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A Einleitung

Antibiotika sind Stoffe, die von Pilzen oder Bakterien produziert oder synthetisch
hergestellt werden und das Wachstum von Bakterien hemmen (bakteriostatisch)
oder diese abtoten (bakterizid) (LOSCHER & UNGEMACH & KROKER, 2002). Sowohl
in der Human- als auch in der Veterinarmedizin haben sie einen hohen Stellenwert
in der Therapie von zahlreichen Erkrankungen.

Das vermehrte Auftreten von Antibiotika-resistenten Keimen hat die Diskussion
nach Ursachen hierfur unter anderem auf den Einsatz der Antiinfektiva in der
Nutztierhaltung gelenkt. Vor allem deren nicht sachgemalRe Anwendung bringt
Risiken mit sich. Die Verwendung der Antibiotika als Leistungsforderer im Hinblick
auf das Auftreten von Kreuzresistenzen ist ebenso als kritischen zu betrachten.
Derzeit sind noch vier Substanzen zugelassen (Avilamycin, Flavophospholipol,
Monensin-Natrium, und Salinomycin-Natrium), deren Zulassung jedoch Ende 2005
auslaufen wird (FEUERPFEIL et al., 1999). In der Therapie von Nutztieren stellen
Antibiotika jedoch unverandert die mengenmalig bedeutendste Substanzgruppe
dar und sind in der Nutztierhaltung aus zahlreichen Grinden unverzichtbar
(UNGEMACH, 2000).

Durch die Ausscheidung von Antibiotikarickstanden konnen diese als unverander-
te Substanz oder als Metabolisierungsprodukte Uber den Weg der Abwasser oder
durch die Dangung in die Umwelt gelangen und damit die Resistenzproblematik
fordern (BERGER et al., 1986; KROKER, 1983).

Wirtschaftsdiinger und Klarschlamme, die im grofleren Umfang auf die Bdden
aufgebracht werden, wodurch darin enthaltene Stoffe mdglicherweise auch in das
Grundwasser gelangen, wurden bisher meist nur auf das Auftreten von Schwer-
metallen oder Pestiziden untersucht. Hinsichtlich der moglichen Gehalte an Antiin-
fektiva und deren Metaboliten in Gulle wurden in der Literatur lange Zeit keine Un-
tersuchungen beschrieben.

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung von sensitiven und robusten Analysemetho-
den zum Nachweis von Antibiotika in Schweinegulle mittels LC-MS und die Unter-
suchung von Feldproben aus bayerischer Schweinehaltung auf mdgliche Antibioti-
karUckstande im Wirtschaftsdlinger zum Zeitpunkt der Ausbringung.
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1 Einsatz von Antibiotika in der Tierhaltung

Antibiotika stellen in der Veterinarmedizin die bedeutendste therapeutische Grup-
pe dar. Fur den Einsatz von Antibiotika in der Therapie von Nutztieren gibt es zahl-
reiche Grinde. Der Tierschutz steht hierbei an erster Stelle. Aber auch die Verhin-
derung der Ausbreitung von Krankheiten, sowie die Vermeidung der Ubertragung
von Zoonoseerregern auf den Menschen begrinden den Einsatz dieser Pharma-
ka. Die Herstellung qualitativ hochwertiger und sicherer Lebensmittel und die Ver-
hiatung von ernahrungsbedingten Krankheiten stellen weitere wichtige Ziele fur die
Therapie mit Antibiotika dar. 1998 wurden 3902 t Antibiotika fir therapeutische
Zwecke in Europa verbraucht (Tabelle 1). Eine Erhebung der BfT (2005) zum
Tierarzneimitteleinsatz in Deutschland kommt fur den Zeitraum 01/03 bis 12/03 auf
eine Gesamtmenge an Antiinfektiva von 668,8 t.

Die Einsatzmengen an Antibiotika hangen vor allem von der Tierart ab. Nach Un-
tersuchungen von RASsOw & SCHAPER (1996) wurden im Weser-Ems Gebiet 75%
der Herstellungsauftrage fur Schweine, 24% fur Geflugel und nur 1% fur Rinder
und sonstige Tierarten erteilt. Nach GRAFE (2000) entfielen fur dieses Gebiet sogar
90% aller Herstellungsauftrage auf die Schweinehaltung. Auch Untersuchungen
von UNGEMACH (2000) zeigen, dass der grof3te Anteil der verbrauchten Antibiotika
in der Schweine- und Geflugelhaltung eingesetzt wird, nur 1% werden fur weitere
Nutztiere genutzt.

Hohe Einsatzmengen entstehen durch den metaphylaktischen Einsatz bei Be-
standsbehandlungen und die orale Applikationsmoglichkeit. Antiinfektiva kdnnen
so arbeitstechnisch einfach Uber das Futter oder Trankewasser im Rahmen der
Herdenbetreuung verabreicht werden (UNGEMACH, 2000).

Uber die eingesetzten Wirkstoffgruppen gibt es keine detaillierten Daten fiir das
gesamte Bundesgebiet, Erhebungen der FEDESA (1999) (Tabelle 1) und Unter-
suchungen aus Niedersachsen von WINCKLER & GRAFE (2000) bestatigen aber
Ergebnisse von RAssow & SCHAPER (1996), wonach Tetrazykline die haufigste
eingesetzte Verbindungsklasse sind.
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Tabelle 1: Europaischer Antibiotikaverbrauch in der Veterinarmedizin
Therapie 3493 t (1997) 3902 t (1998)
Futterzusatzstoff 1599 t (1997) 786t (1998)
Wirkstoffgruppen/Mengen (1997) [t] [%]

Tetrazykline 2294 66
Makrolide 424 12
R-Laktame 322 10
Aminoglykoside 154 4
Sulfonamide/Trimethoprim 75 2
Fluorquinolone 43 1
Sonstige 182 5

FEDESA, 1999

Untersuchungen zum Antibiotikaverbrauch in Frankreich, Danemark und Grofbri-
tannien zeigen eine groRe Schwankungsbreite in den Verbrauchsmengen und in
den einzelnen Verbindungsklassen (THIELE-BRUHN, 2003). Diese Zahlen unter-
streichen aber auch die Bedeutung der Tetrazykline und Sulfonamide (Tabelle 2).

Tabelle 2: Jahrlicher Verbrauch an Antibiotika in der Veterindrmedizin

Frankreich Danemark UK
1980 1997 2000

t % t % t %
Therapeutika 625 57 437
Tetrazykline 117 19 13 23 228 52
Sulfonamide 139 22 13 23 94 22
Aminoglykoside 57 9 7,7 14 12 3
R-Laktame 50 8 15 26 49 11
Makrolide 37 6 1,7 3 41
Andere 226 36 6,5 11 12

nach THIELE-BRUHN, 2003
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Erhebungen von GRAFE (2000) geben detaillierte Angaben zu den Reinstoffmen-
gen der einzelnen Wirkstoffe in tierarztlichen Herstellungsauftragen, unterschieden
nach Ferkeln, Sauen und Mastschweinen (Tabelle 3). So wurden bei Mastschwei-
nen die groRten Mengen an Tetrazyklinen (v.a. Chlortetrazyklin und Tetrazyklin)
eingesetzt.

Bei den Sulfonamiden zeigt sich ein ahnliches Bild. Hier wurden Sulfadiazin und
Sulfamethazin v.a. fur Mastschweine am haufigsten in Auftrag gegeben.

Tabelle 3: Reinstoffmengen [kg] in tierarztlichen Herstellungsauftragen in den
Untersuchungsgebieten des Weser-Ems Gebietes (1997)

Antibiotika Gesamt* Ferkel Mastschweine Sauen

Tierzahl [1000] 1.935 4.309 61

Tetrazykline

Chlortetrazyklin 14.403 3.295 7.445 103
Tetrazyklin-Hydrochlorid 13.956 2.227 9.057 298
Chlortetrazyklin-Hydrochlorid 9.219 2.665 5.007 28
Oxytetrazyklin 877 220 511
Oxytetrazyklin-Hydrochlorid 744 63 379
Sulfonamide/Trimethoprim
Sulfadiazin 6.239 974 4.686 206
Sulfamethazin 5.858 1.575 3.551 33
Trimethoprim 1.267 215 971 41
Sulfamerazin 623 100 187 1
Sulfathiazol 264 123 141 0
Sonstige Sulfonamide 101 49 52 0
Sulfaquinoxalin 50 0 3 0
Sulfadimethoxin 23 0 19 0
Chinolone
Enrofloxacin 6 2 2 2
Sonstige
Tiamulin 969 202 731 20

* Ferkel, Mastschweine, Sauen, Broiler, Puten, Legehennen, Rinder nach GRAFE, 2000
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2 Einflussfaktoren der Umweltbelastung durch Antibiotika

Durch den Einsatz von Antibiotika kann es zu Ruckstanden in den Ausschei-
dungsprodukten kommen, die wiederum zu einer Umweltbelastung fihren kdénnen.
Diese wird von verschiedenen Faktoren beeinflusst, wobei qualitative wie auch
quantitative Aspekte eine grof3e Rolle spielen. Fur eine Analyse der kritischen
Substanzen im Hinblick auf deren Umweltrelevanz sind daher Eigenschaften des
Okosystems, der chemischen Substanzen, Parameter des Tieres und die Gege-
benheiten des landwirtschaftlichen Betriebes zu beachten. Abbildung 1 fasst die
wichtigsten Faktoren, die sich auch gegenseitig beeinflussen kénnen, zusammen.

Umweltbelastung

Qualitative und quantitative Aspekte

Akosvstem Chemische Tier Landwirtschaftl.
y Substanz Betrieb
Mikroorganismen . Tierart,
Pflanzen T&Z':'t:t Tierzucht, Fﬂ?tlet;::r?
Tiere 9 Morbiditat 9
Behandlung der
Absorption Chemisch- Ausscheidungsrate Abbauprodukte
Metabolisierung Physikalische 1elgung
L . Applikationsart .
Reaktivierung Eigenschaften S Konzentration
. . Pharmakokinetik
Temperatur Verhalten im Milieu
Entmistungsverfahren
Lagerungsdauer
. Behandlung
Verweildauer Anteile der Ausbringung
Verteilungsvolumen Ausgangssubstanz,
toxischer Metaboliten Nutzflache

Abbildung 1:  Einflussfaktoren auf die Umweltbelastung

(nach GRAFE, 2000)

In den verschiedenen Okosystemen spielen sowohl zahlreiche Biotrans-
formationsprozesse (Metabolisierung, Reaktivierung, mikrobieller Abbau) als auch
Absorptionsprozesse eine grol’e Rolle, wobei die Verweildauer und das Vertei-
lungsvolumen diese beeinflussen. Aber auch die chemisch-physikalischen Eigen-
schaften (pH-Wert, Temperatur, UV-Licht) beeinflussen die Umweltstabilitat.

Fur die Beurteilung einer moglichen Umweltbelastung sind vor allem chemische
Substanzen, die persistieren kdnnen, von Relevanz. So stellen R-Laktame und
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Cephalosporine zwar hinsichtlich der Einsatzmenge bedeutende Substanzgruppen
dar, auf Grund ihrer Labilitat sind sie jedoch unter umweltrelevanten Aspekten nur
von untergeordneter Bedeutung. Dagegen sind die therapeutischen Gruppen der
Tetrazykline (Chlortetrazyklin, Tetrazyklin), Sulfonamide (z.B. Sulfadiazin, Sulfa-
methazin) und Pleuromutiline (z.B. Tiamulin) als relativ stabile Verbindungen ein-
zustufen und damit von weitaus groRerer Relevanz (CHRISTIAN et al., 2003; GOBEL
et al., 2004; HIRsCH et al., 1998,1999; MCARDELL, 2003; OKA et al., 1995; Xiu-
SHENG et al., 2004).

Ebenso beeinflussen Parameter, die vom Tier bestimmt werden (Art, Pharmakoki-
netik), die von den Rickstanden ausgehende Umweltbelastung. Insbesondere die
Metaboliten sind auf Grund ihrer zur Ausgangsubstanz differierenden Eigenschaf-
ten von besonderem Interesse, da in Phase | und Il wasserldsliche Verbindungen
entstehen, die unter Umstanden in der Umwelt toxischer wirken konnen als die
Ausgangssubstanz (HALLING-S@RENSEN et al., 1998). Fur einige Verbindungen
konnte auch eine Reaktivierung im Umweltkompartiment nachgewiesen werden.
So wird in Gulle der Phase |l Metabolit N4-Acetyl-Sulfamethazin durch bakteriellen
Umsatz zur Ausgangsverbindung Sulfamethazin rickgewandelt (BERGER et al.,
1986).

Auch Aspekte der Tierhaltungsform und des Tiermanagements des landwirtschaft-
lichen Betriebs beeinflussen die eingesetzten Antibiotikamengen. Sind auf Grund
der unterschiedlichen Herkunft der Ferkel haufig so genannte Einstallprophylaxen
notig (BLAHA, 1996; SCHWARz et al., 2000), so kdonnen Ruckstande der Medika-
mente in groReren Mal} in die Umwelt gelangen. Entmistungsverfahren, Lagerka-
pazitat fir Gulle (damit Lagerungsdauer) und Gullebehandlungsverfahren (Zusat-
ze, Belluften, Biogasverfahren) beeinflussen zudem die mdglichen Ruickstands-
frachten (LANGHAMMER, 1989).

Bei der Beurteilung einer moglichen Umweltbelastung durch Antibiotikarickstande
ist eine differenzierte Betrachtungsweise der zahlreichen Parameter nétig.
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3 Eigenschaften relevanter Antibiotika

Nicht alle Antibiotika erfullen die Kriterien der Umweltrelevanz. Im Folgenden wer-
den diejenigen Substanzgruppen detaillierter beschrieben, die auf Grund der
Einsatzhaufigkeit in der Veterinarmedizin und ihrer chemischen und physikali-
schen Eigenschaften als kritisch einzustufen sind.

3.1 Tetrazykline

3.1.1 Chemische und physikalische Eigenschaften

Tetrazykline sind teils naturliche, aus Streptomyces-Arten gewonnene, teils halb-
synthetische Antibiotika. Ihr gemeinsames Strukturmerkmal ist ein Naphtacenring-
system, das bei den Derivaten unterschiedlich substituiert ist (DURKHEIMER, 1975;
GRAFE, 1992) (Abbildung 2). Die Summenformeln und das Molekulargewicht sind
in Tabelle 4 dargestellt.

Oxytetrazyklin (OTC) Doxyzyklin (DOXY)

Abbildung 2:  Chemische Strukturen von Tetrazyklinen
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Tabelle 4: Summenformeln, Molekulargewichte und pKs-Werte von Tetrazykli-
nen
CTC TC OTC DOXY
Summenformel 022H23C|N203 C22H24N208 C22H24N209 C22H24N208
Molekulargewicht [g/mol] 478 444 460 444
pKs 3,3 7,7 9,3 -
Cas-No. 57-62-5 60-54-8 79-57-2 17086-28-1

Physikalische Eigenschaften
Tetrazykline sind gelbe, kristalline und lichtempfindliche Verbindungen, deren
Schmelz- und Zersetzungspunkte zwischen 165°C und 185°C liegen (DURK-
HEIMER, 1975; ZURHELLE, 2000).

