG
Sartorius AG



Variable Pipetten 0,5-10 pl, 10-100 pl, 100—1.000 pl

Variable 12-Kanal-Pipette, 10-100 pl, 30-300 pl

Vortex Genie 2

3.1.5.1 Enzymimmuntests

ELISA-Auto-Reader Tecan Sunrise
Mikrotiterplatten

Spektrophotometer UV 1601

Software: RIDAWIN Version 1.38

3.1.5.2 Hochdruckfliissigkeitschromatographie

Bestandteile der HPLC-Anlage (Dionex):

Trennsdule: Discovery HS C18 (25 cm x 4 mm, 5 um)
Pumpenserie P 580

Probengeber Modell ASI 100 mit 200 pl-Probenschleife
Photodiode PDA 100 Array Detector
Fluoreszenzdetektor RF 200

Séulenthermostat STH 583

Fraktionskollektor 202

Fraktionscontroller 201-202

Verschraubbares HPLC-Probenfldschchen mit inertem
Kunststoffdeckel

Mikroeinsétze 300 pl fiir Probenfldschchen

Reaktionsgefifle, Safe lock

Datenauswertungssystem
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Eppendorf Gerétebau
GmbH
Eppendorf Gerdtebau
GmbH

Scientific Industries Inc.

Tecan GmbH, Crailsheim
ImmunoPlate MaxiSorp
Nunc GmbH, 439454
Shimadzu Deutschland
GmbH

R-Biopharm AG,
Darmstadt

Supelco, 568513-U
Dionex GmbH
Dionex GmbH
Dionex GmbH
Dionex GmbH
Dionex GmbH
Gilson SAS

Gilson SAS

Merck KGaA, 5483051
Merck KGaA, SCER
15071

Merck KGaA, 2112130

Chromeleon



3.2 Methodik

Grundlage der angewendeten analytischen Verfahren war die Entwicklung von gruppen- bzw.
substanzspezifischen Antikdrpern gegen Ergotalkaloide zum Nachweis dieser Toxine in
Getreide und Getreideprodukten. Diese waren im Rahmen eines vom Bundesministerium fiir
Erndhrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz (BMELV) geforderten Projektes

entwickelt worden.

3.2.1 Zeitlicher Versuchsablauf

Die Probenerfassung erstreckte sich iiber einen Zeitraum von zehn Monaten. Wahrenddessen
wurde Schnittmaterial von Futtergrdsern aus zwei verschiedenen Jahreszeiten gewonnen. Bei
Proben der Vegetationsperiode I (VP I) handelte es sich um Gréser des Jahres 2007 (15. Juli—
18. Oktober), wihrend Proben der Vegetationsperiode II (VP II) im Jahr 2008 (30. Mérz—11.
April) gesammelt wurden. Einige Proben des Friihjahres 2008 konnten aufgrund der frithen
jahreszeitlichen Gewinnung sowie der damit einhergehenden zarten Blattentwicklung und
dem Fehlen von Bliiten nicht eindeutig der Gattung F. arundinacea bzw. L. perenne

zugeordnet werden. Dies wird im Folgenden jeweils spezifisch gekennzeichnet.

3.2.2 Probennahme

Das Pflanzenmaterial wurde von Weiden und Wiesen der dargestellten Regionen in

Deutschland sowie deren Zuwegen gewonnen (Abb. 10). Zwischen den Sammelstellen wurde

ein Mindestabstand von vier Kilometern eingehalten.
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L]
Lahn-Dill
Kreis

®
Kreis Heidelberg

m Festuca arundinacea
@ Lolium perenne
4 Sonstige Poaceae

Abb. 10: Regionale Darstellung der beprobten Standorte

Zur Untersuchung von Ergotalkaloiden in Futtergrdsern wurden insgesamt 104 Proben
(StBgraser verschiedener Gattungen) gesammelt (Tab. 6). Beprobt wurden nur Bliiten bzw.
nur Blatter oder Blitter, Bliite und Halm in ihrer Gesamtheit. Es wurden nur Pflanzen
ausgewahlt, deren Wuchsform einen Schnitt von 3—4 cm iiber dem Erdboden ermoglichte. Bis
zur Untersuchung wurden die Proben bei Raumtemperatur (RT) in kompostierbaren,

luftdurchlissigen Behéltnissen gelagert.
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Tab. 6: Spezies, Probenbestandteile und Anzahl der Proben in Vegetationsperiode I (Sommer 2007) und II
(Friihjahr 2008)

Spezies Probenbestandteile/n

Vegetationsperiode [

Blitter Bliiten Blitter, Bliite, Halm
Festuca arundinacea 6 2 30
Lolium perenne 3 2 30
Alopecurus pratensis 1 1
Dactylis glomerata 1 2
Plantago major 1 1

Vegetationsperiode 11

Festuca arundinacea 12 - -
Lolium perenne 12 - -

3.2.3 Probenvorbereitung

Jede Grasprobe wurde mit einer Schere in nahezu gleich grofle, ca. 24 cm lange Teile
geschnitten. Nach der Ermittlung des Feuchtgewichts wurde die Probe auf an den Ridndern
aufgefaltete Aluminiumfolie verteilt und im Trockenofen getrocknet. Der Trockenvorgang
fand bei einer Temperatur von 40 °C statt. Die Dauer der Trocknung variierte in Abhéngigkeit
vom Alter und Standort der Pflanze sowie den jeweiligen Witterungsverhiltnissen zum
Zeitpunkt der Probennahme. Sie belief sich auf eine Dauer von ca. 16 h. AnschlieBend wurde
das Probenmaterial zur Ermittlung des Trocknungsfaktors riickgewogen. Der
Trocknungsfaktor setzte sich aus dem Gewicht der Probe nach der Trocknung/Gewicht vor
der Trocknung zusammen. In einer Moulinette wurde die Probe so lange zerkleinert und

vermischt, bis ein feines Pulver gewonnen werden konnte (PartikelgroBe <2 mm).

3.2.4 Probenextraktion

Im Rahmen des an der Professur fiir Milchwissenschaften durchgefiihrten
Forschungsvorhabens wurde bereits ein Extraktionsverfahren fiir Ergotalkaloide in Getreide

und Getreideerzeugnissen entwickelt. Dabei wurden 5 g Probe mit 25 ml Acetonitril/PBS pH
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6,0 (60/40; v/v) versetzt und 30 min auf einem Magnetriihrer extrahiert. Das
Extraktionsgemisch wurde bis zum Absetzen der Feststoffe stehen gelassen. AnschlieBend
wurden 2 ml des fliissigen Uberstandes in ein Eppendorfgefi iiberfiihrt und zentrifugiert

(11.000 x g, 20 °C, 4 min).

Fiir die eigenen Untersuchungen wurde dieses Extraktionsverfahren geringgradig modifiziert:

Zur Extraktion wurde eine Probenmenge von 2 g verwendet. Die Extraktion auf dem
Magnetrithrer wurde auf 1h verlangert. Durch bloes ,Stehenlassen® des
Extraktionsgemisches erfolgte kein ausreichendes Absetzen der Feststoffe, da sich im
fliissigen Uberstand ein groBer Anteil fester Probenpartikel befand. Als geeignete Alternative
erwies sich daher die Durchfiihrung einer Filtration. Eine weitere Modifikation ergab sich bei
der Untersuchung von reinem Bliitenmaterial. Da die Bliiten sehr voluminds waren, wurden 2

g der Probe mit 40 ml Acetonitril/PBS pH 6,0 versetzt.

Zusammenfassend erwies sich fiir Grédser das folgende Probenextraktionsverfahren als
effizient: Zur Extraktion wurden 2 g der gemahlenen Probe in ein Becherglas eingewogen und
mit 20 ml Acetonitril/PBS pH 6,0 (60:40; v/v) versetzt. Anschlieend wurde das Gemisch 1 h
auf einem Magnetriihrer extrahiert (500 upm). Der Extrakt wurde iiber einen Papierfaltenfilter
filtriert und mit einer Eppendorf-Pipette ein Aliquot von 2 ml in ein Eppendorfgefil3
tiberfiihrt.

3.2.5 Anwendung der Nachweisverfahren

Die Untersuchungen von Futtergrisern auf das Vorkommen von Ergotalkaloiden erfolgten
vorrangig mittels EIA. Zur Validierung wurde ein Methodenvergleich unter Verwendung
eines hochdruckfliissigkeitschromatographischen Verfahrens mit Fluoreszenz-Detektion
(HPLC) durchgefiihrt. Bei der Anwendung der EIA-Verfahren und der HPLC-Methodik
wurde auf die im Forschungsprojekt ,Immunchemische Nachweisverfahren fiir
Mutterkornalkaloide* bereits etablierte Methodik zurlickgegriffen. Aufgrund des spezifischen

Probenmaterials wurden die Testverfahren in einigen Aspekten optimiert.

3.2.5.1 Enzymimmuntests fiir den Nachweis von Ergotalkaloiden in Futtergrisern

Die Alkaloid-Standards Ergometrin, Ergocristin, Ergocornin, Ergotamin-Tartrat und o-
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Ergocryptin waren zum Zeitpunkt der Untersuchung kommerziell erhiltliche Materialien. Die
in den EIAs verwendeten Standardlosungen wurden durch Verdiinnung mit Acetonitril/PBS
pH 6,0 (5:95; v/v) hergestellt, so dass die folgenden Gesamtergotalkaloid-Gehalte erzielt
wurden: 250 ng/ml, 50 ng/ml, 10 ng/ml, 2 ng/ml, 0,4 ng/ml, 0,08 ng/ml. Im Rahmen des
Forschungsprojektes war zudem eine Mischung verschiedener Ergotalkaloide entwickelt
worden, welche die Ergotalkaloide Ergometrin, Ergotamin und Ergocristin im Verhiltnis
1:10:14 enthielt (Verdiinnung in Stabilisatorlosung). Diese Ergotalkaloidmischung fand auch
im Rahmen der eigenen Untersuchungen Anwendung. Zum Zweck einer Negativkontrolle
(Blank, BLK) diente Acetonitril/PBS pH 6,0 (5:95; v/v). Die Standardldsungen wurden
jeweils in vierfacher Replikation angewendet. Insgesamt wurden vier kompetitive EIAs auf
thre Eignung zur Untersuchung von Grésern getestet. Dabei handelte es sich sowohl um

direkte als auch um indirekte Enzymimmuntests.

3.2.5.1.1 Probenextraktverdiinnungen

Zur weiteren Verwendung im Enzymimmuntest wurde ein Volumenteil des
Extraktionsiiberstandes mit neun Teilen PBS pH 6,0 verdiinnt. Daraus resultierte die erste im
Enzymimmuntest eingesetzte Extraktverdiinnung. Aus der Kombination von Extraktion und
Extraktverdiinnnung ergab sich ein Probenverdiinnungsfaktor von 100. Je nach Grad der
Kontamination waren bei einigen Probenmaterialien hohere Verdiinnungsstufen nétig. Sie
wurden ausgehend von der ersten im Enzymimmuntest eingesetzten Verdiinnungsstufe mit
Acetonitri/PBS pH 6,0  (5:95; v/v) angelegt. Die  Durchfilhrung  der
Probenextraktverdiinnungen im EIA erfolgte routinemidfig im Vierfachansatz. Eine
exemplarische Positionierung der Probenextrakte und Standardkonzentrate auf der

Mikrotiterplatte ist in Abbildung 11 dargestellt.

46



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

12

A S1 S1I siur (SIv |Sv |SVI [BLK (P1 |P2 |[P3

250 50 10 2 0,4 0,08 0
ng/ml [ng/ml |ng/ml |ng/ml |ng/ml |ng/ml [ng/ml

ST STI smr (S1v |Sv |SVI [BLK (P1 |P2 |[P3

S1 STI SiI |[SIv (SvV [SVI |BLK |[P1 (P2 |P3

S1 ST sar [{SIv |Sv |SVI |[BLK (P1 (P2 (P3

P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 |P11 |P12 (P13

P4 P5 P6 P7 P38 P9 P10 (P11 |P12 (P13

P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 (P11 |P12 (P13

=l Q] °] o] o] a] #

P4 |P5 pe (P7 (P8 (P9 (P10 (PI1 (P12 |P13

Abb. 11: Beispielhaftes Belegungsschema einer 12 x 8-Mikrotiterplatte mit Standardlésungen (S I-S VI, BLK =
Negativkontrolle) und verdiinnten Probenextraktlosungen (P). Die Spalten 1 und 12 wurden in der
Regel nicht belegt.

3.2.5.1.2 Durchfiihrung des direkten kompetitiven EIA

Mikrotiterplatten ~wurden mit gefilltem Anti-Kaninchen-IgG (100 pl/Kavitdt in
Bicarbonatpuffer pH 9,6) beschichtet und iiber Nacht bei RT in einer feuchtigkeitsgesittigten
Kammer inkubiert. Nicht in zeitlicher Ndhe verbrauchte Platten lieBen sich bis zu vier
Wochen bei 4 °C aufbewahren. Nach Abkippen der Fliissigkeit aus den Kavitdten wurden
freie Proteinbindungsstellen mit 2%iger Casein/PBS-Losung abgesittigt (200 ul/Kavitit) und
30 min bei RT inkubiert. Daran fligte sich ein erneuter Waschschritt an. Jeweils im
Vierfachansatz wurde anschlieBend Toxinstandardlosung bzw. Probenextraktionslosung
zupipettiert (50 pl/Kavitit) sowie in gleicher Menge eine Negativkontrolle (BLK) in 5 %
Acetonitril/PBS zugefiigt. Weiterhin wurde in jede Kavitit 50 pl Toxin-HRP-Konjugat
(1:2000 in 1 % Casein/PBS-Losung) pipettiert und fiir weitere 2 h bei RT inkubiert. Nach
Beendigung der Inkubationszeit wurden die Platten erneut gewaschen. In jede der Kavitidten
wurden schlieBlich jeweils 100 pl Enzymsubstrat-Chromogen-Losung gefiillt. Nach 10-20
Minuten Inkubationszeit wurde die Farbreaktion unter Zugabe von 1 mol/l Schwefelsdure
(100 pl/Kavitit) abgestoppt werden. Die Farbentwicklung der Negativkontrolle (BLK) war zu
diesem Zeitpunkt als mittelblauer Farbton identifizierbar. Zur Messung der Extinktion wurde

die Mikrotiterplatte in das Lesegerit eingelegt. Bei einer Wellenldnge von 450 nm erfolgte die
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quantitative Auswertung des Testverfahrens. Die direkten kompetitiven EIAs dienten dem
Nachweis von Ergotamin und dem gruppenspezifischen Nachweis fiir Ergotalkaloide in den

Griéserproben.

3.2.5.1.3 Durchfiihrung des indirekten kompetitiven EIA

Mikrotiterplatten wurden mit der entsprechenden Toxin-Bovines-Serum-Albumin-(BSA)-
Losung beschichtet (100 pl/Kavitit in Bicarbonatpuffer pH 9,6) und iiber Nacht bei RT
inkubiert. Dem  Ausschlagen der Platten folgte die Absiéttigung der freien
Proteinbindungsstellen mit 2%iger Casein/PBS-Losung (200 pl/Kavitdt). Nach einem
Waschschritt wurde im Vierfachansatz in jede Kavitdit 50pul der jeweiligen
Toxinstandardlosung bzw. der Probenextraktionslosung pipettiert. Je Kavitdt wurden
anschlieBBend 50 pl des entsprechenden Antiserums zugefiigt. Es folgte eine Inkubationszeit
von 1 h bei Raumtemperatur. Nach einem weiteren Waschschritt wurde Anti-Kaninchen-IgG-
HRP-Losung (in 1%iger Casein/ PBS-Ldsung) in einer Menge von 100 ul/Kavitét pipettiert
und eine weitere Stunde bei RT inkubiert. Danach wurden die Platten erneut gewaschen und
in jede Kavitdt 100 ul Enzymsubstrat- Chromogen-Losung gefiillt. Das Abstoppen der
Farbreaktion erfolgte nach 10-20 min mit 1 mol/l Schwefelsdure (100 pl/Kavitdt). Das
Reagenz bewirkte einen Farbumschlag in den Kavititen von Blau nach Gelb. Die
Absorptionsmessung und die Auswertung der Ergebnisse erfolgten entsprechend der

Ausfiihrungen unter 3.2.5.1.2.

Die indirekten kompetitiven EIAs dienten dem Nachweis von Ergocornin und a-Ergocryptin
in den Griserproben. Tabelle 6 zeigt eine Ubersicht iiber die im Rahmen der kompetitiven
enzymimmunchemischen Nachweisverfahren fiir Ergotalkaloide verwendeten Antiseren,

Toxinstandardlésungen und Toxin- HRP-Konjugate.
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Tab. 7: Ubersicht iiber die verwendeten Antiseren, Toxinstandards und Toxin-HRP-Konjugate zum Nachweis
von Ergotalkaloiden in Grasern

EIA Ergotalkaloid- Toxinstandard  Festphasen- Antiserum Enzym-
nachweis - Antigen Konjugat
16sung
Direkter Ergotalkaloide  Ergometrin - Anti- Ergometrin
kompetitiver gesamt 25 pg/ml Ergometrin- HS-HRP
ELISA (gruppen- AK 1:2000 in
(homologer spezifischer (Kaninchen 1%
Testautbau) Test, ,,Generic AS 29 Pool, Casein/PBS
Ergot gefillt),
Alkaloid®) (1:2000 in
Bicarbonat-
puffer)
Ergotamin Ergotamin - mit Kaninchen Ergotamin-
1 pg/ml AS 32, gefdllt, PJ-HRP,
1:2000 in 1:1000 in
Bicarbonat- 1%
puffer Casein/PBS
beschichtete
Platten
Indirekter a-Ergocryptin a-Ergocryptin =~ Ergotamin-  Kaninchen AS Anti-
kompetitiver 50 pg/ml BSAT, 1:1000  34,1:5000 Kaninchen-
ELISA IgG-HRP
(heterologer (DAKO P
Testautbau) 0217),
1:1000 in
1%
Casein/PBS
Ergocornin Ergocornin  a-Ergocryptin- VP I VP I: Anti-
200 pg/ml BSA, 1:1000 Kaninchen AS Kaninchen-
39, 1:2000 IgG-HRP
(DAKO
P 0217),
1:500 in
1%
Casein/PBS
VP II: VP II: Anti-
Kaninchen AS Kaninchen-
39, 1:3000 IgG-HRP
(DAKO
P 0217),
1:1000 in
1%
Casein/PBS
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3.2.5.1.4 Berechnungsgrundlagen

Der Ergotalkaloidgehalt in den Probenextrakten wurde tiber die Extinktionsmesswerte
(Absorption) von der Auswertungssoftware (Ridawin Version 1.38) quantitativ bestimmt. Die
Berechnung basierte auf der Dosis-Wirkungs-Standardkurve fiir  Ergotalkaloid-
Standardldsungen. Prinzipiell sollte die Standardkurve einen sigmoiden Verlauf aufweisen, in
fiir die einzelnen EIAs spezifischen Konzentrationsbereichen besal} sie aber einen annidhernd
linearen Bereich. Durch Verrechnung der Messwerte filir Standards und Probenextrakte (B)
mit der Negativkontrolle (By) sollten diese normalisiert werden (% Absorption, B/By * 100).

Diesbeziiglich wurde die folgende Formel angewendet:

Mittelwert Messwert Standardlosung/Probenextraktlosung (B) * 100
Mittelwert Messwert Negativkontrolle (By)

Um Angaben iiber die Ergotalkaloid-Konzentrationen im Probenmaterial zu erhalten, erfolgte
eine weitere Berechnung. Dabei wurde die errechnete Konzentration fiir die gemessene

Probenextraktlosung mit dem jeweiligen Probenfaktor multipliziert.

3.2.5.1.5 Bestimmung der Testsensitivitit

Die Bestimmung der Sensitivitdt der EIAs zum Nachweis von Ergometrin, Ergotamin, a-
Ergocryptin und Ergocornin erfolgte fiir die Standardkonzentrate anhand der Nachweisgrenze
des jeweiligen Testsystems. Diese wurde aufgrund empirischer Daten bei einem relativen
Absorptionswert von 80 % B/By festgelegt. Die Testsensitivitidt der Untersuchungsverfahren
fiir die Proben berechnete sich demnach anhand der Multiplikation von Nachweisgrenze und

Verdiinnungsfaktor.

3.2.5.1.6 Testspezifitit

Zur Uberpriifung der Sperzifitit des in den jeweiligen Testsystemen als Immunogen
verwendeten Ergotalkaloids gegeniiber anderen Ergotalkaloiden wurden bereits im Rahmen
des an der Justus-Liebig-Universitit Giellen durchgefiihrten Forschungsprojekts
Untersuchungen durchgefiihrt.

Fiir Ergotamin und Ergometrin wurden die entsprechenden Immunreagenzien (AS K32/14,

Ergotamin-PJ-HRP bzw. AS K29/Pool 1, Ergometrin-HS-HRP) in direkten EIAs verwendet.
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Die Priifung der Testspezifitdt fiir a-Ergocryptin erfolgte im indirekten kompetitiven EIA (AS
K34/12, Ergotamin-BSA-I). Bei der Spezifititspriifung des Tests fiir Ergocornin wurde auf
das AS K39/12 und auf o-Ergocryptin-BSA-I im indirekten kompetitiven EIA
zurlickgegriffen. Der Priifung dienten folgende zur Verfiigung stehende Toxinstandards:
Ergometrin, Ergotamin, a-Ergocryptin, B-Ergocryptin, Ergocristin, Ergocornin, Ergosin und
deren  korrespondierende  -inin-  Formen. Die  Toxinstandards wurden in
Maximalkonzentrationen von 10 pug/ml in Acetonitril/PBS (5:95, v/v) im Testsystem
eingesetzt. Die Standardkonzentrationen der Referenzsubstanz betrugen fiir den Ergometrin-
EIA 15-0,005 ng/ml, fiir den Ergotamin-EIA 200-0,064 ng/ml, fiir den a-Ergocryptin-EIA
100-0,032 ng/ml sowie fiir fiir den Ergocornin-EIA 1.000—1 ng/ml.

Nach Messung der 50-%-Dosen ermittelte sich die relative Kreuzreaktion wie folgt:

relative Kreuzreaktion (%) = 50-%-Dosis Ergotalkaloid * Molekulargewicht * 100

50-%-Dosis Testtoxin * Molekulargewicht

Die Daten sind in Tabelle 5 zusammengestellt.

3.2.5.1.7 Bestimmung der Wiederfindung

Die  Wiederfindung  (Wiederfindungsrate) ist das  Verhdltnis des  unter
Wiederholungsbedingungen gemessenen Mittelwertes zum richtigen Wert des Analyten in
einer Probe (Kromidas, 1999). Die Bestimmung der Wiederfindungsrate ermoglicht die
Bewertung der Extraktionseffektivitit der Methode. Liegt eine hohe Wiederfindungsrate vor,
weist dies auf geringe Substanzverluste wihrend der einzelnen Analyseschritte hin. In dieser
Studie erfolgte die Bestimmung der Wiederfindungsrate, indem einzelne Proben mit jeweils
bekannten Konzentrationen (1-1.000 ng/g) der Ergotalkaloidmischung (Ergometrin,
Ergotamin und Ergocristin im Verhiltnis 1:10:14), Ergotamin bzw. a-Ergocryptin und
Ergocornin kiinstlich kontaminiert und aufbereitet wurden. Anschliefend wurden die Proben
in den entsprechenden EIA eingesetzt. Zur Berechnung der Wiederfindung wurde die
Ausgangskonzentration von den Messergebnissen subtrahiert:

Wiederfindungsrate (%) = Testergebnis der dotierten Probe - Leerwert * 100
Dotierung
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Die Autfbereitung erfolgte bei den einzelnen Proben, indem dem Pflanzenmaterial 10—-100 pl
unterschiedlich  konzentrierte Toxinstandardlosung (in  Stabilisatorlosung: 100 ml
Ethylenglycol + 100 ml 1,2-Propandiol + 1 g Weinsdure; aufgefiillt auf 1 Liter mit Ethanol-
Wasser [25:75, v/v] (nach Ware et al., 2000) zugetropft wurde. Die anschlieBende Extraktion
wurde entsprechend der Ausfithrungen unter 3.2.4 durchgefiihrt.

3.2.5.2 Hochleistungsfliissigkeitschromatographischer Nachweis von Ergotalkaloiden in

Futtergrisern

Im Rahmen des Forschungsprojektes wurde an der Professur fiir Milchwissenschaften der
Justus-Liebig-Universitit Gieen eine HPLC-Methode mit Fluoreszenzdetektion entwickelt
und optimiert. Das quantitative Verfahren diente urspriinglich der Bestimmung von 14
Ergotalkaloiden in Speisegetreide, Getreidemehl und Brot nach Reinigung des
Probenextraktes iiber SCX-Sdulen im Konzentrationsbereich von > 0,1-0,3 pg/kg. In der
vorliegenden Arbeit wurden die HPLC-Analysen fiir die Evaluierung der Enzymimmuntests
bei ausgewdhlten Gréiserproben (n=11) eingesetzt. Es wurden ausschlieBlich Griser der

Gattungen L. perenne und F. arundinacea aus der ersten Vegetationsperiode untersucht.

Die quantitative Bestimmung der Einzelalkaloide verfolgte vor allem das Ziel, die Ergebnisse

der Enzymimmuntests zu iiberpriifen.

3.2.5.2.1 Probenvorbereitung und Probenextraktion

Fiir die Probenaufbereitung wurden die Gréiserproben wie unter Punkt 3.2.3 beschrieben
getrocknet und gemahlen. Die Probenextraktion erfolgte entsprechend der Ausfiihrungen
unter 3.2.4. Bei den eigenen Untersuchungen wurde keine Aufreinigung des Probenextrakts
iber Strong-Cation-Exchange-(SCX)-Sdulen durchgefiihrt.

3.2.5.2.2 Analysebedingungen

In Grésern der Gattungen L. perenne und F. arundinacea erfolgte die Identifizierung der

Toxine unter den im Folgenden angegebenen chromatographischen Bedingungen:
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Stationdre Phase: Trennsdule HS C 18; 25 cm x4 mm, 5 pm

Mobile Phase: A. Acetonitril, gradient grade
B. 0,01 % Ammoniumsulfat, p. a. in A. dest
C. Acetonitril/PBS pH 7,2 (50/50; v/v)

Flussrate der mobilen Phase: 1 ml/min
Gradientenprogramm:
Zeit (min) Zusammensetzung der mobilen Phase (Gradient, %)
A. Acetonitril B. A.dest C. Acetonitril/PBS pH 7,2
(mit 0,1 g Ammoniumsulfat) (50:50, v/v)
0 25 55 20
4 37 63 0
8 45 55 0
10 50 50 0
20 40 60 0
37 55 45 0
47 55 45 0
50 80 20 0
55 80 20 0
57 25 55 20
65 25 55 20
Séulentemperatur: 30 °C
Injektionsvolumen: 50 pl
Gesamtlaufzeit fiir ein Chromatogramm: 65 min
Detektion: Fluoreszenz, Excitationswellenldnge 312 nm

Emissions-(Detektions-)Wellenldnge 418 nm
Fir die Durchfihrung der HPLC-Methode wurden ausschlieBlich natiirlich mit

Ergotalkaloiden kontaminierte Proben verwendet.
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3.2.5.2.3 Identifizierung

Unter der Retentionszeit (tg) wird die Zeit verstanden, die die Stoffkomponente zum
Durchlaufen des Trennsystems bendtigt. Nach Vergleich der Retentionszeit des einzelnen
Ergotalkaloids mit der Retentionszeit fiir Standardlosungen ergaben sich fiir Ergotalkaloide

die in Tabelle 8 dargestellten Ergebnisse.

3.2.5.2.4 Kalibriergerade

Nach zweifacher Injektion jeder Standardlosung erfolgte die Erstellung der Kalibriergeraden

durch lineare Korrelation, basierend auf der berechneten Peakfléche fiir Standardlésungen.
3.2.5.2.5 Quantifizierung

Zur Bestimmung der Ergotalkaloid-Gehalte wurde die Methode der externen
Standardberechnung angewendet. Ausgehend von der erstellten Kalibriergeraden erfolgte die
Ergotalkaloid-Quantifizierung nach Berechnung der Peakfliche fiir Probenpeaks
entsprechend der Retentionszeit des Ergotalkaloid-Standards.

3.2.5.2.6 Berechnungsgrundlagen

Die absoluten Nachweisgrenzen und die Bestimmungsgrenzen fiir 14 ausgewéhlte

Ergotalkaloide sind in Tabelle 8 dargestellt.
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Tab. 8: Retentionszeit, Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze der HPLC-Methode. Die Retentionszeiten der
Ergotalkaloide entsprechen den unter 3.2.5.2.2 genannten Analysebedingungen

Alkaloid Retentionszeit Nachweisgrenze Nachweisgrenze Bestimmungsgrenze
(min) absolut (pg/ml)  in Probe (ng/kg) in Probe (ng/kg)

Ergometrin 33 2,5 0,06 0,19
Ergometrinin 5,5 472 0,10 0,30
Ergosin 12,5 2,2 0,05 0,16
Ergosinin 28,1 9.8 0,25 0,74
Ergotamin 13,5 2,1 0,05 0,16
Ergotaminin 33,5 7,2 0,18 0,54
Ergocornin 15,9 3,1 0,08 0,23
Ergocorninin 38,1 4,3 0,11 0,32
a-Ergocryptin 19,2 6,3 0,16 0,47

-

Ergocryptinin 432 4,7 0,12 0,35
B-Ergocryptin 20,9 6,9 0,17 0,52

B-

Ergocryptinin 437 49 0,12 0,37
Ergocristin 21,8 10,2 0,26 0,77
Ergocristinin 46,3 6,03 0,15 0,45

Um den Ergotalkaloid-Gehalt im Probenmaterial zu berechnen, wurde nachstehender

Rechenweg angewendet:

Ergotalkaloid, ng/g im Probenmaterial = A x F

Dabei ist: A: die aus der Kalibriergeraden abgelesene Masse fiir das Ergotalkaloid,
die der gemessenen Peakfldche entspricht; angegeben in Nanogramm

je Injektionsvolumen
F: Probenverdiinnungsfaktor des Extraktionsverfahrens.

Dem Injektionsvolumen von 50 pl einer Probenmenge entspricht

0,005 g Probenmaterial und F = 200.
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3.2.5.2.7 Methodenvergleich

Ausgewihlte Grasproben wurden mittels Enzymimmuntest und HPLC untersucht. Anhand

der linearen Regression wurden mogliche Ubereinstimmungen definiert.