Chemische Eigenschaften

Auf Grund der sauren OH-Gruppen und des basischen Dimethylaminorestes sind
Tetrazykline amphotere Verbindungen, die sowohl mit Sauren als auch mit Basen
wasserlosliche Salze (v.a. Hydrochloride) bilden. Im Neutralen sind die Tetrazykli-
ne wenig wasserloslich, weshalb sie meist als Hydrochloride verwendet werden
(DURKHEIMER, 1975; WEIDENBERG, 2002; ZURHELLE, 2000).

Aufgrund der Hydroxyl- und Ketogruppen kdnnen Tetrazykline mit bi- und trivalen-
ten Kationen (Fe?*, Fe**, Ca**, Mg?*, AI**, Bi**, Cu*, Co®*, Zn**, Mn?*, Ni**) stabile
Chelatkomplexe bilden. Des Weiteren binden sie an Proteine und Silanolgruppen
(Oka et al., 2000).

Stabilitat

Unter Licht kommt es durch Photolyse von Tetrazyklinen zu 4-Dedimethylamino-
und 5a, 6-Anhydro-Tetrazyklinen sowie Quinonen. Bei feuchter Lagerung entste-
hen Uber Dehydration Epianhydro- oder Anhydroprodukte (HALLING-S@RENSEN,
2002; OKA et al., 1995; SCHADEWINKEL-SCHERKEL & SCHERKEL, 1995; LOSCHER &
UNGEMACH & KROKER, 2002).

Epimerisierung, Isomerisierung

Im pH-Bereich zwischen 2 bis 6 kommt es zu reversiblen Umlagerungsreaktionen
von CTC zu seinen epimeren Verbindungen (Abbildung 3). Ein Unterschied be-
steht lediglich in der Stellung der Dimethylaminogruppe am C4. Im alkalischen
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Bereich (bei CTC bereits ab pH 7) kommt es sowohl bei CTC als auch bei 4-Epi-
CTC zu einer irreversiblen Isomerisierung an der Hydroxylgruppe des C6. Diese
isomeren Verbindungen stehen ebenfalls in einer Gleichgewichtsreaktion zu ihren
epimeren Dependants im sauren Milieu (DURKHEIMER, 1975).

pH 2-6
N
~
Chlortetrazyklin (CTC) 4-Epi-Chlortetrazyklin
l alkalisch alkalisch l
pH 2-6
N
~
6-Iso-Chlortetrazyklin 4-Epi-6-Iso-Chlortetrazyklin

Abbildung 3:  Epi- und Isomerisierung von Chlortetrazyklin

Nach Untersuchungen der EMEA (1997, 2000) werden diese Epimerverbindungen
als Praparationsartefakt angesehen, die in einer Gleichgewichtreaktion zur Aus-
gangssubstanz stehen. Uber den Entstehungsort dieser Verbindungen besteht
allerdings keine Einigkeit. Auch die toxikologischen Eigenschaften sind bisher
noch nicht bekannt. Die EU hat als maximale Rickstandsgehaltsgrenzen (MRL)
den Wert fur CTC in Eiern bei 200 pg/kg festgelegt, und zwar als Summe von CTC
und 4-Epi CTC (KENNEDY et al., 1998a, b; KROKER, 2002).

Dehydration

Im stark sauren Bereich (pH 1) kommt es zu einer irreversiblen Dehydration von
Chlortetrazyklin und seinem Epimer (Abbildung 4).

Auch diese Anhydroverbindung steht in einer Gleichgewichtreaktion mit ihrem
Epimer im pH-Bereich zwischen 2 und 6.
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lpH1 lpH1

Anhydro-CTC 4-Epi-Anhydro-CTC

Abbildung 4. Dehydration und Epimerisierung von Chlortetrazyklin (CTC)

Bakterielle Wirkungsmechanismen:

Durch Bindung an die 30S Untereinheit der 70S Ribosomen wird die Proteinsyn-
these gehemmt, indem entweder die Codon-Anticodon-Interaktion zwischen Ribo-
som und t-RNA reversibel verhindert oder die Interaktion des Ribosoms mit dem
Elongationsfaktor EF-Tu gehemmt wird (ALEXANDER & ESTLER & LEGLER, 1995).
Das Wirkungsspektrum umfasst sowohl gram-positive als auch gram-negative
Bakterien (z.B. E. coli, Hdmophilus, Vibrio spp., Brucella spp., Salmonella spp.,
Shigella spp.) sowie Rickettsien, Mycoplasmen, Chlamydien und einige Protozoen
(Plasmodien). Die ursprunglich breite Wirksamkeit wird allerdings durch das Auf-
treten von Resistenzen bei verschiedenen Bakterienspezies vermindert. Gegen-
uber den verschiedenen Tetrazyklinen kbnnen zudem Kreuzresistenzen vorliegen,
weshalb ein Nachweis der Erregersensitivitat hier besonders erforderlich ist
(ALEXANDER & ESTLER & LEGLER, 1995; LOSCHER & UNGEMACH & KROKER, 2002;
PARFITT, 1999; SCHADEWINKEL-SCHERKEL & SCHERKEL, 1995).

3.1.2 Pharmakologische Parameter

Tetrazykline werden speziesabhanig unterschiedlich stark aus dem Gastrointesti-
naltrakt resorbiert (Tabelle 5). Die Plasmaproteinbindung und das Eliminationsver-
halten sind dabei abhangig von der Lipophilie der Derivate. Die Elimination erfolgt
teils renal, teils enteral Uber die Galle mit enterohepatischem Kreislauf (KROKER,
1983; SCHADEWINKEL-SCHERKEL & SCHERKEL, 1995; LOSCHER & UNGEMACH &
KROKER, 2002; FORTH et al., 2001).
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Tabelle 5: Pharmakokinetische Daten der Tetrazykline bei verschiedenen Spe-

zies
Enterale Halbwerts- Plasma- Renale
. . : . Protein- Aus-
Tetrazykline Spezies  Resorption zeit (Blut) . :
o bindung scheidung
el d [% 1%
Mensch 25-30 5-6 50 20
CTC Hund 24 5 61
Kalb 47 9 38
Mensch 60 8-10 <30 30
Pferd 11
oTC Huhn 3
Schwein 10-40
Mensch 80 10 25-55 40
TC Hund 50 5 70-80 56-85
Kalb 10 36
Mensch >90 12-18 80-90 25
Doxy Hund 70 10
Katze 45 8

nach KROKER, 1996; SCHADEWINKEL-SCHERKEL & SCHERKEL, 1995

Nach MICROMEDEX MONOGRAPHS (2003) sind fur Tetrazykline bei keiner der unter-
suchten Spezies signifikante Mengen an Biotransformationsprodukten vor der Eli-
mination bekannt. Auch nach KROKER (1983, 1996) werden Tetrazykline (CTC, TC
und OTC) in aktiver Form und kaum metabolisiert via Fazes in Konzentrationen
bis zu 1 mg/g ausgeschieden.

Andere Untersuchungen sprechen von einer Metabolisierung der Tetrazykline in
Epimere, Isomere und Anhydroverbindungen (LOSCHER & UNGEMACH & KROKER,
2002; SCHADEWINKEL-SCHERKEL & SCHERKEL, 1995; KUHNE et al., 2000; KENNEDY et
al., 1998 a, b). Nach GROTE et al. (2004) werden diese Verbindungen sowohl in
vivo als auch in vitro gebildet und sollten daher bei Ruckstandsuntersuchungen
(z.B. in tierischen Geweben) berlcksichtigt werden. Untersuchungen zur anti-
mikrobiellen Wirksamkeit bestatigen die Notwendigkeit der Berlucksichtigung der
Epimere bei einer Risikobewertung (z.B. bei der Festlegung von ADI-Werten)
(SCHEDEL, 2000).



B Literatur

3.2 Sulfonamide

3.2.1 Chemische und physikalische Eigenschaften

Unter dem Begriff der Sulfonamide werden viele strukturell sehr ahnliche Verbin-
dungen zusammengefasst, die durch eine p- oder 4-Aminobenzolsulfonamid-
Gruppe charakterisiert wird (Abbildung 5) (RomppP, 1995). Auf Grund der unter-
schiedlichen Reste an der Position N1 unterscheiden sie sich in ihren Molekular-
gewichten, aber auch in ihren physikalischen/chemischen Eigenschaften wie z.B.
dem pKs-Wert (Tabelle 6).

Abbildung 5:  Grundgerust der Sulfonamide

Sulfonamide werden vor allem als antibakterielle Chemotherapeutika, zum Teil als
orale Antidiabetika (Sulfonylharnstoffe), Diuretika und Carboanhydrasehemmstoffe
therapeutisch angewendet (PSCHYREMBEL, 1986).
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Tabelle 6: Summenformeln, Molekulargewichte und pKs-Werte der untersuch-
ten Sulfonamide und Trimethoprim
Summen- Moleku-
Substanz formel largewicht pKg* Cas-No.
[g/mol]
Sulfadiazin (SD) C10H10N4O2S 250,3 6,4 68-35-9
Sulfaguanidin (SG) C10H10N4O2S 2142 11,3 57-67-0
Sulfathiazol (ST) CoHyN30,S; 255,3 7.1 72-14-0
Sulfamerazin (SM) C11H12N4O2S 264,3 - 127-79-7
Sulfaphenazol (SP) C15H14N4O2S 314,4 - 526-08-9
Sulfadimethoxin (SDM) C12H14N404S 310,3 6,2 120-11-2
Sulfamethazin (SMT) C12H14N4O,S 278,3 7,4 57-68-1
N4-Acetyl-SMT (N4-SMT) C14H16N4O3S 321,0 7,1 100-90-3
Sulfamethoxazol (SMX) C10H11N303S 253,3 57  723-46-6
Sulfapyridin (SPY) C11H11N30,S 249.3 8,4 144-82-2
ﬁ;rlifj;nZier’:hoxy- (SMP)  CiHiN4OsS 2803 - 80-35-3
Sulfisomedin (Sh) C12H12N4O3S 278,3 - 515-64-0
Sulfameter (Smeter) C41H12N4O3S 280,3 - 651-06-9
Sulfadoxin (SDX) C12H1aN404S 310,3 6,3 2447-57-6
Trimethoprim (TM) C14H18N4O3 290,3 7,6 738-70-5

*nach HARTIG, 2000

Loslichkeit

Sulfonamide sind in Wasser nur schwer I6slich, ihre Natrium-Salze dagegen gut

(MICROMEDEX MONOGRAPHS, 2003; HARTIG, 2000).

Wirkung

Die Wirkung der Sulfonamide beruht auf einer kompetetiven Hemmung der Di-
hydropteroinsaure-Synthethase durch Substratkonkurrenz zur p-Aminobenzoe-
saure. Dadurch kommt es im wachsenden Mikroorganismus zu einer Unterdri-
ckung der Folsaurebildung, was sich wiederum auf die Eiweil3- sowie auf die DNA-
und RNA-Synthese auswirkt. Hierdurch wird die bakterielle Entwicklung gehemmt,
so dass die korpereigenen Abwehrkrafte in der Lage sind, die Bakterien abzuto-
ten. Sulfonamide zeichnen sich durch ein breites Wirkungsspektrum aus. Es sind
jedoch nur Bakterien empfindlich, die Folsaure selbst synthetisieren missen.
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Erreger, die diese aus ihrer Umgebung aufnehmen und nutzen kdnnen, besitzen
eine naturliche Resistenz (LOSCHER & UNGEMACH & KROKER, 2002; SCHADEWINKEL-
SCHERKEL & SCHERKEL, 1995).

3.2.2 Pharmakologische Parameter

Sulfonamide werden in der Humanmedizin auf Grund ihrer sehr stark differieren-
den Halbwertszeit in kurz-, mittel- und langwirkende Verbindungen eingeteilt. Die-
se Einstufung ist jedoch nicht ohne weiteres auf den Tierbereich Ubertragbar, was
die groRen Unterschiede hinsichtlich der Halbwertszeiten zeigen (Tabelle 7).

Tabelle 7: Halbwertszeiten [h] von Sulfonamiden und Trimethoprim
bei Mensch und Schwein

Substanz Mensch Schwein
Sulfachloropyridazin 8 6
Sulfadiazin 10-24 8
Sulfadimethoxin 40 6-17
Sulfamethazin 3-14 9-16
Sulfadoxin 170-200 6-9
Sulfisomedin 7 11
Sulfamerazin 15-30 8-21
Sulfamethoxazol 8-12 3
Sulfamethoxypyridazin 36-40 10
Sulfaphenazol 9-10 4
Sulfapyridin - 12
Sulfathiazol 4 2-11
Trimethoprim 10 2,5

nach LOSCHER & UNGEMACH & KROKER, 2002

Metabolisierung

Im Intermediarstoffwechsel werden die Sulfonamide an der N4 Position acetyliert
und/oder, in geringem Umfang, glucuronidiert (Abbildung 6). Die unmetabolisierten
Verbindungen werden in freier als auch konjugierter Form bis zu 80% Uuber die
Nieren ausgeschieden. Die acetylierten Produkte werden glomerular filtriert und
tubular sezerniert (HARTIG, 2000; SCHADEWINKEL-SCHERKEL & SCHERKEL, 1995).
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4
p H2N4<j>7802—N\1
Glucuronidierung R— Glucuronidierung
\

Hydroxylierung

Glucuronidierung Sulfatesterbildung

Abbildung 6:  Ansatzpunkte des Sulfonamid-Metabolismus
(Hauptstoffwechselwege sind unterstrichen) (nach FORTH, 1996)

Die Metabolisierung soll hier beispielhaft anhand des Sulfamethazins detaillierter
beschrieben werden. 24,5% des Sulfamethazins werden beim Schwein unmetabo-
lisiert, 52,1% in metabolisierter Form renal ausgeschieden (MICROMEDEX
MONOGRAPHS, 2003). Bei Untersuchungen von BERGER et al. (1986) konnten 46%
der verabreichten Dosis an Sulfamethazin in der Gllle detektiert werden, 50% da-
von in acetylierter Form. Auch Versuche mit C" markiertem Sulfamethazin besta-
tigen die Metabolisierung von Sulfamethazin zu N4-Acetyl-Sulfamethazin, welches
im Urin und Fazes von Schweinen nachgewiesen werden konnten (Abbildung 7).
N4-glucuronidierte Metabolite konnten nur im Gewebe detektiert werden (PAULSON
et al., 1980).

Die durch die Acetylierung mikrobiell unwirksam gewordenen Verbindungen kon-
nen bei der Lagerung durch bakterielle Aktivitat wieder aufgespalten und damit als
Wirkstoffe reaktiviert werden (LANGHAMMER, 1989; KROKER, 1983; BERGER et al.,
1986).

Cl >
| o)
NS Il
N)\NH—?@*NH

o)

Abbildung 7:  Sulfamethazin-N4-acetylierter Metabolit
[(N4-Acetyl-N1-(4,6-dimethyl-2-pyrimidinyl) sulfanilamid]
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3.3 Weitere in der Schweinehaltung verwendete Antibiotika

3.3.1 Fenicole: Florfenicol

Florfenicol (Abbildung 8) ist ein Vertreter der Gruppe der Fenicole, zu der auch
Chloramphenicol gehort. Dieses ist aufgrund seiner Nebenwirkungen (u.a. aplasti-
sche Anamie) in der Anwendung bei lebensmittelliefernden Tieren seit 1994 ver-
boten (LOSCHER & UNGEMACH & KROKER, 2002). Die chemisch/physikalischen Ei-
genschaften sind in Tabelle 8 dargestellt.