3.3 Methodische Auswertungskriterien

Zur Auswertung der Untersuchungsergebnisse wurden die Gréser in speziesspezifische
Gruppen kategorisiert. Die Auswertung der Gruppen erfolgte getrennt von einander. Alle
Proben, die Toxinkonzentrationen oberhalb der Nachweisgrenze erzielten, wurden als positiv
gewertet und in die Auswertung einbezogen. Um die jahreszeitliche Belastungssituation zu
beriicksichtigen, wurden die Gréser in unterschiedlichen Vegetationsperioden gesammelt.
Jede Vegetationsperiode wurde separat ausgewertet. Weiterhin wurde beriicksichtigt, ob die
Griserextrakte als alleinigen Bestandteil die Blétter/Bliiten oder Halm, Blatt und Bliite in

ihrer Gesamtheit enthielten.

Die statistischen Berechnungen wurden mit den Programmen Statistical Program for the
Social Sciences (SPSS, Version 15) und Predictive Analytics Software (PASW, Version 17)
durchgefiihrt. Sie basieren auf beschreibenden Malizahlen, wie dem Mittelwert und der
Standardabweichung, Minimum und Maximum sowie den Quartilen. Als analytisches

Verfahren wurde die Korrelationsanalyse nach Pearson angewendet.
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4 ERGEBNISSE

Die Untersuchungsergebnisse beziehen sich ausschlieBlich auf getrocknete Graser. Der
Trocknungsfaktor betrug im Mittel 0,52. Folglich wéren die Grasproben im frischen Zustand
um einen Faktor von ca. 2 niedriger mit Ergotalkaloiden kontaminiert. Die Einzelergebnisse
des fiir alle 104 Proben ermittelten Ergotalkaloidvorkommens einschlielich ihrer Herkunft,

Zusammensetzung und Zeitpunkt der Gewinnung sind in Anhang 1-3 aufgefiihrt.

4.1 Untersuchungsverfahren

4.1.1 Auswertung der Enzymimmuntests

Die Ergebnisse der Auswertung der erstellten Standardkurven fiir die Enzymimmuntests
(,,Generic Ergot Alkaloid®“, Ergotamin, a-Ergocryptin und Ergocornin) sind in den Tabellen
9-12 zusammengefasst. Fiir die Auswertung wurden Standardkurven des gesamten
Untersuchungszeitraums  beriicksichtigt.  Charakteristische =~ Standardkurven der vier

angewendeten Enzymimmuntests sind in den Abbildungen 12—15 dargestellt.
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Abb. 12: Charakteristische Standardkurve des ,,Generic Ergot Alkaloid“-Enzymimmuntests zum Nachweis von
Ergotalkaloiden. Die Zusammensetzung der Toxinstandard-Mischung war wie folgt: Ergometrin,
Ergotamin und Ergocristin im Verhéltnis 1:10:14.

Tab. 9: Standardkurvenparameter (50%-Inhibitionsdosis) des gruppenspezifischen Nachweises fiir
Ergotalkaloide nach Auswertung von 30 Tests

Parameter

Mittelwert 1,8 ng/ml
Standardabweichung 0,7 ng/ml
Variationskoeffizient 39%
Minimalwert 1,2 ng/ml
Maximalwert 4,0 ng/ml
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Abb. 13: Charakteristische Standardkurve des enzymimmunologischen Verfahrens zum Nachweis von
Ergotamin

Tab. 10: Standardkurvenparameter (50%-Inhibitionsdosis) des enzymimmunologischen Verfahrens zum
Nachweis von Ergotamin nach Auswertung von 45 Tests

Parameter

Mittelwert 0,7 ng/ml
Standardabweichung 0,1 ng/ml
Variationskoeffizient 14,3 %
Minimalwert 0,6 ng/ml
Maximalwert 0,9 ng/ml
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Abb. 14: Charakteristische Standardkurve des enzymimmunologischen Verfahrens zum Nachweis von

a-Ergocryptin

Tab. 11: Standardkurvenparameter (50%-Inhibitionsdosis) des enzymimmunologischen Verfahrens zum

Nachweis von a-Ergocryptin nach Auswertung von 30 Tests

1000

Parameter

Mittelwert 22,4 ng/ml
Standardabweichung 4,7 ng/ml
Variationskoeffizient 21,0 %
Minimalwert 14,4 ng/ml
Maximalwert 29,8 ng/ml
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Abb. 15: Charakteristische Standardkurve des enzymimmunologischen Verfahrens zum Nachweis von
Ergocornin

Tab. 12: Standardkurvenparameter (50%-Inhibitionsdosis) des enzymimmunologischen Verfahrens zum
Nachweis von Ergocornin nach Auswertung von 34 Tests

Parameter

Mittelwert 70,4 ng/ml
Standardabweichung 41,0 ng/ml
Variationskoeffizient 58,2 %
Minimalwert 22,0 ng/ml
Maximalwert 149,5 ng/ml
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4.1.2 Testsensitivitit und Testspezifitit

Die Nachweisgrenze fiir den ,,Generic Ergot Alkaloid“-EIA betrug 0,4 ng/ml. Fiir Ergotamin
lag die Nachweisgrenze bei 0,2 ng/ml. Die Nachweisgrenze fiir o-Ergocryptin betrug
4,5ng/ml. Fiir Ergocornin wurde eine Nachweisgrenze von 17 ng/ml ermittelt. Die
Nachweisgrenze fiir Ergotalkaloide in den Grédsern lag unter Beriicksichtigung des
Verdiinnungsfaktors im ,,Generic Ergot Alkaloid“-EIA bei 40 pg/kg. Fiir Ergotamin betrug
die Nachweisgrenze 20 pg/kg. Die Nachweisgrenze fiir a-Ergocryptin lag bei 450 pg/kg. Fiir
Ergocornin betrug die Nachweisgrenze 1.700 pg/kg.

Die Spezifitétspriifung fiir 14 Ergotalkaloide in den direkten und indirekten Testsystemen

ergab die in Tabelle 5 (s.S. 39) dargestellten Kreuzreaktionen.
4.1.3 Wiederfindungsraten
Die Wiederfindungsraten von der Toxin-Standard-Mischung im Generic Ergot Alkaloid-EIA

in kiinstlich kontaminierten L. perenne- und F. arundinacea-Griasern sind in Tabelle 13

zusammengefasst..

Tab. 13: Wiederfindungsraten fiir Ergotalkaloide in kiinstlich kontaminierten Grésern der Gattung
L. perenne und F. arundinacea ermittelt im Generic Ergot Alkaloid-EIA.

Probe Ergotalkaloid-Zusatz* Anzahl Mittlere

(ng/g) Wiederfindung (%)
L. perenne 500 2 114,5

1.000 2 99
F. arundinacea 500 4 114,8

1.000 4 99

* Zusatz von Standard-Mischung aus Ergometrin, Ergotamin und Ergocristin im Verhéltnis 1:10:14

Die Untersuchung von kiinstlich mit Ergotamin kontaminierten L. perenne-Proben
(Toxinzusatz: 200 ng/g) ergab eine mittlere Wiederfindungsrate von 237 %. Nach Zusatz von
500 ng/g Ergotamin betrug die mittlere Wiederfindungsrate 146 %. F. arundinacea-Proben
wurde 200ng/g sowie 500ng/g Ergotamin zugesetzt. Die nach Abzug der
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Ausgangskontamination ermittelten Wiederfindungsraten lagen bei 187 % bzw. bei 106 %.
Bei der Ermittlung der Wiederfindungsraten fiir Ergocornin wurden keine verwertbaren
Ergebnisse erzielt. L. peremne und F. arundinacea-Proben (n=4) wurden 1-20 ng/g
Ergocornin zugesetzt. Die Wiederfindungsraten betrugen 240-635 % (L. perenne) bzw. 240—
680 % (F. arundinacea). Auch die Untersuchungen von kiinstlich mit a-Ergocryptin
kontaminierten Gréserproben ergaben Wiederfindungsraten in nicht verwertbaren

Ergebnisbereichen.

4.2 Ergebnisse der Enzymimmuntests fiir den Nachweis von Ergotalkaloiden in
Futtergrisern

4.2.1 Festuca arundinacea

Ein Beispiel fiir einen massiven Befall von F. arundinacea mit Mutterkorn ist in Abbildung 7
dargestellt. Bei Grésern der Gattung F. arundinacea (n=50) betrug der Anteil positiver Proben
im gruppenspezifischen Nachweis flir Ergotalkaloide 62 %. Der Median lag bei 100 pg/kg
und das 75ste Perzentil betrug 600 pg/kg. Am hochsten belastet war Probe (24) mit einem
Ergotalkaloidgehalt von 7.500 ng/kg.

Im Ergotamin-EIA wurden bei 96 % der Proben positive Testergebnisse ermittelt. Der
Median der positiv getesteten Proben betrug 65 pg/kg. Im Konzentrationsbereich
>1.000 pg/kg befand sich lediglich eine Probe (24), die mit einem Messwert von 1.300 pg/kg

den Maximalwert fiir dieses Testsystem représentierte.

Fir F. arundinacea-Proben betrug die Vorkommenshdufigkeit positiver Proben im
Testsystem fiir a-Ergocryptin und Ergocornin 92 %. Im a-Ergocryptin-EIA betrug der Median
1.950 ng/kg, das 75ste Perzentil lag bei 5.275 ng/kg. Das hochste Messergebnis wurde fiir
Probe (15) ermittelt (29.100 pg/kg), bei Probe (18) war der ermittelte Messwert ebenfalls sehr
hoch (20.400 pg/kg).

Nach der Untersuchung der Proben im Enzymimmuntest fiir Ergocornin wurden zumeist sehr
hohe Messwerte ermittelt. Der Median betrug 13.250 pg/kg. Der Maximalwert fiir den
Ergocornin-EIA wurde in Probe (25) ermittelt (78.800 pg/kg). Mit einem Wert von
45.500 pg/kg erzielte Probe (15) das zweithdchste Ergebnis in diesem Testsystem. Diese

Probe enthielt auch den Maximalwert fiir a-Ergocryptin und tendenziell hohe Messwerte im
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Ergotamin-EIA sowie im ,,Generic Ergot Alkaloid“-EIA.

4.2.2 Lolium perenne

In Abbildung 6 ist ein Beispiel fiir einen sichtbaren Mutterkornbefall von L. perenne
dargestellt. Bei Grasern der Gattung L. perenne (n=47) betrug die Vorkommenshéufigkeit
positiver Proben im gruppenspezifischen Nachweis fiir Ergotalkaloide 87 %. Die Messwerte
lagen im Konzentrationsbereich von 40-28.600 ng/kg, der Median betrug 500 pg/kg. Damit
tibertrafen die Messwerte in diesem Testsystem fiir L. perenne deutlich die Ergebnisse von F.
arundinacea-Grasern im gleichen Testsystem. Dies wurde auch am 75sten Perzentil

(4.100 pg/kg) deutlich.

Im Testsystem fiir Ergotamin betrug der Anteil positiver Proben fiir L. perenne 96 %. Der
Median (200 pg/kg) und das 75ste Perzentil (650 pg/kg) lagen deutlich oberhalb derer, die fiir
F. arundinacea-Proben im gleichen Enzymimmuntest nachgewiesen wurden. Der hochste
Messwert wurde bei Probe (72) ermittelt (2.400 pg/kg). Diese Probe erzielte auch

Maximalwerte in allen weiteren angewendeten Testsystemen.

Im a-Ergocryptin-EIA wurden fiir fast alle L. perenne-Proben (96 %) positive Messwerte
ermittelt. Der Median betrug im Testverfahren fiir a-Ergocryptin 3.400 pg/kg, das 75ste
Perzentil betrug 7.750 pg/kg. Der Maximalwert lag bei 45.300 pg/kg in Probe (72). Das
Ergebnis im a-Ergocryptin-EIA fiel mit 24.300 pg/kg fiir Probe (77) ebenfalls sehr hoch aus.
Fiir Probe (77) ergaben sich tendenziell hohe Messwerte auch im gruppenspezifischen
Nachweis (17.200 ng/kg) sowie im EIA fiir Ergotamin (1.400 pg/kg) und Ergocornin
(27.100 pg/kg).

Nach Untersuchung der Grasproben im Testsystem fiir Ergocornin wurden bei 87 % positive
Ergebnisse ermittelt. Der Maximalwert (82.600 ng/kg) wurde in Probe (72) festgestellt. Im
Vergleich mit dem ermittelten Maximum fiir F. arundinacea im gleichen Testsystem wurde
das Ergebnis damit um nahezu 4.000 pg/kg tibertroffen. In Tabelle 14 sind die Testergebnisse

der Enzymimmuntests fiir F. arundinacea und L. perenne dargestellt.
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Tab. 14: Testergebnisse von F. arundinacea und L. perenne im ,,Generic Ergot Alkaloid“-EIA und in den EIA’s
fiir Ergotamin, o-Ergocryptin und Ergocornin

Messwert (ng/kg) im EIA fiir

Generic Ergot Ergotamin a-Ergocryptin Ergocornin
Alkaloid

FA (n=50)

n pos 31 48 46 46
% pos 62 96 92 92
MW 960 160 4.000 15.900
Min 40 20 300 2.400
Max 7.500 1.300 29.100 78.800
LP (n=47)

n pos 41 45 45 41
% pos 87 96 96 87
MW 3.220 460 5.700 9.700
Min 40 20 500 2.000
Max 28.600 2.400 45.300 82.600

FA: Festuca arundinacea; LP: Lolium perenne

MW: Mittelwert; Min: Minimalwert; Max: Maximalwert; pos: positiv; n: Anzahl

4.2.3 Sonstige Poaceae
Die Untersuchung umfasste die Gattungen Dactylus glomerata (Knéuelgras), Alopecurus

pratensis (Wiesen-Fuchsschwanzgras) und Plantago major (Wegerich). Die Einzelergebnisse

sind in Tabelle 15 dargestellt.
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Tab. 15: Testergebnisse von D. glomerata, A. pratensis und P. major im ,,Generic Ergot Alkaloid“-EIA
und im EIA fiir Ergotamin, a-Ergocryptin und Ergocornin

Messwert (ug/kg) im ETA
fiir
Generic Ergot Ergotamin a-Ergocryptin Ergocornin
Alkaloid
DG (n=3)
n pos 1 2 3 1
% pos 33 66 100 33
MW 200 165 1.566,7 3.900
Min 200 30 800 3.900
Max 200 300 3000 3.900
AP (n=2)
n pos 1 2 2 1
% pos 50 100 100 50
MW 300 20 850 4.300
Min 300 20 600 4.300
Max 300 20 1.100 4.300
PM (n=2)
n pos 0 2 2 1
% pos 100 100 50
MW 20 1.850 5.700
Min 20 900 5.700
Max 20 2.800 5.700

DG: Dactylus glomerata; AP: Alopecurus pratensis; PM: Plantago major
MW: Mittelwert; Min: Minimalwert; Max: Maximalwert; pos: positiv; n: Anzahl
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4.2.4 Ergotalkaloidgehalte in verschiedenen Pflanzengeweben

Die Untersuchung von Blittern wurde durchgefiihrt, um eine Kontamination mit externem

Mutterkorn auszuschliessen. Das Probenmaterial wurde daher visuell selektiert.

4.2.4.1 Festuca arundinacea

Nach Untersuchung der Blétter (n=18) von Grésern der Gattung F. arundinacea betrug die
Vorkommenshéufigkeit positiver Ergebnisse fiir das Testsystem des ,Generic Ergot
Alkaloid“-EIA 61 %. Der Median lag bei 100 pg/kg und der Maximalwert betrug in dieser
Probengruppe 350 pg/kg.

Bei 94 % der untersuchten Blétterproben wurden im Ergotamin-EIA positive Testergebnisse
festgestellt. Die Messwerte lagen im Konzentrationsbereich von 20—200 ug/kg, der Median
und das 75ste Perzentil betrugen 100 pg/kg.

Im Testsystem fiir a-Ergocryptin wurden bei zwei Blétterproben Ergebnisse unterhalb der
Nachweisgrenze ermittelt. Der Maximalwert betrug 13.800 ug/kg und der Median lag bei
4.600 pg/kg.

Bei der Untersuchung von F. arundinacea-Blittern im Ergocornin-EIA wurden zwei
Testergebnisse unterhalb der Nachweisgrenze festgestellt. Die positiven Testergebnisse
bewegten sich im Konzentrationsbereich von 2.400-75.200 pg/kg. Der Median lag in den
Proben bei 8.550 pg/kg, der Mittelwert betrug 14.175 pg/kg.

Bliitenproben von F. arundinacea (n=2) ergaben im ,,Generic Ergot Alkaloid“-EIA in beiden
Féllen einen Messwert unterhalb der Nachweisgrenze. Eine der Proben zeigte sowohl im
»@Generic Ergot Alkaloid“-EIA als auch im Testsystem fiir Ergotamin und a-Ergocryptin einen
Messwert, der kleiner als die Nachweisgrenze war. Fiir die andere Bliitenprobe wurde im
Ergotamin-EIA ein Ergebnis von 30 pg/kg und fiir a-Ergocryptin ein Ergebnis von 900 pg/kg
festgestellt. Es wurden keine Bliitenproben mit dem Enzymimmuntest fiir Ergocornin

untersucht.

67



4.2.4.2 Lolium perenne

Bei Blittern (n=15) von Gridsern der Gattung L. perenne betrug die Vorkommenshiufigkeit
positiver Ergebnisse im ,,Generic Ergot Alkaloid“-EIA 73 %. Die Messwerte lagen im
Konzentrationsbereich von 40-200 pg/kg. Im Vergleich mit Blétterproben von F.
arundinacea war der Maximalwert damit geringer, die Minimalwerte waren hingegen
einheitlich. Der Median betrug fiir F. arundinacea-Blitter im genannten Testsystem

100 pg/kg.

Die Untersuchungen im Testsystem fiir Ergotamin ergaben bei 86,6 % der Proben positive
Messwerte. Die insgesamt relativ geringe Toxinbelastung (Konzentrationsbereich 20—

100 pg/kg) zeigt sich auch im Median, der 30 pg/kg betrug.

Im a-Ergocryptin-EIA wurde mit Ausnahme von einer Probe fiir alle weiteren ein positives
Testergebnis ermittelt. Der Minimalwert betrug 1.300 pg/kg. Er war damit mehr als dreimal
so hoch wie der Minimalwert, der im gleichen Testsystem bei F. arundinacea-Blittern
nachgewiesen wurde. In der Hohe des Maximalwertes entsprachen sich die Blétterproben

beider Grasarten weitgehend.

Im Testsystem fiir Ergocornin betrug der Anteil positiver Blétterproben 80 %. Der
Konzentrationsbereich erstreckte sich von 2.000—9.800 pg/kg. Der Mittelwert lag bei
5.050 pg/kg, der Median betrug 4.700 pg/kg.

Nach Untersuchung der Bliiten (n=2) von Grisern der Gattung L. perenne im ,,Generic Ergot
Alkaloid“-EIA betrugen die Testergebnisse 1.500 pg/kg und 3.700 pg/kg. Im Ergotamin-EIA
lagen der Median und der Mittelwert bei 950 pg/kg. Im a-Ergocryptin-EIA wurde fiir die
untersuchten Bliitenproben ein Median/Mittelwert in Hohe von 2.950 pg/kg ermittelt. Bliiten

von L. perenne wurden nicht mit dem Testsystem fiir Ergocornin untersucht.

4.2.5 Saisonale Belastungssituation

Ein Teilaspekt der Arbeit war die Untersuchung von Grisern der Gattung L. perenne und F.

arundinacea zu unterschiedlichen Jahreszeiten. Die Untersuchung diente der Uberpriifung
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einer moglichen Belastung von Griasern mit Ergotalkaloiden durch Endophyten. Die
grundlegende Hypothese hierbei war, dass im Friihjahr eine Kontamination des Grasmaterials
durch Claviceps spp. weitgehend auszuschlieBen sein miisste und positive Nachweise fiir
Ergotalkaloide somit ausschlieBlich auf Endophyten zuriickzufiihren sein miissten. In die
Auswertung wurden nur solche Proben einbezogen, die in beiden Vegetationsperioden an
jeweils identischen Standorten zu gewinnen waren. Messwerte von Grésern der
Vegetationsperiode I (Sommer 2007) beziehen sich auf die Blétter, Bliite und den Halm einer
Probe. Untersuchungsergebnisse aus Vegetationsperiode II (Frithjahr 2008) beziehen sich
entsprechend dem jahreszeitlichen Entwicklungsstand des Grases nur auf dessen Blétter. Bei
der Betrachtung der Ergebnisse ist zu beriicksichtigen, dass Grasproben des Friihjahres 2008

nicht immer eindeutig der Gattung L. perenne oder F. arundinacea zuzuordnen waren.

4.2.5.1 Festuca arundinacea

In die Untersuchungen wurden insgesamt 12 Gréserproben einbezogen. Der Anteil positiver
Proben im ,,Generic Ergot Alkaloid“-EIA betrug in Vegetationsperiode I (Sommer 2007)
83,3 % und in Vegetationsperiode II (Frithjahr 2008) 50 %. Ein untersuchtes ,,Probenpaar*
ergab im Testsystem des ,,Generic Ergot Alkaloid“-EIA sowohl in Vegetationsperiode I als
auch in Vegetationsperiode II ein Ergebnis unterhalb der Nachweisgrenze. Zwei weitere
Grasproben ergaben fiir dieses Testsystem in Vegetationsperiode I ein negatives Ergebnis,
stellten sich in Vegetationsperiode I mit 730 pg/kg und 50 pg/kg jedoch als kontaminiert dar.
In Bezug auf den Median von Vegetationsperiode II (Frithjahr 2008) (100 pg/kg) gegeniiber
dem der Vegetationsperiode I (Sommer 2007) (600 ug/kg) zeigte sich eine geringere

Belastung von Grésern des Friihjahres gegeniiber denen der Sommerzeit.

Im Enzymimmuntest fiir Ergotamin und a-Ergocryptin betrug der Anteil positiver Proben in
beiden Vegetationsperioden 100 %. Im Testsystem fiir Ergotamin wurde fiir ein Probenpaar
mit 30 pg/kg ein in beiden Vegetationsperioden iibereinstimmendes Ergebnis festgestellt. In
drei der verbleibenden flinf Paarungen konnte in den Sommergrisern ein hdoheres

Testergebnis als in Grasern des Friihjahres festgestellt werden.

Alle Grasproben-Paare zeigten im Testsystem fiir a-Ergocryptin hohere Messwerte in Grésern
des Friihjahres (Konzentrationsbereich 3.500-11.800 pg/kg) als in Gréisern, die im Sommer

gesammelt worden waren (Konzentrationsbereich 1.000-6.700 ug/kg).
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Der Anteil positiver Testergebnisse im Ergocornin-EIA betrug 100 % in Vegetationsperiode [
und 83,3 % in Vegetationsperiode II. In diesem Testsystem erzielte eine Grasprobe der
Vegetationsperiode I (Sommer 2007) ein Testergebnis von 16.300 pg/kg, das Testergebnis
von der am gleichen Standort gewonnenen Probe aus Vegetationsperiode II (Friithjahr 2008)
war jedoch unterhalb der Nachweisgrenze. Sowohl im Vergleich der Mediane (11.800 pg/kg
VP [; 6.000 pg/kg VP II) als auch hinsichtlich des 75sten Perzentils (16.375 pg/kg VP I;
8.575 ug/kg VP II) wurden im Ergocornin-EIA hdhere Messwerte fiir F. arundinacea-Proben

der ersten Vegetationsperiode festgestellt.

4.2.5.2 Lolium perenne

Die saisonale Belastung von L. perenne-Griasern wurde anhand von zehn Pflanzen dieser
Gattung untersucht. Sie wurden zu fiinf Probenpaaren mit jeweils gleichen Standorten in

Vegetationsperiode I (Sommer 2007) und Vegetationsperiode II (Frithjahr 2008) gruppiert.

Nach der Untersuchung der Gréser im gruppenspezifischen Nachweis flir Ergotalkaloide
wurden in 100 % der Sommergriser und in 80% der Gréser des Friihjahres Ergotalkaloide
nachgewiesen. Der einzigen negativ getesteten Grasprobe aus Vegetationsperiode II (Frithjahr
2008) steht die Vergleichsprobe der ersten Vegetationsperiode mit einem Messwert von
3.800 pg/kg gegeniiber. Die vier verbleibenden Proben zeigten in Vegetationsperiode II alle
geringere Testergebnisse als in Vegetationsperiode I, was auch anhand des Mittelwertes
(3.300 pg/kg VP I; 70 pg/kg VP II) (Abb. 16) und des Medians (3.500 pg/kg VP I; 70 ug/kg
VP 1) deutlich wurde.

Im Enzymimmuntest fiir Ergotamin wurden in 100 % der Proben beider Jahreszeiten positive
Ergebnisse ermittelt. Die Messwerte aller Friihjahrsproben (Konzentrationsbereich 20—
100 ng/kg) lagen  deutlich  unterhalb der Messwerte der  Sommerproben
(Konzentrationsbereich 200-2.000 pg/kg). Diese Tendenz zeigte sich auch im Median und im

75sten Perzentil.

Die Untersuchung im Testsystem fiir o-Ergocryptin ergab fiir alle Proben beider
Vegetationsperioden positive Messergebnisse. Innerhalb dieses Testsystems wurden fiir L.
perenne erstmals hohere Messwerte fiir Pflanzen des Friihjahres gegeniiber denen des

Sommers festgestellt. Die Messwerte im o-Ergocryptin-EIA lagen bei Friihjahrsgrisern
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zwischen 2.200 pg/kg und 10.500 pg/kg, der Median betrug 6.200 pg/kg.

Im Ergocornin-EIA betrug der Anteil positiver Proben in Vegetationsperiode I 100 % und in
Vegetationsperiode II 80 %. Der negativ getesteten Probe des Friihjahres kann die
entsprechende Vergleichsprobe des Sommers mit einem Messwert von 6.200 pg/kg
gegeniiber gestellt werden. Fiir alle weiteren Proben der zweiten Vegetationsperiode wurden

geringere Messwerte als fiir die Vergleichsproben des Sommers festgestellt.

In Abbildung 16 ist die Ergotalkaloidbelastung fiir F. arundinacea und L. perenne in beiden
Vegetationsperioden abgebildet.
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Abb. 16: Ergotalkaloidbelastung in standortidentischen F. arundinacea- (FA) und L. perenne- (LP) Grisern iiber
den Zeitraum von zwei Vegetationsperioden (Sommer 2007 (VPI) bzw. Frithjahr 2008 (VPII)).
Extremwerte (Werte, die mehr als drei Interquartilsabstinde vom benachbarten Kastenrand entfernt
liegen) werden in Form von Sternen ausgewiesen. Ausreiler (Werte, die mehr als 1,5-3
Interquartilsabstinde vom benachbarten Kastenrand entfernt liegen) werden als Kreise dargestellt.
Ausreifler und Extremwerte gingen nicht in die Berechnung der iibrigen dargestellten Mal3zahlen ein.
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4.2.6 Regionale Belastungssituation

4.2.6.1 Festuca arundinacea

Die Kontaminationshiufigkeit von F. arundinacea-Proben mit Ergotalkaloiden in

verschiedenen Regionen Deutschlands ist in Tabelle 16 dargestellt.

Tab. 16: Verteilung der positiven Testergebnisse der Enzymimmuntests nach geographischer Herkunft
(F. arundinacea)

Herkunft Probenanzahl Anzahl positiver Ergebnisse im EIA fiir
Generic Ergotamin o- Ergocornin

Ergot Alkaloid Ergocryptin
Nordrhein- 44 27 42 41 40
Westfalen
Hessen 5 3 5 4 5
Baden- 1 1 1 1 1
Wiirttemberg
n=50

Die grofite Probenanzahl in dieser Studie stammte aus unterschiedlichen Regionen Nordrhein-
Westfalens. Der Anteil positiver Testergebnisse lag fiir F. arundinacea-Proben im Testsystem
des ,,Generic Ergot Alkaloid“-EIA bei 61,3 %. Der Minimalwert betrug 40 pg/kg, die
maximale Konzentration lag bei 7.500 ng/kg.

Fiir Nordrhein-Westfalen betrug der Anteil positiver Proben im Testsystem fiir Ergotamin
95,4 %. Der Mittelwert lag bei 181 pg/kg. Der Median und der Maximalwert betrugen
65 ng/kg und 1.300 pg/kg. Nach der Untersuchung der Grasproben im a-Ergocryptin-EIA
ergaben sich Messwerte im Konzentrationsbereich von 300-29.100 pg/kg. Die nordrhein-
westfilischen F. arundinacea-Proben erzielten im EIA fiir Ergocornin im Vergleich zu
Proben aus Hessen und Baden-Wiirttemberg mit 78.800 pg/kg die hochste maximale

Konzentration.
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F. arundinacea-Proben (n=5) aus Hessen wurden mit allen vier Testverfahren untersucht. Bei
der Untersuchung der Griser im gruppenspezifischen Nachweis fiir Ergotalkaloide wurden
bei 60 % der Proben positive Ergebnisse gemessen. Die Messwerte lagen im
Konzentrationsbereich von 70-100 pg/kg. Im Testsystem fiir Ergotamin ergaben alle Proben
ein Testergebnis oberhalb der Nachweisgrenze. Der Mittelwert und der Median betrugen im
Ergotamin-EIA 74 pg/kg bzw. 30 pg/kg. Der Maximalwert lag bei 200 pg/kg. Bei der
Untersuchung der Proben im a-Ergocryptin-EIA wurden bei 80 % der Proben positive
Ergebnisse gemessen. Im Ergocornin-EIA betrug der Mittelwert 11.440 pg/kg. Der Median
lag bei 12.600 pg/kg und der Maximalwert betrug im Ergocornin-EIA 15.900 pg/kg.

Die einzige aus Baden-Wiirttemberg stammende Probe ergab in allen Testsystemen ein
positives Ergebnis. Die ermittelten Werte betrugen 50 pg/kg im Generic-Ergot-Alkaloid*-
EIA, 100 pg/kg im Ergotamin-EIA und 2.600 pg/kg im a-Ergocryptin-EIA. Im Testsystem
fiir Ergocornin betrug das Ergebnis 4.900 pg/kg.

4.2.6.2 Lolium perenne

Tabelle 17 zeigt eine Auswertung positiver Testergebnisse in Abhidngigkeit von der

geographischen Herkunft von Grisern der Gattung L. perenne.