7
H NH—C—CHCI,

.
CHﬁOf{C:E}ﬁ}—?—F

OH CH,

Abbildung 8:  Florfenicol

Tabelle 8:  Chemische und physikalische Eigenschaften von Florfenicol

Summenformel C12H14CI,FNO4S
Molekulargewicht 358,2

Loslichkeit Loslich in Wasser
Cas-No 0076639-94-6

MICROMEDEX MONOGRAPHS, 2003

Der Wirkungsmechanismus von Florfenicol entspricht dem des Chloramphenicols.
Durch die Bindung der Seitenkette an die 50S Untereinheit der Ribosomen und die
Hemmung der Peptidyltransferaseaktivitat wird die Bindung der Aminosauresub-
strate an den Enzymkomplex gestort und die Peptidkettenbindung inhibiert. Durch
diese Hemmung der bakteriellen Proteinsynthese gehoren Fenicole zum bakterio-
statischen Wirkungstyp (SCHADEWINKEL-SCHERKEL & SCHERKEL, 1995).

Beim Schwein wird Florfenicol zur Therapie bei Infektionen des Respirationstrak-
tes mit Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurellen und Mycoplasma hyop-
neumoniae eingesetzt (LOSCHER & UNGEMACH & KROKER, 2002). Von den gebilde-
ten Metaboliten ist das Florfenicol-Amin im Lebergewebe am stabilsten (SAwMS,
1995).
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3.3.2 Fluorquinolone: Enrofloxacin

Die Fluorquinolone sind die wichtigsten Vertreter der Gruppe der Gyrasehemmer.
Enrofloxacin (Abbildung 9) ist ein haufig eingesetztes Praparat aus dieser Gruppe
Es zeichnet sich strukturell durch eine Carboxylgruppe an Position 3, eine Ke-
togruppe an Position 4 sowie ein Stickstoffatom an Position 1 aus; es ist in Positi-
on 6 fluoriert und besitzt in Position 7 einen Piperazinring. Fluorquinolone wirken
u.a. durch die Hemmung der bakteriellen DNA-Gyrase, wodurch das ,super coi-
ling“ inhibiert wird (bakteriostatische Wirkung). Noch nicht genauer bekannte Me-
chanismen flihren zusatzlich zu einer bakteriziden Wirkung. Fluorquinolone zeich-
nen sich durch eine hohe Bioverfigbarkeit nach oraler Verabreichung aus. Die
Halbwertszeiten liegen zwischen 2 und 7 Stunden bei Haustieren (Hund, Katze
bzw. Schwein und Rind), die Exkretion erfolgt renal. Als Hauptmetabolit von En-
rofloxacin entsteht durch Dealkylierung Ciprofloxacin, welches in seiner chemi-
schen Wirksamkeit der Ausgangsverbindung vergleichbar ist, jedoch ausschliel3-
lich in der Humanmedizin eingesetzt wird. Enrofloxacin ist bei Ferkeln und
Schweinen nur zur Behandlung von E. coli-induzierten Erkrankungen zugelassen
(LOSCHER & UNGEMACH & KROKER, 2002; SCHADEWINKEL-SCHERKEL & SCHERKEL,
1995).

Fluorquinolone sind chemisch sehr stabil und gegen Hydrolyse und hohe Tempe-
raturen unempfindlich. Unter UV Licht kdénnen sie jedoch abgebaut werden
(THIELE-BRUHN, 2003).

C,Hs—N

Abbildung 9:  Enrofloxacin

Tabelle 9:  Chemische und physikalische Eigenschaften von Enrofloxacin

Summenformel C1oH22FN303
Molekulargewicht 359,4

Loslichkeit Loslich in Wasser
Cas-No 9306-60-6

MICROMEDEX MONOGRAPHS, 2003
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3.3.3 Pleuromutiline: Tiamulin

Tiamulin (Abbildung 10) ist ein semisynthetisches Derivat des Antiinfektivums
Pleuromutilin. Auf Grund seiner Bindung an die ribosomale 50S Untereinheit und
die daraus resultierende Hemmung der Peptidyltransferase wirkt es durch den
Proteinsyntheseabbruch sowohl auf gram-positive als auch auf gram-negative Er-
reger bakteriostatisch. Anwendungsgebiete beim Schwein sind Dysenterie, enzoo-
tische Pneumonie und Heamophilus-Pleuropneumonie. Oral verabreicht wird es
gut resorbiert. Tiamulin kann zu zahlreichen Metaboliten (z.B. 8-Hydroxymutilin)
verstoffwechselt werden; einige von ihnen sind noch antibakteriell wirksam. Die
Exkretion erfolgt GUber Kot und Harn (SCHADEWINKEL-SCHERKEL & SCHERKEL, 1995).

HO /
O
O)VS\/\N(\

Abbildung 10: Tiamulin

Tabelle 10: Chemische und physikalische Eigenschaften von Tiamulinfumarat

Summenformel C32H51NOgS
Molekulargewicht 609,8

Loslichkeit Loslich in Wasser
Cas-No 55297-96-6

MICROMEDEX MONOGRAPHS, 2003
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4 Vorkommen von Antibiotika in der Umwelt

Antibiotika und deren Metaboliten kdnnen uber mehrere Eintragspfade in die Um-
welt gelangen. Zum einen uber Kommunal- oder Hospitalabwasser durch den Ein-
satz in der Humanmedizin, zum anderen durch die Ausscheidungsprodukte von
behandelten Nutztieren (JGRGENSEN & HALLING-S@RENSEN, 2000) (Abbildung 11).

Humanmedizin Tiermedizin

Ausscheidung von Antibtiotika/Metaboliten

Klaranlagen/ Gulle/
Hospitalabwasser Jauche, Festmist
A 4
Boden
A Y
Grundwasser

Abbildung 11: Eintragspfade von Antibiotika
(nach HALLING-S@RENSEN, 1998)

4.1 Vorkommen in Giille

Gulle stellt in der Landwirtschaft einen bedeutenden Faktor in der Dungung dar. In
Bayern fallen jahrlich 42,4 Mio. t an, davon 7,8 Mio. t Schweinegulle (5% Trocken-
substanz) (ScHwAB & DOHLER, 2000). Bisher gab es nur wenige Untersuchungen,
die Wirtschaftsdinger auf das Vorkommen von Rickstdnden an Antibiotika aus
der Therapie von Nutztieren untersucht haben. Meist konzentrierten sich die Un-
tersuchungen auf das Vorkommen von illegal eingesetzten Substanzen
oder gesetzlich vorgeschriebene Maximalgehalte (MRL = Maximum Residue Le-
vels) im tierischen Gewebe im Rahmen des Verbraucherschutzes.

Untersuchungen von LANGHAMMER (1988) zum Verbleib antimikrobiell wirksamer
Arzneistoffe zeigten, dass diese Verbindungen unverandert oder zum Teil metabo-
lisiert ausgeschieden werden. Zudem konnte wahrend der Gillelagerung eine
Ruckaktivierung des N4-Acetyl-Sulfamethazins zur Ausgangssubstanz dokumen-
tiert werden.
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HALLER et al. (2001, 2002) beschaftigten sich mit der Analyse von Sulfonamiden,
da diese unter Umweltbedingungen, im Gegensatz zu Penicillinen, Aminoglykosi-
den oder Makroliden, als stabil gelten. In den sechs untersuchten Gilllen aus Be-
trieben, in denen Medizinalfutter angewendet wurde, konnten Sulfamethazin und
der N4-Acetyl-Metabolit in Konzentrationen bis zu 8,7 bzw. 2,6 mg/kg Frischgulle
(TM 3,3%) detektiert werden. Sulfathiazol konnte mit Gehalten von 0,1 bis
12,4 mg/kg nachgewiesen werden. Der Wirkstoff Trimethoprim hingegen, der als
Synergist zu Sulfonamiden eingesetzt wird, konnte nur in einer Probe unterhalb
der Bestimmbarkeitsgrenze (0,1 mg/kg) gefunden werden. Als Grund geben
HALLER et al. (2002) eine Sorption im Darm und einen schnellen Abbau in Gllle
an. Dies wurde in Untersuchungen von PFEIFER et al. (2002) bestatigt.

Ein Gullescreening (N=181) in Nordrhein-Westfalen von GRAFE (2000) ergab fur
den Nachweis von Tetrazyklinen 43 positive Befunde in Konzentrationen zwischen
0,6 mg/kg (Bestimmbarkeitsgrenze) und 66 mg/kg.

In Analysen von HAMSCHER et al. (2000 a, b; 2002) konnte Chlortetrazyklin in Gulle
mit Konzentrationen bis zu 1 mg/kg bestimmt werden, Tetrazyklin wurde in Kon-
zentrationen bis zu 4 mg/kg detektiert.

SCHLUSENER et al. (2003) wiesen in Gulleproben 0,04 mg/kg Tiamulin und
0,01 mg/kg Salinomycin nach. Da hier hohere Gehalte erwartet wurden, gingen
die Autoren davon aus, dass diese Substanzen in Gulle nicht sehr stabil sind.

ENGELS (2004) konnte in Gullleproben aus dem Weser-Ems Gebiet (N=168,
1999/2000; N=176, 2000/2001) in zahlreichen Proben Tetrazykline (TC ca. 50%
positive Befunde) in Konzentrationen bis zu 46 mg/kg bestimmen. Bei dieser Un-
tersuchung wurde eine Bestimmbarkeitsgrenze von 0,8 mg/kg erreicht. Sulfonami-
de (Sulfamethazin und Sulfadiazin) konnten in Konzentrationen bis zu 235 mg/kg
nachgewiesen werden. Aufgrund der ansonsten geringeren Gehalte schloss
ENGELS auf eine verminderte Stabilitat der Sulfonamide in Gulle.

Diese und weitere Untersuchungen zum Vorkommen von Antibiotika in Gulle sind
in Tabelle 11 zusammengefasst.
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Tabelle 11:  Vorkommen von Antibiotika in Gulle (Fazes und Urin)

Substanz Konzentration Nachweis- Herkunft Referenz
(Probenanzahl) grenze *
Giille
Chlortetrazyklin 0,1 mg/kg D HAMSCHER et al.,
2002
0,008 mg/kg - D HAMSCHER et al.,
2000b
0,002-1 mg/kg - D HAMSCHER et al.,
2000b
0,02 mg/g - CA WARMAN & THOMAS,
(Gefllgel) 1981
(N=176, 18 positiv) 0,8-28 mg/kg 0,8 D-WE ENGELS, 2004
(N=168, 26 positiv) 0,8-330 mg/kg 0,8 D-WE ENGELS, 2004
Tetrazyklin 4 mg/kg D HAMSCHER et al.,
2002
0,003 mg/kg - D HAMSCHER et al.,
2000b
0,04-0,13 mg/kg - D HAMSCHER et al.,
2000b
0,01-0,73g/m*> 0,01 USA MEYER et al., 2000
0,003-12 g/m® 0,003 USA ZHU et al., 2001
(N=181, 43 positiv) 0,6-66 mg/kg 0,6 D-WE GRAFE, 2000
(N=62, 9 positiv) 5-24 mg/kg - D WINCKLER&GRAFE,
2000
(N=168, 65 positiv, 0,8-46 mg/kg 0,8 D-WE ENGELS, 2004
N=176, 88 positiv)
Sulfonamide (N=6, 0,1-20 mg/l 0,1 CH HALLER et al., 2002
6 SMT positiv, (SMT,ST, TM)
4 ST positiv,
1 TM positiv)
0,7-4,0 mg/kg - D-NS HOPER, 2002
Sulfadiazin 0,3-0,6 mg/kg - D-NS HOPER, 2002
(N=4, 2 positiv) 0,01-0,08 0,005 D PFEIFER et al., 2002
(N=176, 86 positiv) 0,8-40 mg/kg 0,8 D-WE ENGELS, 2004
(N=168, 14 positiv) 0,8-235 mg/kg 0,8 D-WE ENGELS, 2004
Sulfamethazin 2,9 mg/kg - D-NS HOPER, 2002
(N=4, 2 positiv) 0,01-0,06 mg/kg 0,005 D PFEIFER et al., 2002
(N=6) 1-2 mg/kg - D-NW CHRISTIAN et al., 2003
(N=176, 88 positiv) 0,8-167 mg/kg 0,8 D-WE ENGELS, 2004
(N=168, 96 positiv) 0,8-62 mg/kg 0,8 D-WE ENGELS, 2004
Sulfadimethoxin 300-900 mg/kg - I MIGLIORE et al.,1995
Tiamulin 0,04 mg/kg 0,0004 D SCHLUSENER et al.,
(N=4, 1 positiv) 2003
Salinomycin 0,01 mg/kg 0,003 D SCHLUSENER et al.,
Abkurzungen:
D Deutschland CA Canada
D-NW Nordrhein-Westfalen / Italien
D-NS Niedersachsen CH Schweiz
D-WE Weser-Ems

nach BoxALL et al., 2003 * gleiche Einheit wie Konzentration
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4.2 Vorkommen in Boden

Im Boden spielen vor allem Sorptionsprozesse eine grof3e Rolle. Diese werden
wiederum beeinflusst von der Molekularstruktur, den physikalisch-chemischen Ei-
genschaften und den funktionellen Gruppen an organisch-mineralischen Oberfla-
chen. Diese Prozesse sind stark pH abhangig (Diaz-CrRuz, 2003; THIELE-BRUHN,
2004).

Insbesondere fir die Tetrazykline wurde ein starkes Bindungsvermoégen an die
Bodenmatrix beobachtet, jedoch sorbieren auch Sulfonamide via Kationen-
austausch/-bindung, Oberflachenkomplexen und Hydrogenbindungen an Bdden
(BOXALL et al., 2002; ToLLs, 2001).

Untersuchungen von HAMSCHER et al. (2002) zeigten in sandigen Bdden nach ei-
ner Dingung mit 40 bzw. 30m® antibiotikahaltiger Giille (TC:4 mg/kg,
CTC: 0,1 mg/kg) durchschnittliche Tetrazyklingehalte von 86,2 ug/kg in einer Tiefe
von 0 bis 10 cm. In 10 bis 20 cm konnten Gehalte von 198,7 pg/kg, in 20-30 cm
171,7 pg/kg Tetrazyklin detektiert werden. Die Gehalte von Chlortetrazyklin lagen
in allen oberen Schichten zwischen 4,6 und 7,3 pg/kg. In 30 bis 90 cm Tiefe und
im Grundwasser konnten keine Tetrazykline nachgewiesen werden.

Tabelle 12 gibt eine Ubersicht der bisherigen Untersuchungen von Antibiotika in
Bdden und Sedimenten.