Tab. 17: Verteilung der positiven Testergebnisse der Enzymimmuntests nach geographischer Herkunft
(L. perenne)

Herkunft Probenanzahl Anzahl positiver Ergebnisse im EIA fiir
Generic Ergotamin o- Ergocornin

Ergot Alkaloid Ergocryptin
Nordrhein- 44 38 43 42 38
Westfalen
Hessen 2 2 1 2 2
Baden- 1 1 1 1 1
Wiirttemberg
n=47
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Insgesamt wurden 44 Proben aus Nordrhein-Westfalen in die verschiedenen Testsysteme
eingesetzt. Bei der Untersuchung der Proben im ,,Generic Ergot Alkaloid“-EIA betrug der
Anteil positiver Testergebnisse 86,3 %. Die Messwerte lagen im Konzentrationsbereich von
40-28.600 pg/kg. Damit lag der Maximalwert fiir dieses Testsystem in Nordrhein-Westfalen
deutlich iiber denen aus Hessen und Baden-Wiirttemberg. Im Testsystem fiir Ergotamin
betrug der Anteil positiver Proben 97,7 %. Der Mittelwert lag bei 487,7 ng/kg. Der Median
und der Maximalwert betrugen fiir diesen Enzymimmuntest 200 pg/kg und 2.400 pg/kg. Fiir
die im o-Ergocryptin-EIA untersuchten Proben betrug der Mittelwert 5.189 ng/kg. Der
Median betrug 3.250 pg/kg und der Maximalwert lag bei 45.300 pg/kg. Im Testsystem fiir

Ergocornin betrug der Anteil positiver Messergebnisse 86,3 %.

Zwei Proben wurden aus dem Bundesland Hessen gewonnen. Mit Ausnahme von Ergotamin,
das nur in einer Probe nachgewiesen werden konnte, wurden in den verbleibenden drei
Testsystemen flir beide Proben ausschlieflich positive Ergebnisse nachgewiesen. Im
gruppenspezifischen Nachweis fiir Ergotalkaloide wurden fiir die beiden Grasproben

Messwerte von 40 ng/kg bzw. 100 ng/kg bestimmt.

Fir die aus Baden-Wiirttemberg stammende L. perenne-Probe wurde in allen vier
Testsystemen eine Ergotalkaloidbelastung oberhalb der Nachweisgrenze ermittelt. Das im
gruppenspezifischen Nachweis fiir Ergotalkaloide erzielte Ergebnis betrug 100 pg/kg. Die
weiteren Untersuchungsergebnisse betrugen fiir die Probe aus Baden-Wiirttemberg: 40 pg/kg

im Ergotamin-EIA, 3.100 pg/kg im a-Ergocryptin-EIA und 6.300 ug/kg im Ergocornin-EIA.

4.3 Ergebnisse der Hochdruckfliissigkeitschromatographie fiir den Nachweis von

Ergotalkaloiden in Futtergrisern

4.3.1 Festuca arundinacea

Bei der Darstellung der Untersuchungsergebnisse von Grisern der Gattung F. arundinacea
(n=5) wurde zwischen Proben unterschieden, die aus Blittern, Bliiten und Halmen bestanden,
und einer Probe, die sich nur aus Blittern zusammensetzte (Anhang 4). Die
Gesamtergotalkaloidbelastung der untersuchten Pflanzen, bestehend aus Bléttern, Bliiten und
Halmen, ergab einen Minimalwert von 90 pg/kg und einen Maximalwert von 9900 ug/kg. Der
Median betrug 572 pg/kg und das 75ste Perzentil lag bei 7.640 ng/kg (Abb. 17).
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Abb. 17: Auswertung (Box-Plot) der mittels HPLC bestimmten Gesamtergotalkaloidgehalte in F. arundinacea
und L. perenne. Minimum und Maximum werden durch die Begrenzung der Striche nach unten und
oben gekennzeichnet. Der Median wird durch den Balken im Inneren der Box dargestellt. Die untere
und obere Kastenbegrenzung entspricht dem 25sten und 75sten Perzentil. Extremwerte (Werte, die
mehr als drei Interquartilsabstdnde vom benachbarten Kastenrand entfernt liegen) werden in Form von
Sternen ausgewiesen. Diese gingen nicht in die Berechnung der iibrigen dargestellten MafBzahlen ein.

Die Zusammensetzung der einzelnen Gesamtergotalkaloidgehalte war durch eine erhebliche
Variabilitdt gekennzeichnet, die durch die unterschiedliche Gewichtung der Ergotalkaloide in
den Proben verdeutlicht wurde. Exemplarisch kann dies am Ergometrin erldutert werden,
dessen Anteil am Gesamtergotalkaloidgehalt in Probe (25) 37,5 % betrug. In Probe (2) betrug
der Anteil von Ergometrin am Gesamtergotalkaloidgehalt hingegen 1,9 %. Auch durch
Addition der Ergebnisse von den Isomerenpaaren der jeweiligen Ergotalkaloide wurde keine
Verdnderung der Variabilitit festgestellt. In jeder der Proben wurde Ergometrin/-inin,
Ergosin, Ergotamin und o-Ergocryptinin nachgewiesen. Die verbleibenden neun
Ergotalkaloide wurden nur vereinzelt in den Proben detektiert. Die Ergotalkaloidbelastung der
analysierten Gréserextrakte wurde basierend auf dem Median von a-Ergocryptin >
Ergocornin > Ergosin > Ergocristin dominiert. In drei der vier untersuchten Gréserproben
tiberwogen die Anteile der -in-Formen gegeniiber dem Anteil der -inine mit bis zu 87,8 %
Anteil an der Gesamtergotalkaloidbelastung. Lediglich Probe (1) wies einen hoheren Anteil

an Isolysergsdureisomeren auf. Dieser Unterschied kann mit dem Vorkommen von
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Ergometrinin erkldrt werden, welches mit einem Anteil von 44 % am Gesamtalkaloidgehalt

das dominierende Ergotalkaloid in dieser Probe war.

Probe (35) setzte sich nur aus Blittern zusammen. Mit einem Gesamtalkaloidgehalt von
260 pg/kg konnte keine erwiihnenswerte Uber-/Unterschreitung gegeniiber Proben festgestellt
werden, die aus Blittern, Bliiten und Halmen bestanden. Der ermittelte Gesamtmesswert
entsprach in seiner Hohe weitgehend Probe (25), bei der das gesamte Pflanzenmaterial
untersucht wurde. Mit einem Messwert von 109 ng/kg besal3 Ergosinin den grofiten Anteil am
Gesamtergotalkaloidgehalt. Der Minimalwert betrug 7,4 pg/kg fiir a-Ergocryptinin. Generell
dominierten in Probe (35) in Bezug auf die Ergotalkaloid-Gesamtbelastung die
Lysergsdureformen mit 58,6 % gegeniiber den Isolysergsdureisomeren. Dies ldsst sich mit
dem vergleichsweise hohen Anteil von Ergosinin am Gesamtergotalkaloidgehalt begriinden.
Insgesamt wurden mit der HPLC-Methode in Probe (35) sieben von 14 Ergotalkaloiden

nachgewiesen.

In den Abbildungen 18 und 19 sind charakteristische HPLC-Chromatogramme fiir mit

Ergotalkaloiden kontaminierte F. arundinacea-Proben dargestellt.

Ergot G #374 [modified by Administrator] FA15 Emission
EM:418 nm

1]

Abb. 18: Chromatogramm einer mit Ergotalkaloiden natiirlich kontaminierten F. arundinacea-Probe (15).
Die Summe der Ergotalkaloide betrug 9.900 pg/kg. Beziiglich der Einzelalkaloide sei auf Anhang 4
verwiesen. Die Retentionszeiten der Einzelalkaloide sind in Tabelle 8 zusammengestellt.
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Abb. 19: Chromatogramm einer mit Ergotalkaloiden niedrig belasteten F. arundinacea-Probe (1). Die Summe
der Ergotalkaloide betrug 79 pg/kg. Beziiglich der Einzelalkaloide sei auf Anhang 4 verwiesen. Die

Retentionszeiten der Einzelalkaloide sind in Tabelle 8 zusammengestellt.

4.3.2 Lolium perenne

Die Ergebnisse der HPLC-Untersuchungen fiir Gréser der Gattung L. perenne (n=6) sind in

Anhang 4 zusammengestellt. Alle Proben setzten sich aus Blittern, Bliiten und Halmen

zusammen. Abbildung 20 zeigt ein HPLC-Chromatogramm einer natiirlich mit

Ergotalkaloiden kontaminierten L. perenne-Probe.
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Abb. 20: Chromatogramm einer mit Ergotalkaloiden natiirlich kontaminierten L. perenne-Probe (54). Die
Summe der Ergotalkaloide betrug 7.082 ng/kg. Beziiglich der Einzelalkaloide sei auf Anhang 4
verwiesen. Die Retentionszeiten der Einzelalkaloide sind in Tabelle 8 zusammengestellt.

Nach Auswertung der Gesamtergotalkaloidgehalte aller untersuchten Proben wurde ein

Median von 3.040 pg/kg und ein 75stes Perzentil von 5.400 pg/kg bestimmt. Das

25ste

Perzentil betrug 1.600 pg/kg (Abb.17). Der Anteil der Ergotalkaloide, die in allen Proben

detektiert wurden, betrug 50 %. Ergocristin wurde lediglich in zwei Proben bestimmt. Einzig
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in Probe (61) wurden alle 14 Ergotalkaloide anhand des HPLC-Verfahrens ermittelt. Die
Hohe der einzelnen Ergotalkaloidbelastungen in den Proben reduzierte sich basierend auf den
Medianen von a-Ergocryptin > Ergocristinin > Ergosin > Ergocornin. Die Zusammensetzung
der Gesamtergotalkaloidgehalte erwies sich auch bei L. perenne-Griasern als variabel.
Exemplarisch betrug der Anteil von Ergotamin am Gesamtergotalkaloidgehalt in Probe (52)
1,5 %, in Probe (55) hingegen 28 %. Nach Auswertung der Vorkommenshéufigkeit der -in/-
inin-Formen betrugen diese in einer Probe (61) jeweils 50 %. In vier der Grasproben wurden
Ergotalkaloide mit einem Anteil von 53,8 % vorwiegend liber -inin-Formen reprisentiert.In
Abbildung 21 ist die quantitative Auswertung der mittels HPLC analysierten Proben

dargestellt.
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Abb. 21: Auswertung (Box-Plot) der mittels HPLC bestimmten Einzelergotalkaloidgehalte in F. arundinacea
und L. perenne. In der Mehrzahl der Proben dominierten a-Ergocryptin und Ergocornin. Minimum und
Maximum werden durch die Begrenzung der Striche nach unten und oben gekennzeichnet. Der Median
wird durch den Balken im Inneren der Box dargestellt. Die untere und obere Kastenbegrenzung
entspricht dem 25sten und 75sten Perzentil. Extremwerte (Werte, die mehr als drei
Interquartilsabstinde vom benachbarten Kastenrand entfernt liegen) werden in Form von Sternen
ausgewiesen. Ausreifler (Werte, die mehr als 1,5-3 Interquartilsabstdnde vom benachbarten Kastenrand
entfernt liegen) werden als Kreise dargestellt. Ausreiler und Extremwerte gingen nicht in die
Berechnung der iibrigen dargestellten MafB3zahlen ein.
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4.4 Vergleichende Darstellung der Untersuchungsergebnisse von EIA und HPLC

In die statistische Auswertung moglicher Ubereinstimmungen von Testergebnissen des
gruppenspezifischen Nachweises fiir Ergotalkaloide und der HPLC gingen insgesamt neun
Gréserproben ein. Diese Proben erzielten im gruppenspezifischen Nachweis flir
Ergotalkaloide ein positives Testergebnis und wurden anschlieBend mittels HPLC untersucht.
Fir Probe (1) von F. arundinacea wurde in der HPLC ein relativ niedriger
Gesamtalkaloidgehalt von 79 pg/kg ermittelt. Da im ,,Generic Ergot Alkaloid“-EIA jedoch
eine Toxinbelastung unterhalb der NWG (<40ug/kg) festgestellt wurde, wurde die Probe
nicht in die Korrelationspriifung mit einbezogen. Beriicksichtigt wurden lediglich solche
Proben, die aus Blittern, Bliiten und Halmen bestanden. In Abbildung 22 ist die
Vergleichsuntersuchung des ,,Generic Ergot Alkaloid“-EIA mit der HPLC dargestellt.
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Abb. 22: Ergebnisse der Vergleichsuntersuchung zwischen dem ,,Generic Ergot Alkaloid*“-EIA und der HPLC
fiir natiirlich kontaminierte Gréserproben (F. arundinacea und L. perenne) aus der ersten
Vegetationsperiode. Die Linien zeigen jeweils die lineare Regressionsgerade.

Fir F. arundinacea-Proben wurde ein Korrelationskoeffizient (r?) von 0,995 ermittelt. Bei

Grasproben der Gattung L. perenne betrug 1°=0,529. Generell ergab sich eine brauchbare
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Ubereinstimmung beziiglich der Frage, ob eine Probe hoch oder niedrig mit Ergotalkaloiden
belastet war. Die qualitative Ubereinstimmung wies aber erhebliche Unterschiede auf. Alle
drei untersuchten Proben von F. arundinacea ergaben in der HPLC Messwerte, die iiber
denen des ,,Generic Ergot Alkaloid“-EIA lagen. Griser der Gattung L. perenne wiesen in vier

von sechs Proben hohere HPLC-Messwerte als im ,,Generic Ergot Alkaloid“-EIA auf.

Beim Vergleich der Untersuchungsergebnisse des Enzymimmuntests und der HPLC fiir
Ergotamin fiel auf, dass in diesem EIA in 73 % der Grasproben beider Gattungen hohere
Messwerte ermittelt wurden als in der HPLC nach Addition der Messwerte von Ergotamin
und Ergotaminin. In Probe FA (25) und FA (35) iibertraf das Ergebnis der HPLC das des EIA
um jeweils mehr als 50 %. Die Untersuchungsergebnisse differierten fiir Ergotamin in beiden
Testverfahren im Bereich von 25-900 pg/kg. Fiir Probe FA (1) lagen die Ergebnisse beider
Testsysteme am ndchsten beeinander (Differenz EIA zu HPLC: 24,9 %), bei Probe LP (58)
entsprachen sich die Testergebnisse mit einer Differenz von 29 pg/kg ebenfalls tendenziell.
Mit Ausnahme von zwei L. perenne-Proben, bei denen die -inin-Form von Ergotamin in der
HPLC nicht detektiert wurde, war der Anteil der -in-Form an der Gesamtbelastung mit
Ergotamin groBer als der Anteil der -inin-Form. Unter Beriicksichtigung der Kreuzreaktionen
von Ergotamin mit anderen Ergotalkaloiden wurden mogliche Verdnderungen der Ergebnisse
gepriift. Nach Addition der HPLC-Ergebnisse von Ergocristin/-inin und Ergotamin/-inin
erhohten sich die Ergotalkaloidgehalte um 0-520 pg/kg. In keinem Fall wurde dadurch das
Testergebnis des Enzymimmuntests erreicht. In drei Proben wurde Ergocristin/-inin nicht
ermittelt, in weiteren vier Proben nur Ergocristinin. Im Vergleich der beiden Grasspezies

miteinander wurden keine relevanten Unterschiede festgestellt.

Beim Vergleich der Untersuchungsergebnisse fiir a-Ergocryptin  wurden im
enzymimmunologischen Nachweis in 90 % der Grasproben hohere Testergebnisse ermittelt
als in der HPLC. Fiir drei F. arundinacea-Proben wurden in der HPLC lediglich fiir a-
Ergocryptin Ergebnisse detektiert, nicht aber fiir a-Ergocryptinin. Generell iiberwog fiir a-
Ergocryptin in allen Proben die Lysergsdureform in Hohe und Haufigkeit ihres Vorkommens.
Um die Kreuzreaktivitit von a-Ergocryptin in die Auswertung einzubeziehen, wurden die
HPLC-Ergebnisse von o-Ergocryptin und B-Ergocryptin/-inin addiert. Fiir flinf der
Grasproben ergaben sich dadurch keinerlei Verdnderungen. Bei Probe LP (55) erhohte sich
die Ergotalkaloidbelastung um 110 pug/kg auf einen Gesamtwert von 1.266 ug/kg. Er

entsprach damit weitgehend dem Testergebnis des enzymimmunologischen Nachweises fiir a-
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Ergocryptin (1.300 pg/kg).