Bisher gibt es keine HOchstmengenregelungen fur Antibiotikagehalte in Boden.
Um die moglichen Expositionsmengen abzuschatzen, kdnnen mit einem Worst-
Case Modell mogliche Konzentrationen in Abhangigkeit von Dosierung, Applikati-
onsart, Tierart, Exkretionsraten und Eintragspfaden berechnet werden (Predicted
Environmental Soil Concentrations, kurz PEC) (HALLING-S@RENSEN et. al., 2001).
Die Autoren gehen hierbei von experimentell bestimmten Halbwertszeiten (pH 8,
10°C) von 30 Tagen fur Sulfonamide und 100 Tage fur Tetrazykline aus. Fur Sul-
fadiazin kommen HALLING-S@RENSEN et al. so fur Mastschweine auf einen PEC
Wert von 4,7 bis 308 ug/kg Boden bei oraler Verabreichung (bis zu drei Behand-
lungen; Dosierung: 30 mg/kg KG, 3-5 Tage, Exkretion: 0.9). Fur Chlortetrazyklin
liegt dieser Wert bei 155-921 pg/kg Boden (Dosierung: 40 mg/kg KG, 5-7 Tage,
Exkretion: 0.65). Details zu den Berechnungen sind bei KUMMERER (2001) zu ent-
nehmen.
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Tabelle 12: Vorkommen von Antibiotika in Boden und Sedimenten

Substanz Konzentration Nachweis- Land Referenz

(Bodentiefe) grenze *

Sedimente

Oxytetrazyklin 0,1-4,9 mg/kg TS - N JACOBSEN&BERGLIND,
1988

0,05-16 pg/g 0,05 FIN BJORKLUND et al., 1990

Boéden

Chlortetrazyklin

0-40 cm <1-26,4 pg/kg 1,0 D HAMSCHER et al.,
2000a,b

0-30 cm 4,6-7,3 ug/kg 2 D HAMSCHER et al., 2002

10-15 pg/kg 0,6-5,6 DK JAKOBSEN, 2004

Tetrazyklin

0-40 cm <1-32,2, ug’kg 1,0 D HAMSCHER et al.,
2000a,b

0-10 cm 82,2 ug/kg 1 D HAMSCHER et al., 2002

10-20 198,2 ug/kg 1 D HAMSCHER et al., 2002

20-30 171,7 ug/kg 1 D HAMSCHER et al., 2002

Sulfamethazin 15 pg/kg TS - D-NW  CHRISTIAN et al., 2003

Abkiirzungen:

DK Dénemark

D Deutschland FIN Finnland

D-NW Nordrhein-Westfalen N Norwegen

nach BoxALL et al., 2004 * gleiche Einheit wie Konzentration

4.3 Vorkommen in der aquatischen Umwelt

Eine Kontamination von Oberflachen-, Grund- und Trinkwasser mit Pharmazeutika
konnte in einigen Arbeiten bereits nachgewiesen werden (RICHARDSON & BROWN,
1985; HEBERER & STAN, 1998; HEBERER, 2002; HIRSCH et al., 1999; KUMMERER,
2001; HAMSCHER et al., 2002a; THIELE-BRUHN, 2003).

Untersuchungen des BAYERISCHEN LANDESAMTES FUR WASSERWIRTSCHAFT (2004)
zeigten nur wenige Einzelbefunde mit Konzentrationen von max. 0,04 pg/l (Tri-
methoprim und Sulfathiazol). Im Drainagewasser unterhalb eines Schweinemast-
betriebes mit Gulleverregnung konnten 0,08 ug/l Sulfamethazin, im nahe gelege-
nen Bach zusatzlich auch Sulfadiazin mit 0,05 ug/l nachgewiesen werden. Dies
deutet auf diffuse Eintrdge von Arzneimittelwirkstoffen in Oberflachengewasser
durch Abschwemmung bzw. Verlagerung ins oberflachennahe Grundwasser hin.
Bei KUMMERER (2001) werden Antibiotikakonzentrationen bis zu 1 pg/l in Abwas-
sern und bis zu 6 pg/l in Oberflachenwassern angegeben, wobei ein Risiko fur den
Menschen durch eine Trinkwasserkontamination als vernachlassigbar eingestuft
wird.
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In Tabelle 13 sind weitere Untersuchungsergebnisse zum Antibiotikavorkommen

in der aquatischen Umwelt zusammengestellt.

Tabelle 13:  Vorkommen von Antibiotika in Oberflachen- / Grundwasser
Substanz Konzentration Nachweis- Land Referenz
grenze *
Oberflachenwasser
Chloramphenicol 0,06 ng/l 0,02 D HIRSCH et al., 1999
Chlortetrazyklin 0,5 ng/l 0,5 USA MEYER et al., 2000
ND-690 ng/I 50-100 USA KOLPIN et al., 2002
Doxyzyklin ND 100 USA KOLPIN et al., 2002
Enrofloxacin ND 20 USA KOLPIN et al., 2002
Oxytetrazyklin ND-340 ng/I 100 USA KOLPIN et al., 2002
Sulfamethoxazol ND-100 ng/I 10 NL STOLKER et al., 2004
Sulfachloropyridazin ND 50 USA KOLPIN et al., 2002
Sulfadimethoxin ND-60 ng/I 50 USA KOLPIN et al., 2002
0,24-15 pg/l - USA LINDSEY et al., 2001
Tetrazyklin ND-110 ng/I 50-100 USA KOLPIN et al., 2002
Trimethoprim ND-710 ng/I 14-30 USA KOLPIN et al., 2002
Hospitalabwasser
Gentamicin 0,4-7,6 pgl/l 0,2 D LOFFLER & Ternes.,
2003
Grundwasser
Chlortetrazyklin 0,17-0,22 g/l 0,1-0,3 D HAMSCHER et al.,
2000a
Oxytetrazyklin 0,15-0,19 ug/l 0,1-0,3 D HAMSCHER et al.,
2000a
Sulfamethazin 0,08-0,16 ug/l 0,02(BG) D HIRSCH et al., 1999
Sulfamethoxazol 410 ng/l 6,2 D-BW SACHER et al., 2001
Tetrazyklin 0,11-0,27 ug/l 0,1-0,3 D HAMSCHER et al.,
2000a
Abkurzungen:
D Deutschland NL Niederlande
D-BW Baden-Wiirttemberg ND not detected

nach BOXALL et al., 2004

* gleiche Einheit wie Konzentration

44 Abbau von Antibiotika in Giille und Boden

Im Ubersichtsartikel von BOXALL et al. (2004) wurden zahlreiche Untersuchungen
zum Vorkommen von Antibiotika in den Umweltkompartimenten und deren Ab-
baupotenzial in Boden und Gulle zusammengestellt (Tabelle 14). So sind Tetra-
zykline, die nur wenig oder gar nicht metabolisiert werden, in den Umweltmedien
sehr persistent. Fur die Sulfonamide geben BoXxALL et al. (2003, 2004) Halbwerts-
zeiten von ca. 30 Tagen an.
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Tabelle 14: Abbau von Antibiotika in Boden/Glille
Verbin- Testmatrix Halbwertszeit Besonder- Referenz
dung bzw. Abbau in heit
angegebener
Zeit
Chlor- Boden und 44% nach 30°C GAVALCHIN & KATZ, 1994
tetrazyklin  Gefligelgllle 30d
Boden und Kein Abbau 20°C GAVALCHIN & KATZ, 1994
Geflugelgllle nach 30 d
Oxy- Sediment <45d aerob LAl et al., 1995
tetrazyklin
Sediment Kein Abbau anaerob LAl et al., 1995
nach 70 d
Gille 30d - DE LIGUORO et al., 2003
Penicillin Bo- <3h - GAVALCHIN & KATZ, 1994
den/Gefligel-
mist gemischt
Sulfachlo- Legehennen- 71% nach - BOXALL et al., 2004
ropyridazin fazes 3 Monaten
Broilerfazes 65 % nach - BOXALL et al., 2004
8d
Tylosin Bo- <5d - GAVALCHIN & KATZ, 1994
den/Gefligel-
mist gemischt
Schweinegille <2d - LOKE et al., 2000
DE LIGUORO et al., 2003
Gille- 3,3-8,1d aerob INGERSLEV et al.,
Bodenmix 2001a,b
Tetra- Schweinegille 53 d Temperatur GRAFE, 2000 und
zyklin Kudhlcontainer unabhangig WINKLER & GRAFE, 2001
Schweinegille 106 d Temperatur GRAFE, 2000
Freiland unabhangig WINKLER & GRAFE, 2001
Schweinegille 4,5d - KUHNE et al., 2000
beliftet
Schweinegille 9d - KUHNE et al., 2000
unbelUftet
Chlor- Flissigmist ca.7d - BERGER et al., 1986
ampheni-  unbeliftet
col
Sulfa- Gille 5 Wochen LANGHAMMER, 1988
methazin
Flussigmist ca.7d Ruckaktivie- BERGER et al., 1986
unbeliftet rung SMT

nach BOXALL et al., 2003
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Da die Persistenz bestimmter Antibiotika im Boden zum Teil aul3erordentlich hoch
ist, ist es erforderlich zu wissen, in welchem Ausmal} diese unter Praxisbedingun-
gen via Gllle eingetragen werden. Erste Untersuchungen zum Verhalten der
Ruckstande wahrend der Lagerung oder im Boden zeigten Tendenzen der einzel-
nen Verbindungen hinsichtlich deren Stabilitdt. Jedoch fehlen genauere Daten
uber das Vorkommen der betrachteten Substanzklassen in Feldproben, sowie der
hieraus moglicherweise resultierenden Belastung von Boden und Trinkwasser
(DAUGHTON & TERNES, 1999; KUMMERER, 2003; KAY et al., 2004).






C Material und Methoden

C Material und Methoden

1 Material

1.1 Probenmaterial

1.1.1 Standardgillen

Fir die Entwicklung und Validierung der Nachweismethoden wurde antibiotikafreie
Gulle bendtigt. Diese wurde am Institut fur Tierernahrung der Bayerischen Lan-
desanstalt fur Landwirtschaft (LfL) in Grub produziert.

Um eine antibiotikahaltige Standardgulle zum Vergleich fir die Feldproben zu er-
halten, wurde diese bei der metaphylaktischen Behandlung (N=2x6 je Versuch;
Lebendgewicht: 15 kg bzw. 70 kg) nach therapeutischer Dosierung von Antibiotika
(20 mg CTC/kg LG bzw. 50 mg Antastmon/kg LG) gesammelt. Es wurden zwei der
in der landwirtschaftlichen Praxis am haufigsten eingesetzten Wirkstoffe, Chlor-
tetrazyklin (,CTC 100“ (90% Chlortetrazyklin), belapharm, Vechta) und Sulfadia-
zin/Trimethoprim (,Antastmon® (50% Sulfadiazin, 10% Trimethoprim), belapharm,
Vechta) ausgewahlt.

1.1.2 Giillen des Riickstandsmonitorings

Nach der Entwicklung und Validierung der Analysemethoden sollten in einem bay-
ernweiten Monitoring Gullen auf die am haufigsten verwendeten und umweltrele-
vanten Antibiotika Uberpraft werden.

Durchfuhrung des Monitorings

Das Glullemonitoring wurde nach statistischen Vorgaben des Fachgebietes flr
Biometrische Methoden in der Tierzucht der TU Munchen im Herbst 2002 durch-
gefuhrt. Auf Grundlage der INVECOS-Datei des Instituts fur Landliche Struktur-
entwicklung, Betriebswirtschaft und Agrarinformatik der LfL wurde eine reprasen-
tative Auswahl von 900 Betrieben per Zufallsgenerator getroffen. Es wurde auf
eine gleiche Verteilung der Betriebstypen innerhalb der Regierungsbezirke geach-
tet. Zudem wurden die Betriebe der einzelnen Typen in zwei GroRenklassen ein-
geteilt (Tabelle 15). Die Zufallsstichproben wurden einzeln fur jeden Betriebstyp,
Grolle und Regierungsbezirk gezogen. Die ausgewahlten Betriebe wurden in ei-
nem zweiten Schritt den Landkreisen und somit den entsprechenden Landwirt-
schaftsamtern, die vom Bayerischen Staatsministerium fur Landwirtschaft und
Forsten (StMLF) vorab informiert wurden, zugeordnet.
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Tabelle 15:  GroRenklassen der Betriebstypen

Betriebstyp  Zucht Mast Gemischt
klein 10 - 45 Zuchtsauen 30 - 220 Masttiere 7- 30 Zuchtsauen
grof} > 46 Zuchtsauen > 221 Masttieren > 31 Zuchtsauen

Das Gullemonitoring wurde anonym durchgefuhrt. In einem Anschreiben des Insti-
tuts fur Agrarékologie, Okologischer Landbau und Bodenschutz (IAB) der LfL und
des Lehrstuhls fur Tierhygiene der TU Munchen wurden die Landwirte Uber die
Gullebeprobung und den Hintergrund des Forschungsvorhabens informiert. Hier
wurde besonders auf die Anonymisierung hingewiesen. Innerhalb einer Frist von
14 Tagen konnten die Betriebsleiter ohne Angabe von Griunden der Beprobung
widersprechen.

Nach diesem Rundbrief gingen 170 Absagen ein, wobei die haufigsten Grinde bei
den kleinen Betriebsklassen Haltung auf Festmist (Jaucheanfall) oder Betriebs-
aufgabe nach der letzten INVECOS-Erhebung waren. Eine Reihe von Betrieben
hatte die Gllle bereits ausgefahren oder keine Diingung im Herbst vorgesehen.

Im Oktober 2002 wurden Polyethylen-Probengefale, Probenbegleitscheine (siehe
Anhang) und Hinweise zur Probennahme an 730 Betriebe versandt. Darin wurden
die Landwirte gebeten, die Gulle nach dem Aufrihren zum Zeitpunkt des Ausbrin-
gens zu entnehmen. Im Probenbegleitschein wurde, um die Anonymisierung zu
gewabhrleisten, lediglich der Landkreis, Betriebstyp und die Grolenklasse ver-
merkt.

Durch die schwierigen Witterungsverhaltnisse im Herbst 2002 konnten einige Be-
triebe keine Gullediingung vornehmen. Unterreprasentierte Landkreise wurden
deshalb im Fruhjahr 2003 erneut beprobt.

Beim Eingang wurden Jaucheproben, Proben mit unzureichend ausgeflllten Be-
gleitscheinen oder Proben aus nicht aufgerihrten Gullen ausgesondert. Aliquote
der Proben wurden sofort tiefgefroren und bis zur Analyse bei -20°C gelagert.

Insgesamt gingen im Rahmen des Monitorings Herbst 2002 / Frihjahr 2003 485
Proben ein. Fur die Untersuchung konnten 380 Proben verwendet werden (272
Herbst, 108 Fruhjahr). Die geforderte gleiche Verteilung der Betriebstypen wurde
erfullt (Abbildung 12). So standen 132 Proben aus Mastbetrieben, 115 aus Zucht-
und 133 aus gemischten Betrieben zur Analyse zur Verfligung. Von den kleineren
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Betriebsklassen gingen nur etwa halb so viele Proben ein wie von den grof3en.
Diese kleinen Betriebe verwenden haufig Stroh als Einstreu, so dass nur Jauche
anfiel, die im Rahmen dieser Beprobung nicht untersucht werden sollte.
Viehreiche Regierungsbezirke (z.B. Niederbayern) waren zahlenmafig starker
vertreten als Bezirke mit nur wenigen schweinehaltenden Betrieben (Abbildung
13).