Beim Vergleich der Testergebnisse des Ergocornin-EIA mit den addierten Testergebnissen fiir
Ergocornin und Ergocorninin in der HPLC betrug der Anteil der Grasproben, bei denen das
EIA-Ergebnis groBer war als das der HPLC, 100 %. Alle Proben, bei denen in der HPLC
beide isomere Formen von Ergocornin nachgewiesen wurden, zeigten hohere Testergebnisse
der -in-Form gegeniiber der -inin-Form. Fiir Proben, die im enzymimmunologischen
Verfahren fiir Ergocornin hohe Messwerte zeigten (FA (15), FA (25)), wurde keine
vergleichbar hohe Belastung in der HPLC ermittelt. Nach Addition der Messwerte von
Ergocornin/-inin und B-Ergocryptin/-inin als moglichen kreuzreaktiven Partner wurde keine

Annidherung der Testergebnisse beider Untersuchungsverfahren festgestellt.
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5 DISKUSSION

Mit Mutterkorn oder Endophyten besiedelte Futtergraser aus der Familie der Poaceae
besitzen weltweite Bedeutung fiir Landwirtschaft und Tiergesundheit. Besondere Relevanz ist
den Ergotalkaloiden zuzusprechen, auf denen das toxische Prinzip der Mutterkornvergiftung
beruht und deren Konzentration und Zusammensetzung in den Sklerotien von erheblicher

Variabilitdt gekennzeichnet ist.

Untersuchungsberichte der letzten Jahre beziehen sich insbesondere auf eine Belastung von
Getreide- und Getreideerzeugnissen sowie der damit verbundenen Notwendigkeit des
Verbraucherschutzes. Dariiber hinaus ist bereits seit langem bekannt, dass mit Mutterkorn
kontaminierte Futtermittel die Leistung und Gesundheit landwirtschaftlicher Nutztiere in
unterschiedlichem Ausmal beeinflussen konnen (Barnikol und Thalmann, 1986; McLeay et
al., 2002). Im Sinne des Futtermittelgesetzes (FuMiG) gelten Mykotoxine als unerwiinschte
Stoffe, die- in oder auf Futtermitteln enthalten- eine Gefahr fiir die tierische Gesundheit
darstellen, die Leistung von Nutztieren nachteilig beeinflussen oder als Riickstinde die
Qualitdt der von Nutztieren gewonnenen Erzeugnisse beziiglich deren Unbedenklichkeit fiir
die menschliche Gesundheit nachteilig beeinflussen konnen (FuMiG, § 2 b). In § 3 des
FuMiG werden zudem Verbote zur Gefahrenabwehr formuliert, die von der Herstellung bis
zur Verflitterung des Futtermittels dafiir Sorge tragen sollen, einen prophylaktischen Schutz
der Gesundheit von Mensch und Tier zu gewihrleisten. Die derzeit geltende
Futtermittelverordnung (FuMiV) listet in Anlage 5 verschiedene Mykotoxine und deren
Hochstgehalte auf. Fiir Mutterkorn ist ein Hochstgehalt von 1.000 mg/kg bezogen auf 88 v. H.
Trockenmasse angegeben. Die Angabe bezieht sich auf alle Futtermittel, die unzerkleinertes

Getreide enthalten.

Aktuell besteht keine Regelung fiir Hochstgehalte an unerwiinschten Stoffen bei selbst
erzeugten Futtermitteln aus Griasern. Auch Hochstmengen fiir Ergotalkaloide in Futtergrdsern

existieren bisher nicht.

Die Aufnahme von Ergotalkaloiden iiber Futtergriser wird insbesondere in der Rinderhaltung
praktisch nicht thematisiert, was teilweise auch auf das Fehlen von Daten zuriickzufiihren sein
diirfte. Letztlich kann bei einer hoheren Aufnahme von Ergotalkaloiden auch eine

Ausscheidung der Alkaloide oder ihrer Metaboliten {iber die Milch vermutet werden, obwohl
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auch hierzu die Datenlage als sehr unbefriedigend angesehen werden muf}. De facto konnten
trotz intensiver Literaturrecherchen keine publizierten Studien zum carry-over von
Ergotalkaloiden in die Milch laktierender Kiihe gefunden werden. Bei Monogastriern ist
allerdings bekannt, dass beispielsweise Ergometrin in die Milch tibergeht, weshalb bei der
Frau nach Ergometringabe vom Stillen Neugeborener abgeraten wird (Novartis Pharma,

2002).

Zur Uberpriifung von Ergotalkaloidgehalten in Grisern werden verschiedene analytische
Methoden angewendet. Eine fiihrende Stellung besitzen chromatographische Verfahren,
insbesondere die Hochdruckfliissigkeitschromatographie mit Fluoreszenzdetektion. Diese
Verfahren eignen sich zum schnellen und einfachen Routinenachweis groer Probenmengen
jedoch nicht. In der Literatur sind bereits enzymimmunchemische Methoden zum Nachweis
von Mutterkornalkaloiden in mit Endophyten befallenen Grésern beschrieben und eingesetzt
worden (Shelby et al., 1998; Shelby und Kelley, 1991a). Die vorliegende Arbeit orientiert
sich bei ihrem methodischen Vorgehen an einem vom BMELV (2007) geforderten
Forschungsprojekt, bei dem enzymimmunchemische Verfahren fiir Mutterkornalkaloide
entwickelt wurden. Ob und in welchem Umfang Futtergriser in Deutschland mit
Ergotalkaloiden belastet sind, sollte unter Verwendung dieser Verfahren untersucht werden.
Des Weiteren wurde das Ziel verfolgt, die EIA-Methoden hinsichtlich ihrer Praktikabilitét
zum Nachweis von Ergotalkaloiden in Grisern und ihren Einsatz fiir einen hohen

Probendurchsatz zu bewerten.

5.1 Anwendbarkeit der EIA-Testverfahren

Die in der vorliegenden Studie zur Untersuchung von Ergotalkaloiden in Futtergriasern
eingesetzten Enzymimmuntests erwiesen sich fiir diesen Zweck als unterschiedlich geeignet.
Dem EIA fiir Ergocornin und a-Ergocryptin kann eine Praxistauglichkeit im Hinblick auf

Testsensitivitdt und Testspezifitit nicht zugesprochen werden.

Fir Ergocornin liegt die Nachweisgrenze im EIA mit 17 ng/ml sehr hoch. Bei der
Bestimmung der Wiederfindungsraten kiinstlich mit Ergocornin kontaminierter Proben
wurden zudem nicht verwertbare Ergebnisse ermittelt, welche die eingeschrinkte Eignung des
Enzymimmuntests fiir Grédser bestitigen. Die zumeist positiven und sehr hohen

Testergebnisse der Ergocornin-EIAs mit Messwerten von bis zu 82.600 pg/kg beruhen
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offenbar auf einer starken Reaktivitidt mit einer in dem Probenmaterial enthaltenen Substanz,
bei der es sich aufgrund der HPLC-Ergebnisse nicht um Ergocornin handelt. Bei der
vergleichenden Uberpriifung einzelner Proben mittels HPLC wurde Ergocornin nicht oder nur
in geringen Mengen detektiert. Es ist zwar nicht auszuschliessen bzw. sogar einigermal3en
wahrscheinlich, dass es sich hierbei um ein unbekanntes Ergotalkaloid handelt, weshalb eine
weitere Identifizierung dieser kreuzreagierenden Substanz wiinschenswert wire. Vorldufig
jedoch miissen diese Ergebnisse der Ergocornin-EIAs als den Toxingehalt weit iiberschitzend
und damit als unbrauchbar angesehen werden. Sehr stark kontaminierte Proben, vor allem
solche mit Messergebnissen > 10.000 pug/kg, wurden grundsitzlich stark verdiinnt und
anschlieBend erneut enzymimmunchemisch untersucht. Der Einfluss unspezifischer

Probenmatrixeinflisse sollte dadurch minimiert werden.

Dem Testsystem fiir a-Ergocryptin kann mit einer Nachweisgrenze von 4,5 ng/ml und der
Vermutung von  Ergebnisbeeinflussung durch  Kreuzreaktionen ebenfalls  keine
Praxistauglichkeit bestétigt werden. Hier spielt moglicherweise dieselbe Substanz als
kreuzreagierender Storfaktor eine Rolle wie bei Ergocornin. In der groBen Mehrzahl der
Proben lagen die Messwerte des a- Ergocryptin EIAs weit iiber denjenigen der HPLC. Damit
ist auch dieser Test fiir die Untersuchung von Futtergrasern derzeit als nicht praktikabel bzw.
nicht aussagefdhig anzusehen. Beziiglich der Testspezifitit wurde festgestellt, dass die
Antikorper gegen a-Ergocryptin bereits Strukturen innerhalb der Ergocryptine unterschieden
(BMELYV, 2007). Dabei zeigte die B-Form von Ergocryptin sowie die inin-Form des o- und -
Ergocryptins jeweils nur etwa 10 % Kreuzreaktivitdt im Vergleich zu a-Ergocryptin (Tab. 5).
Kreuzreaktionen mit Ergocristin und Ergocornin stellten sich relativ deutlich dar, wohingegen
die Kreuzreaktivitdt mit Ergotamin nur gering ausgeprigt war. Grundsétzlich wurden die -
inin-Formen vieler Alkaloide von dem Test besser erkannt als die korrespondierenden -in-
Formen. Aufgrund dessen sind erhebliche Kreuzreaktionen mit Ergotalkaloiden, fiir die keine
Standards verfiigbar waren, nicht zu erwarten (BMELV, 2007). Die ermittelten
Wiederfindungsraten von kiinstlich mit Ergocornin kontaminierten Gréisern erfiillten die
Erwartung an eine zuverldssige quantitative Analytik nicht. Die Wiederfindungsraten lagen

bei beiden Grésergattungen > 200%.

Die Anwendbarkeit des ,,Generic Ergot Alkaloid“-EIA zur routinemiBigen Identifizierung
und Quantifizierung von Ergotalkaloiden in Grédsern kann mit der vorliegenden Studie belegt

werden. Das Verfahren ermoglicht auf einfache und schnelle Weise die Bestimmung des
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Gesamtergotalkaloidgehalts in natiirlich kontaminierten Grédsern. Durch die Anwendung
dieses Testsystems wird berlicksichtigt, dass kontaminiertes Probenmaterial stets eine
Mischung mehrerer Ergotalkaloide enthdlt. Im Enzymimmuntest verhalten sich die
Einzeltoxine hinsichtlich ihrer kompetitiven Eigenschaften additiv und kdnnen somit auch bei
Einzelergebnissen unterhalb der individuellen Nachweisgrenze zu hohen positiven
Analyseergebnissen fithren. Der kompetitive direkte Enzymimmuntest erfasst die Summe der
Ergotalkaloide in Grédsern in Konzentrationen von > 40 pg/kg. Dies ist beziiglich der
toxikologischen Relevanz ausreichend. Die Wiederfindungsraten der Toxinstandardmischung
wurden in Grisern der Gattung L. perenne und F. arundinacea bei unterschiedlichem
Kontaminationsniveau bestimmt. Die erzielten Ergebnisse (LP: 114,5 % bei 500 ng/g bzw.
99 % bei 1.000 ng/g; FA: 114,8 bei 500 ng/g bzw. 99 % bei 1.000 ng/g) bestitigen, dass das
einfache Extraktionsverfahren fiir die zuverldssige, quantitative Analytik von Ergotalkaloiden
geeignet ist. Die Probenextraktion in Acetonitril/phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS)
mit anschlieBender Filtration erwies sich als geeignet zum weiteren Einsatz im
gruppenspezifischen EIA. Um stdrende Probenmatrixeinfliisse moglichst vollstindig
eliminieren zu konnen, war eine Verdiinnung der Proben von 1:10 mit PBS pH 6,0
ausreichend. Fiir einzelne, insbesondere stark belastete Proben, ist eine hohere Verdiinnung

der Probenextrakte zu empfehlen.

Der Enzymimmuntest fiir Ergotamin zeigt fiir Graser verschiedener Gattungen eine gentigend
hohe Sensitivitit und Spezifitit. Mit einer Nachweisgrenze von 20 pg/kg ist eine ausreichende
Empfindlichkeit des Testsystems zur toxikologischen Analyse gegeben. Das gewdhlte
Extraktionsverfahren erwies sich zur Elimination von Probenmatrixeffekten fiir Griser als
sinnvoll. Die Wiederfindungsraten von kiinstlich mit Ergotamin (500 ng/g) kontaminierten
Proben betrugen fiir LP 146 %, fiir FA bei gleicher Toxinmenge 106 %. Folglich lassen sich

falsch positive/negative Testergebnisse weitgehend ausschlie3en.

Die Testdauer der in dieser Arbeit angewendeten Enzymimmuntests liegt bei etwa 2,5 h. Die
Verfahren eignen sich daher zum schnellen Einsatz in der Routinediagnostik von Grisern. Fiir
Screeninguntersuchungen wére eine Reduktion der Replikate je Probe von vier auf zwei

vorteilhaft. Damit kdnnten je Mikrotiterplatte bis zu 34 Grasproben untersucht werden.
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5.2 Methodenvergleich EIA und HPLC fiir Ergotalkaloide

Fiir die Vergleichsuntersuchungen des ,,Generic Ergot Alkaloid“-EIA und der HPLC fiir
natilirlich kontaminierte Gréser der Gattung F. arundinacea und L. perenne lassen sich
aufgrund der geringen Anzahl von Proben, die in den Vergleich einbezogen wurden, nur
vorsichtige Aussagen ableiten. Desweiteren ist zu berticksichtigen, dass das HPLC-Verfahren
urspriinglich zur Bestimmung von Ergotalkaloiden in Getreide, Getreideerzeugnissen und

Brot entwickelt wurde.

Die Korrelation fir F. arundinacea (1*=0,995) weist einen deutlichen linearen
Zusammenhang auf, allerdings wurden in der HPLC fiir diese Grasart durchweg hohere
Ergebnisse erzielt als im EIA. Fiir L. perenne-Proben kann die Ubereinstimmung der
Ergebnisse (1°=0,529) als gut bezeichnet werden. Auch fiir Griser dieser Gattung wurde eine
Tendenz zu hoheren HPLC-Messwerten gegeniiber den Ergebnissen des gruppenspezifischen
Enzymimmuntests festgestellt. Die Ubereinstimmung der Ergebnisse ist ausreichend fiir die
Anwendung in der Screeningdiagnostik. Grundsétzlich sind sowohl hdhere als auch
niedrigere Messwerte im ,,Generic Ergot Alkaloid“-EIA gegeniiber denen der HPLC mdglich,
weil flir die einzelnen Alkaloide unterschiedliche Kreuzreaktionen bestehen. Bei
Kreuzreaktionen <100 %, was fiir die meisten Alkaloide des gruppenspezifischen EIAs der
Fall ist, ergeben die einzelnen Alkaloide im EIA niedrigere Werte als tatsdchlich in der Probe
vorhanden sind. Folglich ist auch die Summenbelastung geringer als die in der HPLC
ermittelten. Der generische Ergotalkaloid-EIA ist zudem deutlich durch das Alkaloid
Ergometrin geprédgt. Ist der Anteil an Ergometrin in einer Probe hoch, so steigt auch der
gemessene Alkaloidgesamtwert, wohingegen ein geringerer Anteil von Ergometrin in der

Probe in niedrigeren Werten, als mittels HPLC ermittelt, resultiert.