7-30 Zuchtsauen: 49 30-220 Masttiere: 43
Uber 30 Zuchtsauen: 84 Uber 220 Masttiere: 89

Gemischte Mastbetriebe

Betriebe 132 (35%)
133 ( 35%)

Zuchtbetriebe
115 (30%)

10-45 Zuchtsauen: 40
Uber 45 Zuchtsauen: 75

Abbildung 12: Verteilung der Proben auf die Betriebstypen und -gro3en

40

% O Zucht
30 O Gemischt
25— O Mast

20— —

Anzahl der Betriebe
|

Abbildung 13: Verteilung der Proben auf die Regierungsbezirke
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1.2 Gebrauchsmaterial

e Analysenwaage PT 1200, SATORIUS; XB 620 C PRECISA

e Lyophilisator Alpha I-5 mit Drehschieber-Vakuum Pumpe RD
4, CHRIST

e Laborschittler VORTEX Genie 2, SCIENTIFIC INDUSTRIES
G-560 E, BENDER&HOBEIN

e Horizontalschattler KS 250, JANKE&KUNKEL

e Zentrifuge Sepatech Megafuge 1,0 R, HERAEUS

e Vakuumzentrifuge RVC 2-25, CHRIST

e Membran-Vakuumpumpe MZ 2 C, VACUUBRAND

e Kiihlfalle CT 04-50, CHRIST

e Vakuumextraktionsanlage J.T. BAKER

e Luer Absperrhahne Nr. 19836, MERCK

e Stickstoffevaporator Vapotherm mobil FN 4578, BARKEY

e HPLC-Pumpe 2690 mit Autosampler und Degasser, WATERS

e Saulen Xterra, RP Cqs, 2,1x150mm, 3,5 pm, WATERS
Atlantis RP C4sg, 2,1x150mm, 3,0 ym, WATERS
Sunfire RP Cys, 2,1x150mm, 3,5 um, WATERS
Luna RP Cg, 2,0x150mm, 3,0 um,
PHENOMENEX
Synergi RP Cyg, 3,0x210mm,3,0 um,
PHENOMENEX
Gemini RP Cqs, 3,5x150mm, 3,5 um,
PHENOMENEX

e Massenspektrometer VG Platform Il, FISONS INSTRUMENTS

1.3 Verbrauchsmaterial

PP-Zentrifugenrdohrchen
Glasfasermikrofilter
Festphasenkartuschen

e HPLC-Flaschchen

15 ml und 50 ml steril, GREINER
GF A, 90 mm g, WHATMAN

Strata C4g, 100mg/1ml, 8B-2001-EAK,
PHENOMENEX

Strata Cg, 8B-2005-EAK, 100 mg/1ml,
PHENOMENEX

StrataX 30 mg/1ml, 8B-S100-TAK,
PHENOMENEX

Strong-Anion-Exchange (SAX)-Saulen,
100 mg/1ml, PHENOMENEX

Crimp-Top Vial mit Crimp-Cap und Septum, BGB
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1.3.1 Chemikalien

Methanol

Acetonitril

Hexan

Ethylacetat
Phosphatpuffer (PBS)

Tertbutylmethylester (TBME)

Citronensauremonohydrat

HPLC-grade, BAKER
HPLC-grade, BAKER
VWR

p.a. grade, BAKER
L182-50, BIOCHROM
293210, SIGMA
6346, MERCK

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat 6586, MERCK
Ethylenediaminetetraaceticacid (EDTA) E 4884, SIGMA

Ameisensaure
Reinstwasser

1.3.2 Standardsubstanzen

Tetrazykline:

Tetrazyklin-Hydrochlorid

4-Epi-Tetrazyklin-Hydrochlorid

98 - 100%, MERCK
Milli-QUF Plus, MILLIPORE

87130, FLUKA

37918-100 Vetranal®, RIEDEL-
DE HAEN

4-Epi-Anhydro-Tetrazyklin-Hydrochlorid 23311-1000, ACROS

Chlortetrazyklin-Hydrochlorid
6-1so-Chlortetrayzyklin-Hydrochlorid
4-Epi-Chlortetrazyklin-Hydrochlorid

268245000, ACROS
268211000, ACROS
268231000, ACROS

4-Epi-Anhydro-Chlortetrazyklin-Hydrochlorid 268221000, ACROS

Oxytetrazyklin-Hydrochlorid
Doxyzyklin-Hydrochlorid

Sulfonamide:

Sulfadiazin
Sulfamerazin
Sulfamethazin
Sulfadimethoxin
Sulfamethoxazol
Sulfathiazol
Sulfaguanidin
Sulfaphenazol

N4-acyl-N1(4,6-dimethyl-2-
pyrimidinyl)sulfonamid

46598, RIEDEL-DE HAEN
44577, FLUKA

S-8626, SIGMA
S-8876, SIGMA
S-6256, SIGMA
S-7007, SIGMA
S-7507, SIGMA
S-9876, SIGMA
S-8751, SIGMA
S-0758, SIGMA

S-010236, SIGMA
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e Sulfachloropyridazin 46834, Vetranal®, RIEDEL-DE HAEN
e Sulfamethoxypyrazin 46859, Vetranal®, RIEDEL-DE HAEN
e Sulfameter 46834, Vetranal®, RIEDEL-DE HAEN
e Sulfadoxin 46810, Vetranal®, RIEDEL-DE HAEN
¢ Sulfisomedin 46908, Vetranal®, RIEDEL-DE HAEN
e Sulfapyridin 46890, Vetranal®, RIEDEL-DE HAEN

N4-Acetyl-Metaboliten der Sulfonamide
Da lediglich der N4-Acetyl-Metabolit von Sulfamethazin kommerziell erhaltlich
war, wurden weitere Sulfonamidmetaboliten (Sulfadiazin, Sulfamerazin, Sulfathi-
azol) nach der Methode von PFEIFER et al. (2002) synthetisiert. Die Methode be-
findet sich im Anhang.

Weitere Antibiotika
e Enrofloxacin 17849, FLUKA
e Florfenicol F-1427, SIGMA
e Tiamulinfumarat 46959, Vetranal®, RIEDEL-DE HAEN
e Trimethoprim T-7883, SIGMA

1.3.3 Weitere Losungen
(nach MERCK Tabelle S. 69 ff.)

Citratpuffer 1 (Merck Tabelle Nr. 2 mit pH-Werten 4,0; 4,7; 5,0)
Teile A: Dinatriumcitrat 0,1 mol/l
[800 ml Citronensauremonohydrat (21,014 g/I) + 200 ml NaOH
1 mol/l]
Teile B: HCI 0,1 ml/l
Zusammensetzung der Pufferlésung: x Teile A + (100-x) Teile B
z.B. pH 4,0: x = 55,1 ml auf 100 ml|

Citratpuffer 2: (pH 4,0; 4,7; 5,0)
192 g Citronensauremonohydrat in 800 ml Reinstwasser I6sen und mit Natri-
umhydroxid auf gewunschten pH-Wert einstellen (Warmeentwicklung beach-
ten, Puffer zwischenkuhlen).
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Sorensenpuffer: (Merck Tabelle Nr. 10 mit pH-Werten 5,0; 6,0; 6,5)
Teile A: Citronensauremonohydrat 21,014 g/I
Teile B: Dinatriumhydrogenphosphat 0,2 mol/l (Na;HPO4 x 2H,0: 35,6 g/l)
Zusammensetzung der Pufferlésung: x Teile A+ (100-x) Teile B
z.B.pH7:x=19,0 ml auf 100 ml

EDTA-haltige Spullésung (nach SEZENSNY, 2001):
7,4 g EDTA in 1 Liter Methanol suspendieren (ca. 3 Std. rihren)

2 Methoden

21 Trockensubstanzbestimmungen

Von den Proben des Gullemonitorings wurden 50 bis 100 g Gllle abgewogen, im
Trockenschrank bei 118°C bis zur vollstandigen Trockne eingeengt und anschlie-
Rend ruckgewogen. Der Trockensubstanzgehalt wurde aus der Differenz von
Frisch- zu Trockenmasse berechnet.

2.2 Methodenentwicklung

Die Methodenentwicklung war danach ausgerichtet, mit wenigen, moglichst ver-
lustarmen und robusten Methoden die wichtigsten Substanzen simultan zu erfas-
sen.

Der prinzipielle Aufbau der Methoden gliedert sich in Probenvorbereitung, Extrak-
tion, Aufreinigungsverfahren und Analyse.

Glulle als ein Gemisch aus Kot und Harn zeichnet sich durch viele, sehr variable
Materialeigenschaften aus. So spiegelt sich in diesem Produkt unter anderem der
Einfluss von Futterung (Inhaltsstoffe, pH-Wert, Trockensubstanzgehalt) und Stall-
management (Reinigungsverfahren, -haufigkeit) wider. Diese sehr unterschied-
lichen Einflusse mussen bei der Analyse berucksichtigt werden und die gewahlten
Methoden diesen gegenuber soweit moglich robust sein. In Vorversuchen wurden
die einzelnen Analyseschritte modifiziert, um geeignete Verfahren zu entwickeln
(Ubersicht siehe Abbildung 14).
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Abbildung 14: Ubersicht der Methodenfindung
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2.21 Probenvorbereitung

Einflussfaktor pH

Auf Grund der unterschiedlichen chemischen Eigenschaften der zu detektierenden
Substanzen wurden verschiedene Puffer getestet. Da Gulle sich durch eine sehr
grole Streuung der Materialeigenschaften (Trockensubstanzgehalt, pH Wert)
auszeichnet, wurden unterschiedliche pH-Werte sowie eingesetzte Puffermengen
uberpruft. Auch eine pH-Wert Einstellung der Gulle mittels Natronlauge oder Salz-
saure wurde durchgefihrt. Der pH-Wert von 50 Gullen wurde gemessen und die
Pufferwirkung durch entsprechende Mengenvariation untersucht. Als Puffer wur-
den Phosphatpuffer und Citratpuffer in pH Bereichen von 4 bis 8 tUberpruft. Anzu-
streben war ein pH Bereich, der eine optimale Extraktion der jeweiligen Antibiotika
gewahrleisten sollte. So wurden zwei Analysegruppen gebildet: Sauer (u.a. Tetra-
zykline) und neutral/basisch (v.a. Sulfonamide).

Einflussfaktor TS

Da auch der Trockensubstanzgehalt einen sehr variablen Faktor bei Gullen dar-
stellt, wurde er von jeder Probe bestimmt (siehe 2.1). Zudem wurde der Einfluss

eines Zentrifugationsschrittes als Grobreinigung vor der Extraktion Gberpruft.

Antibiotikaspezifische Einflussfaktoren

Einige Analyten — wie z.B. die Tetrazykline — zeichnen sich durch eine hohes
Komplexbildung mit zwei- oder mehrwertigen Kationen aus. Es wurde daher Uber-
pruft, ob die eingesetzten Labormaterialen (z.B. Glaswaren) die Analyse beein-
flussen kdnnen. Dazu wurden zum einen Kunststoffreaktionsgefal’e, zum anderen
mit methanolischer EDTA-L6sung gespulte Glaswaren verwendet.

2.2.2 Extraktion

Als Extraktionsmittel wurden verschiedene Lésungsmittel getestet. Fur Vorversu-
che wurde artifiziell kontaminierte Guille zum einen frisch, zum anderen lyophilisiert
verwendet (Tabelle 16). Auch eine mogliche Verbesserung der Extraktionsrate
durch Wiederholung des Extraktionsvorganges (1 bis 4-mal) wurde Uberpruft.
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Tabelle 16:  Getestete Extraktionsmittel fur frische und lyophilisierte Gille

Extraktionsmittel ng(l;lge Lyo%‘g:f; erte
TBME X

Ethylacetat X

Citratpuffer (pH 4 bis 6) X
Methanol X X
Acetonitril X X
Methanol/Wasser (3/1), (1/1) X X
Acetonitril/Wasser (21/4), (1/1), (3/1) X X

2.2.3 Aufreinigungsverfahren

Abtrennung von Grobbestandteilen

Nach der Extraktion war eine Aufreinigung zur Separierung von groberen Verun-
reinigungen bzw. zur besseren Phasentrennung bei FlUussig-Flussigextrakten no-
tig. Hierbei wurde die Dauer und Beschleunigungszahlen der Zentrifugationsvor-
gange variiert. Auch eine Aufreinigung mittels Filtration (Faltenfilter, Glasfaserfilter,
Spritzenfilter 0,3 und 0,45 um) wurde getestet.

Abtrennung von geldsten Bestandteilen

Da Gulle einen grofden Anteil an lipophilen Bestandteilen besitzt, welche die Ana-
lyse erheblich storen kdnnen, wurden Versuche zur Flussig-Flissigtrennung mit
Hexan durchgefihrt. Um etwaige Verluste durch diesen Aufreinigungsschritt quan-
titativ zu erfassen, wurde der Rohextrakt entweder direkt mittels Festphasenex-
traktion aufgereinigt, oder zuvor der Flussig-Flussigtrennung unterzogen. Bei der
Festphasenextraktion wurden zudem verschiedene Saulenmaterialien (RP Cys,
RP Csg, Anionenaustauscher (SAX), Polymerbasiertes Material (StrataX)) getestet.
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2.2.4 LC-MS Analysenoptimierung

Auftrennung in der HPLC

Bei der Auftrennung der Analyten in der HPLC wurden fur alle untersuchten Ver-

bindungen verschiedene Saulen (RP C4g XTerra, Atlantis, Sunfire, Synergie, Ge-
mini, RP Cg Luna) sowie Gradientenprogramme (siehe Tabelle 17 und Tabelle 18)
uberpruft, um eine maoglichst gute Bestimmbarkeit der zu detektierenden Substan-
zen zu gewahrleisten. Die mobile Phase A bestand aus Acetonitril, Phase B aus
Reinstwasser und bei Phase C wurde dem Reinstwasser 5% Ameisensaure hin-
zugefugt. Fur die Saulentemperatur wurden 30°C gewahlt, das Injektionsvolumen
betrug 5 pl.

Tabelle 17:  Gradientenprogramm 1 (Grad1)

Zeit [min] Anteil A Anteil B Anteil C Flussrate
[% der mobilen Phase] [ml/min]
0 8 82 10 0,2
2 8 82 10 0,2
12 50* 40 10 0,2
17 50 40 10 0,2
20 90 0 10 0,5
24 8 82 10 0,5

* linearer Anstieg

Tabelle 18:  Gradientenprogramm 2 (Grad2)

Zeit [min] Anteil A Anteil B Anteil C Flussrate
[% der mobilen Phase] [ml/min]
0 20 70 10 0,2
2 20 70 10 0,2
18 80* 10 10 0,2
20 80 10 10 0,2
22 90 0 10 0,4
28 20 70 10 0,4

* linearer Anstieg
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Detektion durch die Massenspektrometrie

Die lonisierung der Molekule in der lonenquelle erfolgte mittels Elektrospray
(ESP+). Zur Identifizierung und Quantifizierung der Analyten wurden geeignete
Quasimolekular- und Fragmentionen im TIC-Modus (Total lon Current) bei der
Analyse der Standardsubstanzen ausgewahlt. In einem weiteren Schritt wurden im
Single lon Recording Modus (SIR) die verschiedenen Gerateeinstellungen (u.a.
Cone Voltage) optimiert.

Zur Quantifizierung wurde die Signalintensitat des Quasimolekulions (m/z) der
Probe mit der eines externen Antibiotikumstandards verglichen.

2.3 Hauptversuche

2.3.1 Nachweisverfahren fiir Antibiotika in Giille

Aufgrund der in den Vorversuchen gewonnen Erkenntnisse wurden die im Folgen-
den beschriebenen Methoden entwickelt.

Methode zum Nachweis von Tetrazyklinen

Probenvorbereitung
Homogenisierte Giille (1 g Frischmasse) wurde mit 1 ml Puffer (pH 4,7) versetzt
und fur 30 Sekunden auf dem Laborschuttler (Vortex) intensiv vermischt.

Extraktion

Anschlieend wurden 6 ml Ethylacetat hinzugefugt und wiederum vermischt
(30 s, Vortex). Nach einem 30-minutigen Schuitteln auf dem Horizontalschuttler
wurden die Proben bei 6200 g fur 10 Minuten zentrifugiert und anschlielRend
15 Minuten bei -70°C tiefgefroren. Die danach noch flissige Ethylacetatphase
wurde in ein PE-Zentrifugenrohrchen dekantiert und bei 40°C (60 min) in einer
Vakuumzentrifuge eingeengt. Das verbleibende Puffer-Gulle Gemisch wurde auf-
getaut, erneut mit 6 ml Ethylacetat versetzt und somit der Extraktionsvorgang wie-
derholt. Der zweite Extrakt wurde mit dem Ruckstand des ersten vereinigt, bis zur
Trockne eingeengt (70 min, 40°C) und in 300 yl Methanol/Reinstwasser (2/1) re-
solviert.

Aufreinigung

Als erster Aufreinigungsschritt erfolgte eine Flussig-Flussigtrennung mit Hexan.
Hierbei wurden zum Rohextrakt 1 ml Hexan zugegeben, diese Emulsion intensiv
vermischt (30 s, Vortex) und anschliel3end bei 1600 g fur drei Minuten zentrifu-
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giert. Die Hexanphase wurde vorsichtig abpipettiert und verworfen. Nach Zugabe
eines weiteren Milliliters Hexan wurde der Vorgang wiederholt. Der verbleibende
Hexanrest auf dem Extrakt wurde in der Vakuumzentrifuge (40°C, 3 min) entfernt.
Dem in 300 pyl Methanol/Reinstwasser (2/1) gelosten Extrakt wurden 1,7 ml
Reinstwasser zugefugt, resultierend in einem Gesamtvolumen von 2 ml
(0,5 geq/ml).

Bei der folgenden Festphasenextraktion wurden die Kartuschen (StrataX) zu-
erst mit 1 ml Methanol konditioniert und 1 ml Reinstwasser equilibriert. Hierbei
wurde darauf geachtet, dass die Saulen zu keinem Zeitpunkt trockenliefen. An-
schliefend wurde 1 ml des Extraktes aufgetragen (= 0,5 geq). Zum Waschen der
Saule wurde 1 ml eines Methanol/Reinstwasser-Gemisches (5/95) verwendet. An-
schlieBend wurde die Saule unter Vakuum fur 20 Sekunden trockengezogen. Die
Elution erfolgte mit 1 ml reinem Methanol. Das Eluat wurde in der Vakuumzentri-
fuge auf 200 pl eingeengt (40°C, 35 min), in ein HPLC-Flaschchen (gespult mit
einer methanolischen EDTA-L6sung) uberfuhrt, unter einem sanften Stickstoff-
strom evaporiert, anschlieRend in 200 pl mobiler Phase (Acetonitril/Reinstwasser,
1/1) geldst und bis zur Analyse bei -20°C gelagert.

LC-MS Analyse

Als Saule wurde eine RP Cg-Saule (Luna, PHENOMENEX), als Gradientenpro-
gramm ein Acetonitril/Reinstwasser-Gemisch (Tabelle 17) verwendet.

Die Identifikation der Tetrazykline erfolgte durch die relative Signalintensitat der
aufgezeichneten Quasimolekular- und Fragmentionen (m/z) sowie der Retentions-
zeit. Die Quantifizierung erfolgte durch den Vergleich der Signalintensitat mit
einem externen Standard.

Methode von Sulfonamiden, Trimethoprim, Enrofloxacin, Tiamulin und Florfenicol

Probenvorbereitung und Extraktion

Homogenisierte Gulle (1 g) wurde mit 3 ml Sérensenpuffer (pH 7) versetzt und
fur 30 Sekunden auf dem Laborschuttler (Vortex) intensiv vermischt. Anschlie3end
wurden 10 ml Ethylacetat hinzugefugt und wiederum vermischt (30 s, Vortex).
Nach einem 30-minttigem Schiutteln auf dem Laborschuttler wurden die Proben
bei 6200 g fir 10 Minuten zentrifugiert und anschlieRend bei -70°C tiefgefroren.
Die danach noch flissige Ethylacetatphase wurde in ein Reagenzglas dekantiert
und bei 40°C fur 60 Minuten eingeengt. Das verbleibende Puffer-Gulle Gemisch
wurde aufgetaut, erneut mit 10 ml Ethylacetat versetzt und somit der Extraktions-
vorgang wiederholt. Der zweite Extrakt wurde mit dem verbliebenen Rulckstand
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des ersten vereinigt, bis zur Trockne eingeengt (40°C, 70 min) und in 300 pl Me-
thanol/Reinstwasser (2/1) wieder aufgenommen.

Aufreinigung

Als erster Aufreinigungsschritt erfolgte eine Flissig-Flissigtrennung mit Hexan.
Hierbei wurden dem Extrakt 1 ml Hexan zugegeben, diese Emulsion intensiv ver-
mischt (30 s, Vortex) und anschlieRend bei 1600 g fur drei Minuten zentrifugiert.
Die Hexanphase wurde vorsichtig abpipettiert und verworfen. Nach Zugabe von
1 ml Hexan wurde der Vorgang wiederholt. Der verbleibende Hexanrest auf dem
Extrakt wurde in der Vakuumzentrifuge (40°C, 3 min) entfernt. Der LOosung wurden
anschlielRend 1,7 ml Reinstwasser zugefilgt, resultierend in einem Gesamtvolu-
men von 2 ml (0,5 geg/ml).

Bei der Festphasenextraktion mit Saulen (StrataX) wurden die zuerst mit 1 ml
Methanol konditioniert und 1 ml Reinstwasser equilibriert. Hierbei wurde darauf
geachtet, dass die stationare Phase jederzeit mit Losungsmittel bedeckt war. An-
schliefend wurde 1 ml des Extraktes aufgetragen (0,5 geq). Zum Waschen wurde
nun 1 ml eines Methanol/Reinstwasser-Gemisches (5/95) verwendet und die Sau-
le anschlielfiend unter Vakuum fur 20 Sekunden getrocknet. Die Elution erfolgte
mit 1 ml Methanol. Das Eluat wurde in der Vakuumzentrifuge auf 200 pl eingeengt
(40°C, 35 min), in ein HPLC-Flaschchen (nicht mit methanolischer EDTA-L6sung
gespult) uberfuhrt, unter einem sanften Stickstoffstrom evaporiert, anschlieend in
200 ul mobiler Phase (Acetonitril/Reinstwasser, 1/1) geldst und bis zur Analyse bei
-20°C gelagert.

LC-MS Analyse

Es wurde hierbei eine RP Cqg-Saule (Atlantis, WATERS) mit einer mobilen Pha-
se aus Acetonitril und Reinstwasser (Gradient siehe Tabelle 18) verwendet.

Die Identifikation dieser Substanzen erfolgte anhand des fiir das jeweilige Anti-
biotikum typischen Quasimolekularions und der spezifischen Retentionszeit. Diese
ist abhangig vom Saulenmaterial und vom verwendeten Flielimittel bzw. Gardien-
tenprogramm. Fragmentionen wurden bei der Messung der Sulfonamide auf
Grund der strukturellen Ahnlichkeit der einzelnen Verbindungen nur zur Bestéati-
gung der positiven Befunde aufgezeichnet.
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2.3.2 Methodenvalidierung

Zur Validierung wurden die Methoden durch die Analyse von in abgestuften Kon-
zentrationen (5; 0,5; 0,1 und 0,05 mg/kg) artifiziell kontaminierten Proben mit funf-
facher Wiederholung uberpruft. Im Einzelnen wurden folgende Antibiotika in die
Untersuchung einbezogen: Tetrazyklin, Chlortetrazyklin, Oxytetrazyklin, Doxyzy-
klin, Sulfadiazin, -methazin, -thiazol, -methoxazol, -guanidin, -merazin, -dimetho-
xin, -chloropyridazin, -methoxypyrazin, -meter, -doxin, -phenazol, -isomedin, -pyri-
din, N4-Acetyl-Sulfamethazin, Trimethoprim, Enrofloxacin, Florfenicol und Tiamu-
lin.

24 Versuche zur Stabilitat von Antibiotika (Lagerungsversuche)

241 Laborversuche

Um die Stabilitat von Tetrazyklinen und Sulfonamiden wahrend der Lagerung zu
untersuchen, wurden im Laborversuch wirkstoffhaltige Gillen Uber einen Zeitraum
von 6 Monaten bei unterschiedlichen Temperaturen gelagert. So wurden Aliquote
(jeweils n=15) bei Raumtemperatur, im Kuhlschrank (7°C), im Gefrierschrank
(-20°C und -70°C), sowie lyophilisierte Proben bei -20°C aufbewahrt und zu meh-
reren Zeitpunkten untersucht (0, 1, 3 Tage; 1, 2, 3, 4 Wochen; 3, 6 Monate).

242 Lagerungsversuch mit dotierter und naturlich kontaminierter Giille

Um einen moglichen Unterschied im Abbauverhalten zwischen artifiziell kontami-
nierter und ,natirlicher, durch Behandlungen der Tiere hergestellter, wirkstoffhal-
tiger Gulle zu Uberprifen, wurde im Parallelansatz ,naturlich produzierte® Wirk-
stoffgulle und dotierte Gulle in zwei Konzentrationsstufen (CTC: 98 bzw. 8 mg/kg;
SD: 107 bzw. 8 mg/kg TM: 23 bzw. 3 mg/kg) bei 7°C Uber einen Zeitraum von
26 Wochen gelagert, Aliquote wochentlich tiefgefroren und nach Abschluss des
Versuchzeitraumes analysiert.

25 Antibiotika-Monitoring in Giillen

380 Gulleproben, die im Herbst 2002/Fruhjahr 2003 gezogen wurden sind, wurden
mit den oben genannten Analyseverfahren auf das Vorkommen von Antibiotika-
ruckstanden untersucht.
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1 Ergebnisse der Trockensubstanzbestimmung

Die Trockensubstanzbestimmung ergab Werte zwischen 0,2% und 17,3%. Der
Mittelwert lag bei 3,7%, der Median bei 3,1%. Bei Betrachtung der einzelnen Be-
triebstypen, ergab sich fur die Mastbetriebe ein mittlerer Trockensubstanzgehalt
der Gulle von 4,5% (Median 4,0%), fur die Zuchtbetriebe von 2,6% (Median 1,9%)
und fur die gemischten Betriebe ein Gehalt von 4,1% (Median 3,3%) (Abbildung

15).
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Abbildung 15: Verteilung der Trockenmassegehalte (Boxplot) von Glllen aus

bayerischen Schweinehaltungen
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2 Qualitativer Nachweis von Antibiotika mittels LC-MS

Tetrazykline

Die massenspektrometrische Untersuchungen der Standardiésungen von Tetra-
zyklin, Chlortetrazyklin, Oxytetrazyklin und Doxyzyklin mittels TIC ergaben sub-
stanzspezifische Spektren, die in den folgenden Abbildungen (Abbildung 16,
Abbildung 17, Abbildung 18 und Abbildung 19) wiedergegeben sind.

o 4781

d44 H"I
Abbildung 16: Massenspektrum (ESP+) von Chlortetrazyklin
(c= 10 pg/ml)
|
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Abbildung 17: Massenspektrum (ESP+) von Tetrazyklin
(c= 10 pg/ml)
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Abbildung 18: Massenspektrum (ESP+) von Oxytetrazyklin
(c= 10 pg/ml)
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Abbildung 19: Massenspektrum (ESP+) von Doxyzyklin
(c= 10 pg/ml)
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Aufgrund dieser Resultate und den substanzspezifischen Retentionszeiten wurde
fur den Nachweis dieser Verbindungen im SIR-Modus die in Tabelle 19 wiederge-
gebenen Quasimolekular- und Fragmentionenmassen aufgezeichnet. Fur Chlor-
tetrazyklin ergaben sich beispielsweise drei typische lonenmassen: 479 [m+H],
462 [m+H-NH3], 444 [m+H-H,0-NHs;]) zur Retentionszeit 13,5 Minuten.

Tabelle 19:  Aufgezeichnete lonenmassen und Retentionszeiten
(Luna Cg, Grad1, ESP+)

Quasimolekular- und Fragmentionen  Retentionszeit

Substanz (m/z] [min]
Tetrazyklin 445, 428, 410 10,6
Chlortetrazyklin 479, ,462, 444 13,5
4-Epi-Chlortetrazyklin 479, ,462, 444 12,8
6-Iso-Chlortetrazyklin 479, 462 12,7
Anhydrochlortetrazyklin 461, 444 16,1
Oxytetrazyklin 461, 444, 426 8,0

Doxyzyklin 445, 428 14,5
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Die Linearitat des Detektors wurde mit Standardldsungen im Bereich zwischen
1 und 1000 ng (entsprechend der absoluten Menge des Minimal- und Maximalge-
haltes der Feldproben pro Injektionsvolumen) mit einem Bestimmtheitsmal® von
r*=0,998984 iiberpriift (hier am Beispiel des Chlortetrazyklin-Standards, Abbildung
20).

Response [1 06]

R\ 3

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Konzentrationen der Standardlésungen [ng]

Abbildung 20: Uberpriifung der Linearitat des Massenspektrometers
(hier: CTC-Standardldésungen im absoluten Konzentrationsbereich
von 1 bis 1000 ng)

Wie bereits in Kapitel Literatur 3.1.1 beschrieben, kommt es bei Chlortetrazyklin zu
Iso-/Epimerisierungen. Abbildung 21 zeigt die Signale des Chlortetrazyklins, 4-Epi-
Chlortetrazyklins und des 6-Iso-Chlortetrazyklins. 4-Epi-Chlortetrazyklin und 6-lso-
Chlortetrazyklin konnten unter den gewahlten Bedingungen nicht differenziert wer-
den.
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Sulfonamide und Trimethoprim

In Abbildung 22 ist ein Spektrum des Scans im TIC-Modus eines Sulfadiazin-
Standards exemplarisch fur die Gruppe der untersuchten Sulfonamide dargestellt.

Sulfadiazin, 0pg ml

100 251.0

| 86,9

Abbildung 22: Massenspektrum (ESP+) von Sulfadiazin (c= 10 pg/ml)

Bei den massenspektrometrischen Untersuchungen der 15 ausgewahlten Sulfo-
namide wies das jeweilige Quasimolekularion die starkere Intensitat auf. Daruber
hinaus fiel bei allen Verbindungen ein Fragment mit der m/z 156 auf. Dieses stellt
die Sulfonyl-Gruppe dar, die nach Abspaltung des jeweiligen Restes von der Sul-
fat-Gruppe entsteht.