5.3 Untersuchungen von Grisern

5.3.1 Vorkommen von Ergotalkaloiden

Zur Identifizierung von mit Ergotalkaloiden belasteten Futtergrasern deutscher Wiesen und
Weiden wurden in den Jahren 2007 und 2008 verschiedene Poaceen untersucht. Die
Untersuchung beriicksichtigte unterschiedliche Aspekte, so dass ein Uberblick iiber die
Gesamtbelastungssituation moglich wurde. Besonderes Interesse wurde auf Griser gelegt, die

haufig auf Weiden und im Futtertrog heimischer landwirtschaftlicher Nutztiere zu finden sind
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und mutualistische Beziehungen mit Ergotalkaloid produzierenden Endophyten eingehen.
Zusitzlich zu speziesspezifischen, regionalen und jahreszeitlichen Besonderheiten wurde

auch die Toxinbelastung in den verschiedenen Pflanzenteilen beriicksichtigt.

Bei der Auswahl des Probenmaterials wurde die Tatsache beriicksichtigt, dass bei mehrfach
bliihenden Grisern und mit zunehmender Lénge der Blithdauer auch die Wahrscheinlichkeit
eines Befalls mit Mutterkorn ansteigt. Obwohl es fiir die toxikologische Bewertung keinen
Unterschied macht, ob ein Ergotalkaloid von Claviceps spp. oder Neotyphodium spp. stammt,
sollte in dieser Arbeit auch der Frage nachgegangen werden, ob Endophyten bedingte
Alkaloide in Deutschland eine Rolle spielen konnten. Hierzu sollte durch die Beprobung im
Friihjahr ein Befall mit Claviceps spp. und relevante Mengen Mutterkorn moglichst

ausgeschlossen werden.

Die Untersuchungen von Futtergrdasern der Gattung F. arundinacea und L. perenne belegen,
dass mit Ergotalkaloiden kontaminierte Pflanzen auf natiirlichen Griinlandstandorten weit
verbreitet und hiufig zu finden sind. Von den insgesamt 50 untersuchten F. arundinacea-
Proben waren im gruppenspezifischen Nachweis fiir Ergotalkaloide 62 % kontaminiert. Die
Vorkommenshédufigkeit von belasteten L. perenne-Grisern (n=47) war im gleichen
Testsystem mit 87 % noch hoher. Der Anteil von belasteten Rohrschwingelpflanzen im
Ergotamin-EIA betrug 96 %, fiir das Deutsche Weidelgras wurde in 95 % der Pflanzen eine
Toxinbelastung festgestellt. Die Versuchsergebnisse lassen eine Abstufung der
Ergotalkaloidbelastung im ,,Generic Ergot Alkaloid“-EIA und im Ergotamin-EIA in
absinkender Reihenfolge fiir L. peremne (Median: 500 ug/kg bzw. 200 pg/kg) > F.
arundinacea (Median: 100 pg/kg bzw. 65 ng/kg) > sonstige Poaceae erkennen.

Die im ,,Generic-Ergot-Alkaloid“-EIA ermittelte hohere Alkaloidbelastung des Deutschen
Weidelgrases gegeniiber dem Rohrschwingel korreliert mit den eigenen Beobachtungen zu
dem visuell erkennbaren Mutterkornbefall an der Pflanze. In Gréasern der Gattung L. perenne
waren hdufiger Sklerotien sichtbar als bei F. arundinacea-Grasern. Insbesondere fiel dies an
solchen Standorten auf, an denen sich bereits verblithte oder aufgrund ldnger einwirkender
Sonneneinstrahlung vertrocknete L. perenne-Griser befanden. Frisches Gras, das gerade erst
Bliiten ausgebildet hatte, zeigte sich in der Regel nicht mit Sklerotien befallen. Der
Mutterkornbesatz von Sommergriasern der Vegetationsperiode I war zu Beginn der

Probennahme (Juli 2008) geringer als von Grésern, die im friihen Herbst des gleichen Jahres
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gesammelt wurden. Die Ergebnisse stimmen mit den Beobachtungen von Wyss und Vogel
(1997) iiberein, die einen steigenden Befallsgrad von Mutterkorn mit zunehmendem Alter des

Griinfutters auf der Weide feststellten.

Die Untersuchungen von Blitterproben des Friihjahres ergaben im gruppenspezifischen EIA
insgesamt niedrige Messwerte. Die Konzentrationsbereiche lagen bei 40—350 pg/kg fiir F.
arundinacea und bei 40-200 pg/kg fiir L. perenne. Die Messergebnisse der Gesamtpflanze
lagen im gleichen Testsystem bei F. arundinacea-Proben des Sommers im
Konzentrationsbereich von 40—7.500 pg/kg und bei L. perenne-Proben bei 40—28.600 pg/kg.
Auch wenn die Probenzahl fiir eine definitive Aussage zu gering ist, deuten diese Befunde
doch erstmals darauf hin, dass neben Mutterkorn auch Endophyten eine bedeutsame Quelle
fiir die Kontamination von Futtergrasern mit Ergotalkaloiden sind. Moglicherweise bilden die
Endophyten zwar weniger Ergotalkaloide als Claviceps, dafiir diirfte die Belastung héufiger
vorkommen als ein Mutterkornbefall. Damit ist fiir Deutschland erstmals die Relevanz von
Endophyten als Ergotalkaloidquelle identifiziert worden, ein Befund der fiir andere Lénder
bereits beschrieben worden ist (Miles et al., 1996; Shelby et al., 1998; Cagas et al., 1999). In
Anbetracht der Untersuchungsergebnisse sollten weitere Studien in Erwidgung gezogen
werden, bei denen die Faktoren Erntezeitpunkt und Toxizitét, gegebenenfalls im Tierversuch,

mit untersucht werden konnten.

Aussagen iiber die regionale Alkaloidbelastung von Futtergrasproben in Deutschland sind
aufgrund der geringen gesammelten Probenanzahl von Grisern auflerhalb Nordrhein-
Westfalens nicht moglich. Grundsétzlich soll aber auf den Einfluss regional bedingter
Witterungsunterschiede hingewiesen werden. AuBBerdem ist zu beriicksichtigen, dass an den

verschiedenen Standorten mit unterschiedlich hohem Infektionsdruck zu rechnen ist.

Der Anteil von Poacea-Proben, die nicht zu den wirtschaftlich bedeutendsten Futtergrasern in
Deutschland zdhlen und im gruppenspezifischen Nachweis flir Ergotalkaloide unterhalb der
Nachweisgrenze lagen, betrug 71 %. Die erzielten Maxima im ,,Generic Ergot Alkaloid“-EIA
waren mit 200 ug/kg fiir D. glomerata bzw. 300 pg/kg fir 4. pratensis sehr gering. Positiv
getestete Proben waren bezogen auf den Median im Ergotamin-EIA ebenfalls nur im
niedrigen Konzentrationsbereich belastet. Inwiefern Standort, klimatische Bedingungen und
individuelle Anfélligkeit der Pflanze zu einer Beeinflussung der Ergebnisse gefiihrt haben, ist

aufgrund der eigenen Testergebnisse nicht zu beurteilen.
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5.4 Ergotalkaloidbelastung und Endophyten

Bei allen Proben von L. perenne wurden in Vegetationsperiode II (Frithjahr 2008) im
Testsystem des ,,Generic Ergot Alkaloid“-EIA geringere Alkaloidbelastungen ermittelt als in
solchen der Vegetationsperiode I (Sommer 2007). Die Mediane fiir L. perenne differierten im
saisonalen Vergleich deutlich voneinander (VP I: 3.500 pg/kg; VP II: 70 pg/kg). Ahnliche
Untersuchungsergebnisse wurden fiir F. arundinacea im gleichen Testsystem erzielt. Hohere
Ergotalkaloidkonzentrationen gingen in dieser Arbeit grundsitzlich mit dem Vorhandensein
von Sklerotien einher, die bei der Zerkleinerung des Grases mit in das Untersuchungsmaterial

gelangten.

Da Mutterkorner in Grasproben des Friihjahres 2008 nicht vorhanden waren, liegt nahe, die
insgesamt niedrigen Ergotalkaloidkonzentrationen des Friihjahres mit dem Vorkommen von
Endophyten zu erkldren. Zur Absicherung der Vermutung wiirde sich die Bestimmung von
Ergovalin oder Lolitrem B eignen, die beide bereits in mit Neotyphodium spp. infizierten L.
perenne-Grisern entdeckt worden sind (Cagas et al., 1999; Oldenburg, 1997). Ergovalin ist
als Toxinstandard nicht verfiigbar und somit auch in der HPLC nicht als Ergotalkaloid
identifizierbar. Strukturelle Ahnlichkeiten zwischen Ergovalin und Ergocornin, sowie
geschitzte Kreuzreaktivitdten zwischen dem Testsystem fiir Ergocornin und Ergovalin (> 1%)
bzw. Ergovalinin (>3,3%) (BMELV, 2007) verstirken die Notwendigkeit weitergehender

Untersuchungen.

5.5 Schlussfolgerungen

Die in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen zeigten, dass Ergotalkaloide in Grisern
relativ hdufig und teilweise in recht hohen Konzentrationen vorkommen konnen. Hierbei ist
neben dem parasitiren Befall mit Claviceps spp. auch eine Alkaloidbildung durch
Endophyten zu beriicksichtigen. Wenn auch die Hohe des Alkaloideintrags in die Futtermittel
Gras bzw. Heu derzeit kaum realistisch abschdtzbar ist, kann doch eine regelmalige
Ergotalkaloid-Exposition von landwirtschaftlichen Nutztieren durch Futtergriser abgeleitet
werden. Dies sollte sowohl im Hinblick auf die Tiergesundheit als auch im Hinblick auf ein
nicht auszuschliefendes carry-over von Alkaloiden oder ihren Metaboliten in die Milch von

lebensmittelliefernden Tieren weiter untersucht werden. Die in dieser Arbeit eingesetzten
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Enzymimmuntests, insbesondere das gruppenspezifische Nachweissystem fiir Ergotalkaloide,

konnten hierbei ein wertvolles analytisches Werkzeug darstellen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Anwendung enzymimmunologischer
Verfahren zum Nachweis von Ergotalkaloiden in Futtergrasern sowie dem Vorkommen dieser
Toxine in Grasern der Familie Poaceae auf deutschen Wiesen und Weiden. Insgesamt wurden

104 Grasproben aus zwei Vegetationsperioden der Jahre 2007 und 2008 untersucht.

Zur Bestimmung der Toxingehalte wurden auf der Verwendung von Antikérpern gegen
Ergometrin, Ergotamin, o-Ergocryptin und Ergocornin  basierende kompetitive
Enzymimmuntests angewendet. Wéhrend drei Enzymimmuntests eine Teilspezifitit fiir
einzelne Ergotalkaloide (Ergotamin, a-Ergocryptin und Ergocornin) besitzen, ermittelt der
,»Generic Ergot Alkaloid“-Enzymimmuntest die Summenbelastung dieser Toxine in den
Probenmaterialien. Die entsprechenden Nachweisgrenzen lagen bei 0,4 ng/ml
(Toxinmischung), 0,2 ng/ml (Ergotamin), 4,5ng/ml (o-Ergocryptin) und 17 ng/ml

(Ergocornin).

In Ergdnzung dazu wurden einige Ergotalkaloid-positive Proben zusétzlich mittels einer
hochleistungsfliissigkeitschromatographischen Methode (HPLC) untersucht, mit der ein
Nachweis von 14 Ergotalkaloiden (Ergometrin, Ergotamin, Ergocristin, a-Ergocryptin, -
Ergocryptin, Ergocornin, Ergosin und deren korrespondierende -inin-Isomere) gelang. Die
Grasproben konnten in den EIAs und der HPLC nach Extraktion mittels eines Acetonitril/

PBS pH 6,0-Gemisches (60/40; v/v) untersucht werden.

Die Nachweisgrenzen in den Gridsern lagen bei dem gruppenspezifischen EIA fiir
Ergotalkaloide bei 40 pg/kg bzw. bei 20 pg/kg im Ergotamin-EIA, 450 pg/kg im o-
Ergocryptin-EIA und bei 1.700 ng/kg im Ergocornin-EIA. Bei der Ermittlung der
Wiederfindungsraten in kiinstlich kontaminierten Probenmaterialien wurden fiir den
gruppenspezifischen immunchemischen Nachweis fiir Ergotalkaloide Ergebnisse von 86—

133 % erzielt.

Ergotalkaloidpositive Gréser wurden in allen beprobten geografischen Regionen ermittelt.
Insgesamt zeigten Géser der Gattung L. perenne, mit Ausnahme des Testsystems fiir o-
Ergocryptin, in allen weiteren Enzymimmuntests eine hdhere Ergotalkaloidbelastung von

Sommergrisern gegeniiber Grédsern des Frithjahres. Die Ergotalkaloidbelastung bei
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Sommergréasern der Gattung F. arundinacea war im ,,Generic Ergot Alkaloid“-EIA hoher als
die Alkaloidkontamination von Grésern des Friihjahres. Die Testsysteme des a-Ergocryptin-
EIA und Ergocornin-EIA erwiesen sich aufgrund starker Uberschitzung des Ergotalkaloid-
Gehalts als nicht praxistauglich. Im gruppenspezifischen Nachweis fiir Ergotalkaloide betrug
der Anteil positiver F. arundinacea-Proben 62 %, fiir Griser der Gattung L. perenne 87 %.
Die gemessenen Konzentrationen lagen zwischen 40 pg/kg und 7.500 pg/kg (FA) sowie
zwischen 40 pg/kg und 28.600 pg/kg (LP). Die Medianwerte betrugen 100 pg/kg (FA) bzw.
500 pg/kg (LP). Der Anteil positiver Testergebnisse im Ergotamin-EIA betrug fiir F.
arundinacea 96 % und fiir L. perenne 95 %. Der Median lag bei 65 pg/kg fir F. arundinacea
und bei 200 pg/kg fiir L. perenne. Ergotalkaloide wurden auch in anderen der Familie der

Poacea angehorigen Spezies festgestellt, zumeist jedoch in niedrigeren Konzentrationen.

Mit den durchgefiihrten Vergleichsuntersuchungen anhand natiirlich kontaminierter
Griaserproben wurden flir Graser der Gattung F. arundinacea und L. perenne brauchbare
Ubereinstimmungen zwischen den Ergebnissen der EIA-Methoden und der HPLC-Methode
festgestellt (FA: r=0,995; LP: 1*=0,529 ).

Die Eignung des ,,Generic Ergot Alkaloid“-Enzymimmuntests zum Nachweis von
Ergotalkaloiden in Grisern und die des enzymimmunologischen Testsystems fiir Ergotamin

zum selektiven Nachweis dieses Alkaloids konnten mit vorliegender Arbeit bestétigt werden.
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SUMMARY

A study on the occurrence of ergot alkaloids in forage grasses

This study is concerned with the application of enzyme immunoassays (EIAs) to detect ergot
alkaloids in forage grasses, and also with the prevalence of these toxins in the plant family
Poaceae in meadows and pastures in Germany. A total of 104 grass samples from two

vegetation periods (2007 and 2008) were analysed.