Unter Bericksichtigung der jeweiligen Retentionszeiten wurden flir die einzelnen
Sulfonamide die in Tabelle 20 dargestellten Quasimolekular- und Fragmentionen
aufgezeichnet.
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Tabelle 20: Aufgezeichnete Quasimolekular- und Fragmentionen und Retenti-
onszeiten der Sulfonamide und Trimethoprim (Atlantis C4g, Grad1,
ESP+)

Substanz [m/z] Retentionszeit [min]
Sulfaguanidin 215, 156 4,0

Sulfadiazin 251, 187,156 6,5
Sulfisomedin 279, 156 7,0
Sulfathiazol 256, 156 7,3
Sulfapyridin 250, 156 7,5
Sulfamerazin 265, 172,156 8,5
Sulfamethazin 279, 156,124 9,8
Sulfamethoxypyrazin 281, 156 11,7

Sulfameter 281, 156 12,1
Sulfamethazin-Metabolit 322, 156 13,7
Sulfochloropyridazin 284, 221,156 14,0
Sulfamethoxazol 254, 156 14,9

Sulfadoxin 311, 247,156 15,3
Sulfadimethoxin 311, 156 17,7
Sulfaphenazol 315, 156 18,2
Trimethoprim 291, 261,230 12,3
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Florfenicol, Enrofloxacin, Tiamulin

In Abbildung 23 sind die aufgezeichneten Massenspektren von Standardldsungen
von Florfenicol, Tiamulin und Enrofloxacin (TIC-Modus) dargestellt. Auch hier
weist das jeweilige Quasimolekularion die starkste Intensitat auf.

Florfenicol

Tiamulin

Enrofloxacin

Abbildung 23: Massenspektren (ESP+) von Florfenicol, Tiamulin und Enrofloxacin
(c= 10 pg/ml)
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Abbildung 24 zeigt die dazu typischen Chromatogramme einer Standardldsung.

Sl 8: 5IR of 6 Channels ES+
1¢ 13,32 340
00 1 59005
Florfenicol
o - - —_— ——
Sid 8: 5IR of 8 Channals ES+
100 16.47 . 1-:._:l‘50.:_|
Tiamulin
o
| SIR :
12.62

100

Enrofloxacin

13.29

- - Time
4.00 6.00 .00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20,00 22.00 24.00

Abbildung 24: Chromatogramme eines Mischstandards mit Florfenicol, Tiamulin
und Enrofloxacin (c = 100 pg/ml)

Aufgrund der gewonnenen Daten wurden zum Nachweis von Florfenicol, Enro-
floxacin und Tiamulin die in Tabelle 21 aufgelisteten lonen aufgezeichnet.

Tabelle 21:  Aufgezeichnete Quasimolekular- und lonenmassen (Atlantis Cys,
Grad1, ESP+)

Substanz [m/z] Retentionszeit [min]
Florfenicol 359, 340,293 13,3
Enrofloxacin 360, 250,180 12,6

Tiamulin 493, 285,192 16,5




D Ergebnisse

3 Methodenentwicklung

31 Methodenfindung zum Nachweis von Tetrazyklinen

Probenvorbereitung

Bei der Vorbereitung der Proben zur Analyse von Tetrazyklinen erwies sich ein
Citratpuffer mit pH 4,7 am gunstigsten zur pH Regulierung. Bereits 1 ml dieses
Puffers konnte Gullen (1g Einwaage) im pH Bereich zwischen 6 und 9 auf einen
Bereich zwischen 5,0 und 5,8 einstellen.

Ein mdglicher Einfluss des Trockensubstanzgehaltes auf Wiederfindungsraten
oder Matrixeffekte wurde durch die Pufferzugabe (Verdinnungseffekt) minimiert.
So konnten im Analyseverfahren keine Unterschiede zwischen Proben mit hohem
TS (12%) und niedrigem TS (1%) beobachtet werden.

Eine Zentrifugation zur Grobreinigung vor der Extraktion war durch die Wahl einer
Fllssig-Flussigextraktion nicht notig. Prinzipiell konnte eine Absorption an die
Feststoffpartikel der Gulle beobachtet werden. So minderte die Zentrifugation die
Wiederfindungsrate bei Gullen mit hohem TS um 13,2% bis 20,3% (x =15,8%)
und wurde daher nicht durchgefuhrt. Der Effekt lie® sich jedoch durch Zugabe des
Citratpuffers aufheben, da dadurch die Tetrazykline in Lésung gebracht wurden.
Auch eine Lyophilisierung der Glille brachte keine Vorteile, da bei der anschlie-
Renden Extraktion mit Methanol bzw. Acetonitril keine ausreichenden Wiederfin-
dungsraten erzielt werden konnten (Tabelle 22).

Einen entscheidenden Einfluss auf die Wiederfindungsrate hatte die Wahl der Re-
aktionsgefalie. Bei der Gruppe der Tetrazykline konnte festgestellt werden, dass
die Wiederfindungsraten erheblich reduziert waren (um 23,5% bis 30,4%,
x =27,4%), wenn Glaswaren verwendet wurden. Eine Vorbehandlung der Rea-
genzrohrchen mit einer methanolischen EDTA-L6sung, wie bei SEZENSNY (2001)
beschrieben, konnte diesen Effekt jedoch minimieren. Noch geeigneter erwiesen
sich Polypropylen-Reagenzrohrchen, die daher beim Extraktionsverfahren ver-
wendet wurden; die HPLC-Flaschchen, bei denen nicht auf Kunststoffmaterial
ausgewichen werden konnte, wurden mit methanolischer EDTA-L6sung gespult.

Extraktion

Als Extraktionsmittel erwies sich Ethylacetat als am besten geeignet, da mit ande-
ren Losungsmitteln nur eine geringe Wiederfindungsrate erreicht werden konnte
oder starke Interferenzen bei der Analyse auftraten (Tabelle 22). In Kombination
mit einer zweimaligen Extraktion wurden so Wiederfindungsraten bis zu 79,6%
erreicht. Weitere Wiederholungen der Extraktionsschritte brachten keine
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Verbesserung, da sich hierbei auch der Anteil der die Analyse stérenden Substan-
zen erhohte.

Tabelle 22: Einfluss des Extraktionsmittels auf die Nachweisbarkeit von Chlor-
tetrazyklin

Wiederfindungsrate® von
Extraktionsmittel CTC im Rohextrakt Besonderheiten
[%] (+ SD) [%]

Ethylacetat 79,6 (15,4) -
TBME 56,7 (18,9) Interferenzen

MeOH

MeOH/Reinstwasser - Starke Interferenzen
ACN

ACN/Reinstwasser - Starke Interferenzen

* Mittelwert aus 5 Wiederholungen
- keine Quantifizierung maoglich

Aufreinigung

Da der Rohextrakt noch zu viele Verunreinigungen enthielt, wurde im Anschluss
an die Extraktion mit Ethylacetat eine Flussig-Flissigtrennung mit Hexan mit einer
Festphasenextraktion (StrataX-Saulen, polymerbasiertes Material) kombiniert. Da-
durch konnten die meisten Verunreinigungen abgetrennt und so stérende Interfe-
renzen reduziert werden.

3.2 Methodenfindung zum Nachweis von Sulfonamiden und weiteren An-
tibiotika
Da die Methode zum Nachweis der Tetrazykline fir die Sulfonamidanalyse auf
Grund zu geringer Wiederfindungsraten nicht geeignet war, wurde sie im Hinblick
auf die Wahl des Puffers modifiziert. Es zeigte sich, dass mit einem Sérensenpuf-
fer mit dem pH-Wert 7,0 die besten Ergebnisse bei der anschlieRenden Extraktion
mit Ethylacetat erzielt werden konnten. Allerdings war eine grof3ere Puffermenge
notig, um den gewunschten pH-Bereich fur die Extraktion der Gulle sicherzustel-
len. Die Extraktionsmittelmenge wurde entsprechend erhoht, um so die Wiederfin-
dungsraten um bis zu 20% zu erhdhen. Durch die Vielzahl der Verbindungen im
Bereich der Sulfonamide (15 Verbindungen) war hinsichtlich des eingestellten pH-
Wertes ein Kompromiss einzugehen. Im neutralen pH-Bereich konnte fur alle un-
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tersuchten Sulfonamide zufrieden stellende Wiederfindungsraten von 56,8 bis zu
116,9% erzielt werden.

Eine Aufsalzung der Gulle vor der Extraktion mit Natriumchlorid, wie bei HALLER et
al. (2002) beschrieben, brachte hier keine verbesserten Wiederfindungsraten.
Ansonsten zeigte sich in den Vorversuchen, dass die weiteren Aufreinigungs-
schritte von der Tetrazyklinanalyse tUbernommen werden konnten, bis auf den Un-
terschied, dass die HPLC-Flaschchen nicht mit methanolischer EDTA-L6sung ge-
spult werden sollten, da sonst verminderte Wiederfindungsraten (um 12,3% bis
15,0%, x =13,2%) zu beobachten waren.
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4 Methodenvalidierung (Wiederfindungsraten/Bestimmbarkeitsgrenzen)

41 Tetrazykline

Das Chromatogramm einer CTC-haltigen Gulle zeigte neben dem Peak von Chlor-
tetrazyklin zwei weitere kleinere Signale, die sich nicht als Interferenz durch die
Matrix erklaren lieRen (Abbildung 25). Dies war sowohl bei artifiziell kontaminierter
als auch bei ,natirlich produzierter” Chlortetrazyklin-haltiger Gulle der Fall.

Sid_CTC
oy - jaze 4R 43805
Chlortetrazyklin-Standard P
5 - h! m/z 479
.II__ 472 | 1484
", |
| m/z 462
‘.-;J-i! N 3 .
14.8 H"ﬁ-
- — f m/z 444
ey — g
11,00 1300 03,00 14.00 15,00 T i
““'3 Chlortetrazyklin-haltige Giilleprobe o
1 . m/z 479
oy T -
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Wi I 1240 g e b * ;1 _J8 52
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_____ -
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m/z 462
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Abbildung 25: Chromatogramme eines Chlortetrazyklin (CTC)-Standards, einer
CTC-haltigen und einer CTC-freien Probe (m/z 479,462,444)
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Ein Vergleich dieser Peaks mit denen der Standardverbindungen zeigte, dass die
beiden kleineren Peaks von 4-Epi-Chlortetrazyklin stammen. Zusatzlich fallen die
Retentionszeiten des Iso-Chlortetrazyklins mit denen des 4-Epi-Chlortetrazyklin
zusammen (Abbildung 21). Daher konnte auf Grund der fehlen Abtrennbarkeit und
der Signaluberlagerung keine weitere Unterscheidung gemacht werden. Bei den
Gehalten ist somit der Gesamt-Chlortetrazyklingehalt (CTC, Epi-CTC, Iso-CTC)
angegeben. Semiquantitative Bestimmungen (artifiziell kontaminierter Proben und
Feldproben mit Konzentrationen Uber 1 mg/kg) zeigten, dass der Anteil an unver-
andertem Chlortetrazyklin bei durchschnittlich 40% lag.

In Tabelle 23 sind die mittleren Wiederfindungsraten der Tetrazykline in den ver-
schiedenen Konzentrationsstufen dargestellt. Die Bestimmbarkeitsgrenze, definiert
als die niedrigste mit bestimmter Prazision und Richtigkeit ermittelte Konzentrati-
on, lag bei 0,1 mg/kg.

Tabelle 23:  Wiederfindungsraten fur Tetrazykline in Gulle bei verschiedenen

Konzentrationsstufen
Substanz Mi;[:]e:jrjn\/gVi[eo/(:]er- Wiederfindung* (£ SD) [%]
5 mg/kg 0,5 mg/kg 0,1 mg/kg
Chlortetrazyklin™ 75,3 75,8 (7,5) 79,6 (6,4) 70,7 (5,6)
Tetrazyklin 70,3 70,1 (8,6) 73,5(4,7)  67,3(8,7)
Oxytetrazyklin 67,0 68,5 (5,4) 69,0 (7,3) 63,4 (4,9)
Doxyzyklin 60,5 64,5 (3,5) 59,3(8,9) 57,6 (9,3)

* Mittelwert aus 5 Wiederholungen
** Gesamt-Chlortetrazyklin

Durch die entwickelte Methode wurden mittlere Wiederfindungsraten von 60,5%
bis 75,3% erreicht. Die Nachweisgrenze, die die kleinste noch detektierbare Kon-
zentration darstellt, bis zu der Gehalte noch quantitativ erfassbar sind, lag fur die
Analyse von Chlortetrazyklin und Doxyzyklin bei 0,05 mg/kg, fur Tetrazyklin bei
0,04 mg/kg und flr Oxytetrazyklin bei 0,06 mg/kg.
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4.2 Sulfonamide

In Abbildung 26 ist exemplarisch jeweils ein Chromatogramm einer Sulfadiazin-
und Trimethoprim-haltigen Glille aufgezeichnet.
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Abbildung 26: Chromatogramme einer Sulfadiazin/Trimethoprim-haltigen Gille

Bei der Analyse der Sulfonamide wurden mittlere Wiederfindungsraten von 61,5%
bis 105,4% ermittelt (Tabelle 24). Fur Sulfamethazin, N4-Acetyl-Sulfamethazin,
Sulfamerazin, Sulfamethoxazol und Sulfadimethoxin wurde eine Nachweisgrenze
von 0,02 mg/kg erreicht. Bei den weiteren Sulfonamiden lag sie in HOhe der Be-
stimmbarkeitsgrenze (0,05 mg/kg).
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Tabelle 24:  Wiederfindungsraten fur Sulfonamide und Trimethoprim in Gille bei
verschiedenen Konzentrationsstufen

Substanz Mi;;Le(jrSn\éVi[%;j]er- Wiederfindung* (£ SD) [%]

5 mg/kg 0,5mg/kg 0,1mg/kg 0,05 mg/kg
Sulfadiazin 84,9 86,7(94) 794(74) 71,4(13,3) 102,0(6,0)
A AT 90,6 98,3 (3,2) 957(86) 87,1(94) 81,1(65)
Sulfathiazol 87,2 72,9 (4,0) 96,0(9,4) 951 (12,3) 84,8(7,0)
Sulfamethoxazol 90,0 749 (7,2) 66,2(6,9) 107,2(10,5) 111,3 (10,2)
Sulfaguanidin 61,5 56,8 (10,5) 60,1 (5,4) 67,5(5,3) -
Sulfamerazin 88,3 84,1(6,6) 857(7,1) 98,2(7,00 850(7,9)
Sulfamethazin 105,4 94,9 (6,3) 110,3(5,9) 115,0(7,5) 101,6 (1,8)
Sulfadimethoxin 86,5 70,7 (5,0) 60,8 (4,1) 100,3 (7,7) 115,2(7,6)
Sulfochloro- 94,0 81,5(7,5) 89,1(36) 92,5(13,7) 113,2(9,8)
pyridazin
Sulfamethoxy— 87,5 71,8 (6,4) 69,6 (55) 114,2(20.9) 945 (62)
pyrazin
Sulfameter 86,1 70,3(6,2) 68,2(3,1) 112,8(15,4) 93,2 (1,9)
Sulfadoxin 95,9 85,6 (6,3) 827(53) 98,3(8,2) 116,9(9,1)
Sulfaphenazol 97,7 98,1(9,7) 101,7 (10,5) 99,1 (12,7) 84,1 (6,6)
Sulfisomedin 82,7 74,6 (10,9) 115,0(7,9) 58,5(7,8) -
Sulfapyridin 93,0 92,7(9,8) 798(55) 104,8(16,1) 94,7 (4,3)
Trimethoprim 91,0 98,2 (17,3) 982 (7,6) 83,3(7,3) 84,4(7,8)

* Mittelwert aus 5 Wiederholungen
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4.3 Weitere Antibiotika

Die mittleren Wiederfindungsraten fur die weiteren untersuchten Antibiotika lagen
zwischen 71,9% und 90,7% (Tabelle 25). Fur Florfenicol und Tiamulin lag die
Nachweisgrenze bei 0,02 mg/kg, flr Enrofloxacin bei 0,1 mg/kg.