Competitive enzyme immunoassays based on antibodies to ergonovine, ergotamine, o-
ergocryptine and ergocornine were applied in order to identify the level of toxins
(mycotoxins). While three EIA systems have partial specificity for particular ergot alkaloids
(ergotamine, a-ergocryptine and ergocornine), the “Generic Ergot Alkaloid“-EIA, as a group-
specific indicator of ergot alkaloids, can be used for the simultaneous detection of toxins in
the samples taken. The corresponding detection limits were 0.4 ng/ml (toxin mixture),

0.2 ng/ml (ergotamine), 4.5 ng/ml (a-ergocryptine) and 17 ng/ml (ergocornine).

Additionally, several ergot alkaloid positive samples were analysed using High Pressure
Liquid Chromatography (HPLC), by which it was possible to detect fourteen ergot alkaloids
(ergonovine, ergotamine, ergocristine, a-ergocryptine, B-ergocryptine, ergocornine, ergosine
and their corresponding -inine-isomers). After extraction in acetonitrile/PBS mixture (60/40;

v/v), the grass samples were analysed by means of EIAs and HPLC.

The detection limit for grass samples was 40 pg/kg using group-specific EIA for ergot
alkaloids. Using ergotamine-EIA, the detection limit was 20 pg/kg, using a-ergocryptine-EIA
it was 450 pg/kg, and using ergocornine-EIA it was 1700 pg/kg. After examining spiked
grass samples, the recovery rates ranged from 86 % to 133 % when applying the group-

specific immunochemical detection method for ergot alkaloids.

In all geographical regions sampled, positive ergot alkaloid samples were detected. Overall, in
all testing systems (with the exception of the testing system for a-ergocryptine), the
contamination with ergot alkaloids was higher in summer grasses than in spring grasses of the
species L. perenne (perennial rye-grass). In the “Generic Ergot Alkaloid“-EIA the

contamination rate of summer grasses of the species F. arundinacea was higher than that of
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spring grasses. The valuation of suitability for the testing systems of the a-ergocryptine-EIA
and the ergoconine-EIA was negative.

With the group-specific detection method for ergot alkaloids, the percentage of contaminated
samples of F. arundinacea was 62 % and for grasses of the species L. perenne 87 %. Sample
concentration ranged from 40 pg/kg to 7500 pg/kg (FA) and from 40 pg/kg to 28600 pg/kg
(LP). The median was 100 pg/kg (FA) and 500 pg/kg (LP) respectively. Forage grasses were
frequently contaminated with ergotamine (FA: 96 %, LP: 95%). The median of the
concentration of ergotamine was 65 pg/kg for F. arundinacea and 200 ng/kg for L. perenne.
Ergot alkaloids were also detected in other species of the Poaceae family, although only in

lower concentrations.

The comparative analysis of naturally contaminated grass samples indicated that the results of
the “Generic Ergot Alkaloid“-EIA-method strongly correlated with those of the HPLC-
method when applied to the genus F. arundinacea and L. perenmne (FA: 1r=0.995; LP:
’=0.529).

The present study succeeded in confirming the suitability of the “Generic Ergot Alkaloid*-

EIA-method for the detection of ergot alkaloids in grasses and of the enzyme immunological

test system for ergotamine for the detection of this alkaloid.
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8 ANHANG

Anhang 1: Ubersicht iiber die untersuchten F. arundinacea-Proben und die Ergebnisse der
Untersuchungen des Gesamtergotalkaloidgehaltes mittels gruppenspezifischem
,Generic Ergot Alkaloid“-EIA sowie der EIAs auf Ergotamin, a-Ergocryptin und

Ergocornin

Proben- Proben- Proben- | Vegetations- | Generic | Ergotamin- | o- Ergocornin-
nummer herkunft | material | periode Ergot EIA Ergocryptin- | EIA (pg/kg)

Alkaloid- | (ng/kg) EIA (ng/kg)

EIA

(ng/kg)
1 NRW ges. Pflz. | I <40 30 1200 8100
2 NRW ges. Pflz. | I 730 700 4900 8700
3 NRW ges. Pflz. | I 50 70 2400 11900
4 NRW ges. Pflz. | I <40 60 3000 15000
5 NRW ges. Pflz. | I <40 50 1200 14600
6 NRW ges. Pflz. | I <40 50 1200 18600
7 NRW ges. Pflz. | 1 80 70 <450 13700
8 NRW ges. Pflz. | 1 <40 40 500 11600
9 NRW ges. Pflz. | 1 <40 50 <450 18800
10 NRW ges. Pflz. | 1 300 100 1000 11500
11 NRW ges. Pflz. | 1 <40 50 1400 18000
12 NRW ges. Pflz. | 1 100 70 1800 21300
13 NRW ges. Pflz. | 1 300 200 1600 14900
14 NRW ges. Pflz. | 1 <40 30 1400 10800
15 NRW ges. Pflz. | 1 4300 700 29100 45500
16 NRW ges. Pflz. | 1 60 700 1900 13800
17 NRW ges. Pflz. | I 2100 600 2400 10300
18 NRW ges. Pflz. | I 7400 100 20400 15700
19 NRW ges. Pflz. | I 2200 900 5200 5700
20 NRW ges. Pflz. | I 200 20 2200 11700
21 NRW ges. Pflz. | I <40 50 1900 13400
22 NRW ges. Pflz. | I 90 50 2100 11300
23 NRW ges. Pflz. | I 500 40 1300 5500
24 NRW ges. Pflz. | I 7500 1300 6700 16600
25 NRW ges. Pflz. | I 50 50 1800 78800
26 NRW ges. Pflz. | I 100 60 900 16300
27 NRW ges. Pflz. | I 600 100 1000 16300
28 NRW ges. Pflz. | 1 <40 20 600 16500
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29 NRW ges. Pflz. |1 100 80 <450 15000
30 NRW ges. Pflz. |1 2000 300 2000 13100
31 NRW Blatter I <40 20 <450 17100
32 HE Blatter I <40 20 700 12600
33 NRW Blatter I 40 20 <450 27400
34 HE Blatter I <40 20 <450 13400
35 NRW Blatter I 350 50 500 75200
36 HE Blatter I 70 30 1000 7400
37 NRW Bliiten I <40 30 900 n. u.
38 NRW Bliiten I <40 <20 <450 n. u
39 NRW Blitter II <40 100 3700 2400
40 NRW Blitter II 40 <20 5600 5500
41 NRW Blitter II <40 30 7400 5300
42 NRW Blitter II <40 100 11800 6700
43 NRW Blatter II 100 100 3000 12200
44 NRW Blatter II <40 30 5500 9200
45 HE Blatter II 70 100 8400 15900
46 BW Blatter I 50 100 2600 4900
47 HE Blatter II 100 200 13800 7900
48 NRW Blatter II 200 100 7400 3700
49 NRW Blatter II 100 200 6300 <1700
50 NRW Blatter II 100 200 3500 <1700

BW= Baden-Wiirttemberg; HE= Hessen; NRW= Nordrhein-Westfalen

ges. Pflz.: gesamte Pflanze, bestehend aus Blattern, Bliite und Halm
n. u.: nicht untersucht
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Anhang 2: Ubersicht iiber die untersuchten L. perenne-Proben und die Ergebnisse der
Untersuchungen des Gesamtergotalkaloidgehaltes mittels gruppenspezifischem
,Generic Ergot Alkaloid“-EIA sowie der EIAs auf Ergotamin, a-Ergocryptin und

Ergocornin

Proben- Proben- Proben- | Vegetations- | Generic | Ergotamin- | a- Ergocornin-
nummer herkunft | material | periode Ergot EIA Ergocryptin- | EIA (pg/kg)

Alkaloid- | (ng/kg) EIA (ng/kg)

EIA

(ng/kg)
51 NRW ges. Pflz. | 1 200 100 500 <1700
52 NRW ges. Pflz. | 1 4600 200 2700 7300
53 NRW ges. Pflz. | 1 5500 400 4000 8300
54 NRW ges. Pflz. | 1 4400 200 5300 19500
55 NRW ges. Pflz. | 1 1400 1700 1300 7000
56 NRW ges. Pflz. | 1 200 100 700 5300
57 NRW ges. Pflz. | I 400 300 800 3000
58 NRW ges. Pflz. | I 1000 50 500 2600
59 NRW ges. Pflz. | I 200 40 <450 2600
60 NRW ges. Pflz. | I 200 300 500 3300
61 NRW ges. Pflz. | I 2900 1000 5200 6200
62 NRW ges. Pflz. | 1 <40 70 1600 4000
63 NRW ges. Pflz. | I 5500 600 8100 13300
64 NRW ges. Pflz. | I 3500 500 7300 11200
65 NRW ges. Pflz. | I 3300 1700 2600 4900
66 NRW ges. Pflz. | I 3800 700 5400 11000
67 NRW ges. Pflz. | I 300 200 3100 3300
68 NRW ges. Pflz. | I 19500 400 3000 4500
69 NRW ges. Pflz. | I 5500 900 8100 15200
70 NRW ges. Pflz. | 1 50 100 700 6000
71 NRW ges. Pflz. | 1 400 200 2200 3100
72 NRW ges. Pflz. | 1 28600 2400 45300 82600
73 NRW ges. Pflz. | 1 400 400 2500 8600
74 NRW ges. Pflz. | 1 <40 70 1500 15000
75 NRW ges. Pflz. | 1 7800 1900 11500 30100
76 NRW ges. Pflz. | 1 500 300 1200 3700
77 NRW ges. Pflz. | I 17200 1400 24300 27100
78 NRW ges. Pflz. | I 700 100 1100 2700
79 NRW ges. Pflz. | I 1900 200 3400 9400

111




80 NRW ges. Pflz. | I 6000 2000 7400 14900
81 NRW Blatter I <40 20 1400 8900
82 NRW Blatter I <40 20 1300 6600
83 NRW Blatter I <40 <20 <450 2000
84 NRW Bliiten I 1500 1000 3700 n.u

85 NRW Bliiten I 3700 900 2200 n. u.
86 NRW Blatter II 40 30 10500 <1700
87 NRW Blatter II 40 90 8500 <1700
88 NRW Blatter II <40 30 6200 2600
89 NRW Blatter II 40 80 9800 <1700
90 NRW Blitter II 100 40 14000 9800
91 NRW Blitter II 200 80 9600 7500
92 HE Blitter II 100 <20 3400 6000
93 BW Blitter II 100 40 3100 6300
94 HE Blatter II 40 30 4200 3400
95 NRW Blatter II 100 100 2200 2300
96 NRW Blatter II 100 20 9300 2900
97 NRW Blatter I 40 30 3900 2300

BW= Baden-Wiirttemberg; HE= Hessen, NRW= Nordrhein-Westfalen
ges. Pflz.: gesamte Pflanze, bestehend aus Blattern, Bliite und Halm

n. u.: nicht untersucht
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Anhang 3: Ubersicht iiber sonstige untersuchte Poaceae-Proben und die Ergebnisse der
Untersuchungen des Gesamtergotalkaloidgehaltes mittels gruppenspezifischem
,Generic Ergot Alkaloid“-EIA sowie der EIAs auf Ergotamin, a-Ergocryptin und

Ergocornin

Proben- | Proben- | Proben- | Proben- | Vegeta- Generic Ergo- o- Ergocor-

nummer | art material | herkunft | tionsperiode | Ergot tamin-EIA | Ergocryp- | nin-EIA
Alkaloid- | (ng/kg) tin-EIA (ng/kg)
EIA (ng/kg)
(ng/kg)

98 DG’ Blitter | NRW |1 <40 <20 800 3900

99 DG Bliiten | NRW I <40 30 900 n. u.

100 DG Bliiten | NRW I 200 300 3000 n. u.

101 AP’ Blitter | NRW I <40 20 1100 4300

102 AP Bliiten | NRW I 300 20 600 n. u.

103 PM’ Blitter | NRW I <40 20 2800 5700

104 pPM Bliiten | NRW I <40 20 900 n. u.

NRW= Nordrhein-Westfalen
ges. Pflz.: gesamte Pflanze, bestehend aus Blattern, Bliite und Halm
n. u.: nicht untersucht

'DG: Dactylus glomerata 2AP: Alopecurus pratensis 3PM: Plantago major
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Anhang 4: Ubersicht iiber die Ergotalkaloidgehalte in F. arundinacea und L. perenne,
Bestimmung mittels HPLC

Ergot- Ergotalkaloidgehalt (ng/kg)
alkaloid

FA |FA |FA |FA |[FA LP | LP LP |LP LP LP
() @ (a5 @5 (G (2 |53 |[GH () (¥ (6D

Blitter
Ergo- 17 17 655 111 13 53 48 143 39 33 381
metrin
Ergo- 35 36 65 26 10 50 24 343 82 55 10
metrinin
Ergosin 6 400 830 13 15 217 284 668 104 6 664
Ergosinin | <0,74 | 60 164 11 110 39 44 94 16 <0,74 | 136
Ergo- 5 20 300 86 80 24 243 112 728 21 300
tamin
Ergo- <0,54 | 5 25 16 26 1,7 10 5 74 <0,54 | 16
taminin
Ergo- <0,23 | <0,23 | 1100 | 8 <0,23 | 115 1074 | 1264 | 101 3 269
cornin
Ergo- <0,32 | <0,32 | 112 4 <0,32 | 21 138 141 10 <0,32 | 29

corninin

a-Ergo- <0,47 | <0,47 | 2510 | 13 <047 | 824 2330 | 3266 | 1140 1195 1006

cryptin
a-Ergo- | 4 11 405 11 7 28 30 103 16 <0,35 | 25
cryptinin
B-Ergo- | <0,52 | <0,52 | 3300 | <0,52 | <0,52 | <0,52 | 160 376 92 <0,52 | 26
cryptin
B-Ergo- | <0,37 | <0,37 | 435 <0,37 | <037 |7 32 45 18 <037 |7
cryptinin
Ergo- 10 255 <0,77 | <0,77 | <0,77 | 26 <0,77 | <0,77 | <0,77 | <0,77 | 117
cristin
Ergo- 2 44 <0,45 | <0,45 | <0,45 | 152 373 522 210 277 464

cristinin

Gesamt 79 848 9900 | 300 260 1557 | 4790 | 7090 | 2630 1590 3460

*Werte in Klammern: Probennummern
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Anhang 5:

Vergleich der Ergotalkaloidgehalte in F. arundinacea und L. perenne,
HPLC-EIAs

Methode Ergotalkaloidgehalt (ng/kg)
FA FA FA FA FA LP LP LP LP LP LP
(O NNE) (15) (25) | 3% (52) | (33) | (34 (55) | (38) | (61)
Blatter
HPLC™ | 79 848 9900 300 260 1560 | 4790 | 7090 2630 | 1590 | 3460
Generic | 30 730 4300 50 350 4600 | 5500 | 4400 1400 | 1000 | 2900
Ergot
Alkaloid-
EIA
Ergo- 8100 | 8700 | 45500 | 78800 | 75200 | 7300 | 8300 | 19500 | 7000 | 2600 | 6200
cornin-
EIA
Ergota- 30 700 700 50 50 200 400 200 1700 | 50 1000
min-EIA
a-Ergo- 1200 | 4900 | 29100 | 1800 | 500 2700 | 4000 | 5300 1300 | 500 5200
cryptin-
EIA

*Werte in Klammern: Probennummern

**Die entsprechenden Werte sind in Anhang 4 aufgefiihrt
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Anhang 6

Abb. 1: Alopecurus pratensis, gesunde und mit Mutterkorn infizierte Pflanze
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Abb. 2: Dactylus glomerata, mit Mutterkorn infizierte und gesunde Pflanze
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Abb. 3: Plantago major
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