Tabelle 25: Wiederfindungsraten fur Florfenicol, Enrofloxacin, Tiamulin in Gulle
bei verschiedenen Konzentrationsstufen

Mittlere Wieder- Wiederfindung* (£ SD) [%]
Substanz finduna [%
indung [2] 5 mg/kg  0,5mgkg 0,1 mgkg 0,05 mglkg
Florfenicol 75,2 79,1 (5,3) 64,7(10,9) 69,3(2,6) 88,0(3,8)
Enrofloxacin 71,9 55,9(8,1) 97,0 (2,6) 62,8 (5,5) -
Tiamulin 90,7 90,5(8,3) 98,1(12,3) 81,1(8,5) 93,2(5,1)

* Mittelwert aus 5 Wiederholungen
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5 Ergebnisse der Lagerungsversuche

5.1 Lagerverhalten von Chlortetrazyklin in Giille

Die Lagerung chlortetrazyklin-haltiger Gulle unter Laborbedingungen bei -20°C
bzw. 7°C fuhrte binnen 5 Monaten zu keinem Abbau.

In einem weiteren Versuchsansatz wurde dotierte und ,natlrlich kontaminierte®
Chlortetrazyklin-haltige Gulle in zwei Konzentrationsstufen bei 7°C Uber einen
Zeitraum von 32 Wochen gelagert. Auch hier konnte weder ein Abbau im be-
obachteten Zeitraum noch ein Unterschied zwischen ,naturlich kontaminierter”
Gulle und den dotierten Proben festgestellt werden (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Einfluss der Lagerdauer auf den ,Gesamt-CTC-Gehalt“ in Gulle
(Lagertemperatur 7°C, = SD, n=5)
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5.2 Lagerverhalten von Sulfonamiden in Giille

Das Lagerverhalten von Sulfadiazin und Trimethoprim wurde Uber einen Zeitraum
von 32 Wochen bei einer Temperatur von 7°C Uberpruft. Zum einen wurde ,natur-
lich produzierte® Gulle verwendet, zum anderen dotierte Gllleproben in zwei Kon-
zentrationsstufen.

Wie in Abbildung 28 ersichtlich, wurde die Konzentration von Sulfadiazin in der
nativen Probe innerhalb von einer Woche um 37,5% reduziert. Ein vergleichbares
Resultat wurde in der hoch dotierten Probe erzielt (Reduktion um 28,0%). In den
folgenden Wochen der Lagerung nahm diese Konzentration nicht weiter ab. In der
niedrig dotierten Probe war insgesamt kein Abbau festzustellen.
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Lagerungsdauer [Wochen]

Abbildung 28: Einfluss der Lagerdauer auf den Gehalt an Sulfadiazin in Guille
(Lagertemperatur 7°C, + SD, n=5)
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Eine Bildung des N4-Acetyl-Metaboliten des Sulfadiazin konnte lediglich in Gille
von mit Sulfadiazin behandelten Tieren nachgewiesen werden; hieraus kann ge-
schlossen werden, dass der Metabolit im Tier gebildet wurde (Abbildung 29). Do-
tierte Gulleproben, zeigten dagegen bei Aufzeichnung der charakteristischen
lonenmassen zur entsprechenden Retentionszeit kein Signal.

Eine Quantifizierung war jedoch nicht moglich, da die Konzentration des aus Sul-
fadiazin synthetisierten Vergleichsstandards nicht bekannt war.

S1d_WN45D0501 12a Sm (53, 2x5) 3 5IR of 4 Channgls ES+
10.10 TIC
100 579157 1.5806
Araa
N4-Acetyl-Sulfadiazin
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3
ST W 15 358 ol 4 Cr 15 ES4
9.90 TG
e 555100 77005
Giille von Tieren, die
mit Sulfadiazin
» behandelt wurden
3 A A PESE—— -
spl_Wol a 3. SIR of 4 Chamnngls E
o 1977 TiC
17.57
Gdlle, die mit 17 96
Sulfadiazin dotiert 16.95 18.00
" wurde 16.35
13.62 1540 18.00
251 3.04 12,60
3 Tima
2.00 o0 6.00 10,00 12.00 14,00 16.00 18,00

Abbildung 29: Chromatogramme eines N4-Acetyl-Sulfadiazin Standards und sul-
fadiazinhaltiger Gulle
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Bei dem Wirkstoff Trimethoprim war ein starker Abbau innerhalb von vier Wochen
zu beobachten. Spuren blieben jedoch auch noch nach 32 Wochen nachweisbar

(Abbildung 30).
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Abbildung 30: Einfluss der Lagerdauer auf den Gehalt an Trimethoprim in Gulle
(Lagerungstemperatur 7°C, + SD, n=5)

In einem weiteren Lagerungsversuch im Labormal3stab wurde das Verhalten der
Sulfonamide bei unterschiedlichen Lagerungstemperaturen (-20°C; 7°C, Raum-
temperatur) Uber einen Zeitraum von 16 Wochen untersucht. Hierbei verhielten
sich nicht alle Sulfonamide gleich (Tabelle 26). So konnte bei Sulfamethazin oder
Sulfaguanidin bei keiner der Uberpruften Temperaturen eine Konzentrationsreduk-
tion beobachtet werden. Andere Verbindungen wurden jedoch innerhalb von
16 Wochen zumindest teilweise reduziert. Dies geschah bei Raumtemperatur
meist schneller als bei niedrigeren Lagerungstemperaturen (7°C). Im gefrorenen
Zustand (-20°C) fand kein Abbau statt.
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Tabelle 26:  Abbaurate [%] von verschiedenen Sulfonamiden und weiterer Anti-
biotika in Giille innerhalb von 16 Wochen bei unterschiedlichen

Temperaturen
Sub Mittlerer Abbau (n=5) [%] bei
ubstanz . . Raumtemperatur
-20°C 7°C (o8 20.22°C)

Sulfadiazin 0 0 0
Sulfadimethoxin 0 20 30
Sulfachloropyridazin 5 10 10
Sulfaguanidin 0 0 0
Sulfisomedin 0 0 0
Sulfamerazin 0 0 0
Sulfamethazin 0 0 0
N4-Acetyl-Sulfamethazin 0 60 65
Sulfamethoxazol 0 80 80
Sulfamethoxypyrazin 0 0 0
Sulfaphenazol 0 25 30
Sulfapyridin 0 0 0
Sulfathiazol 0 15 30
Enrofloxacin 20 80 80
Florfenicol 0 75 80
Tiamulin 0 10 25
Trimethoprim 0 70 70

Flar Sulfamerazin konnte, wie auch fur Sulfamethoxypyrazin, Sulfaguanidin, Sulfa-
pyridin, Sulfisomedin und Sulfadiazin, Uber diesen Zeitraum temperaturunabhan-
gig kein Abbau nachgewiesen werden (Abbildung 31).

Im Gegensatz dazu wurde bei z.B. Sulfamethoxazol sowohl bei 7°C als auch bei
Raumtemperatur eine Konzentrationsabnahme beobachtet werden. Bei Raum-
temperatur erfolgte diese schneller. Bei der gefrorenen Probe blieb die Konzentra-
tion konstant (Abbildung 32).
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Abbildung 31: Lagerverhalten von Sulfamerazin in Gulle bei unterschiedlichen
Temperaturen (+ SD, n=5)
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Abbildung 32: Lagerverhalten von Sulfamethoxazol in Gulle bei unterschiedlichen
Temperaturen (x SD, n=5)
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6 Antibiotikagehalte in Schweinegiille

6.1 Antibiotikagehalte der Standardgiillen

Die bei der metaphylaktischen Behandlung (,CTC 100% belapharm, Vechta) ent-
standene Chlortetrazyklin-haltige Gulle wies eine Konzentration von 120 mg Ge-
samt-CTC/kg auf.

Die Glille der Tiere, die mit dem Praparat Antastmon medikamentiert wurden, ent-
hielt 160 mg Sulfadiazin/kg und 1,2 mg Trimethoprim/kg.

6.2 Antibiotikagehalte der Gullen des Ruckstandsmonitorings

6.2.1 Vorkommen von Tetrazyklinen

In 140 Proben (37%) konnte bei einer Bestimmbarkeitsgrenze von 0,1 mg/kg
Chlortetrazyklin nachgewiesen werden. Tetrazyklin konnte in 111 Proben (29%)
nachgewiesen werden. In 16 Proben (4%) konnte Oxytetrazyklin mit Gehalten
zwischen 0,1 bis 0,9 mg/kg (Median 0,14 mg/kg) detektiert werden. Doxyzyklin
fand sich in 5 Proben (1%) in Konzentrationsbereichen zwischen 0,1 und
0,7 mg/kg (Tabelle 27). Die Werte wurden nicht um die Wiederfindungsrate korri-
giert.

Tabelle 27: Vorkommen von Tetrazyklinen in Schweinegullen (N=380)

Positive Befunde' Konzentrationen [mg/kg]
Substanz ) )

[n] [%] Median*  Streuung (min-max)
Chlortetrazyklin 140 37 0,34 0,1 -50,8
Tetrazyklin 111 29 0,68 0,1 - 46,0
Oxytetrazyklin 16 4 0,14 0,1- 09
Doxyzyklin 5 1 0,38 0,1- 0,7

"(>0,1 mglkg)
* positive Befunde

Der kumulativen Haufigkeitsverteilung der jeweiligen Konzentrationen oberhalb
der Bestimmbarkeitsgrenze (Abbildung 33) kann entnommen werden, dass ca.
11% der Befunde Uber 1 mg/kg Chlortetrazyklin enthielten, 8% der Proben lagen
im Konzentrationsbereich Uber 2 mg/kg. Bei der Tetrazyklinanalyse lagen ca. 13%
der Proben im Konzentrationsbereich Uber 1 mg/kg.
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Abbildung 33: Kumulative Haufigkeitsverteilung der Tetrazyklingehalte in Schwei-
negullen (N=380)

Eine Betrachtung der Konzentration bezogen auf die Betriebstypen und -gréf3en
ist in Abbildung 34 dargestellt. Der Median der positiven Befunde aller Proben lag
bei 0,3 mg/kg.

Bei den groRen Betriebsgrolien lag der Median der Chlortetrazyklingehalte hoher
als bei kleineren Betriebsformen. Zwischen den Betriebsformen Mast und Zucht
lieRen sich keine deutlichen Unterschiede in den Medianwerten feststellen.

Bei der Analyse auf Tetrazyklin zeigte sich zwar ein ahnliches Bild (Abbildung 35),
tendenziell wiesen die Medianwerte zwischen den beiden Betriebsgrofien eines
Betriebstyps aber keine so grofden Unterschiede auf wie bei Chlortetrazyklin.
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Abbildung 34: Verteilung der positiven Chlortetrazyklinbefunde in Gulle in Abhan-
gigkeit von Betriebstyp und -gro3e (Boxplot)
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Abbildung 35: Verteilung der positiven Tetrazyklinbefunde in Gulle in Abhangig-

keit von Betriebstyp und -gréf3e (Boxplot)
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Die Einteilung der Tetrazyklingehalte wurde in Anlehnung an die Empfindlichkeits-
pradikatklassen der MHK-Werte fur Tetrazykline (DIN 58940-4-Beiblatt 1:2004-02)
vorgenommen (<0,1 mg/kg; [0,1 mg/kg bis 0,5 mg/g; 0,5 bis 1 mg/kg]; 1 mg/kg bis
4 mg/kg; =4 mg/kg). Auch hier war ersichtlich, dass sich der grof3te prozentuale
Anteil der Proben im Konzentrationsbereich zwischen 0,1 mg/kg und 0,5 mg/kg
Frischmasse befand (Abbildung 36). In 4,7% der Proben konnte Chlortetrazyklin in
Konzentrationen Uber 4 mg/kg detektiert werden.
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Abbildung 36: Verteilung der Befunde an Chlortetrazyklin (,Gesamt-CTC*) auf
ausgewahlte Konzentrationsbereiche

Bei differenzierter Betrachtung der BetriebsgroRen zeigte sich, dass bei Mast-
oder Zuchtbetrieben ein gleich hoher Prozentsatz der grol3en Betriebe (6,7%) in
die hochste Konzentrationsklasse (lUber 4 mg/kg) fiel. Bei den kleinen Betrieben
lag dieser Anteil bei unter 3%. Auch im Anteil der negativen Befunde war Uber alle
Betriebstypen ein Unterschied zwischen den grofden und kleinen Betrieben zu er-
kennen. Dieser Unterschied war bei den Mast- und Gemischtbetrieben auf dem
Signifikanzniveau 0,1% signifikant (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Prozentuale Verteilung CTC-positiver Befunde auf ausgewahlte
Konzentrationsbereiche

FUr Tetrazyklin spiegelt sich ein sehr ahnliches Bild wider (Abbildung 38). Bei den
kleineren Betrieben war der Anteil der negativen Befunde unterhalb der Bestimm-
barkeitsgrenze (0,1 mg/kg) signifikant hdher (Signifikanzniveau 0,05%) als bei den
grolen Betrieben. Im Konzentrationsbereich Uber 4 mg/kg unterschieden sich die

BetriebsgroRen der Mastbetrieben, nicht jedoch die der Zuchtbetrieben, signifi-
kant.



84

D Ergebnisse

0o B8 0 oy [EXE 2§ -
- Py = ; i 82 8,5
X 90 | — 100 '
g 8oy 16,7
2 Fa ' 253
b 60
= <l
= i a0z - 898"
c - 5
g 71,4t
5 30+ i 58,7
= E e 55,1 = ;
£ .
& LY -
=
= 10
<
0
klein groB klein groB3 klein groB3
(n=43) | (n=289) (n=40) (n=75) (n=49) (n=284)
Mast Zucht Gemischt
O< 0.1 makg B0,1-1,0 mgka 01,0 - 4,0 mg/kg Oz 4,0 mgkg

* signifikanter Unterschied innerhalb eines Betriebstyps (Chi>-Test, a = 0,1)
** signifikanter Unterschied innerhalb eines Betriebstyps (Chi®-Test, a = 0,05)

Abbildung 38: Prozentuale Verteilung TC-positiver Befunde auf ausgewahlte
Konzentrationsbereiche

6.2.2 Vorkommen von Sulfonamiden

In den Proben des Giullemonitorings konnten Sulfamethazin (+ N4-Acetyl-
Sulfamethazin), Sulfadiazin (+ N4-Acetyl-Sulfadiazin), Sulfamerazin (+ N4-Acetyl-
Sulfamerazin), Sulfathiazol, Sulfamethoxazol und Sulfadimethoxin nachgewiesen
werden. Die prozentualen Anteile der positiven Befunde und Angaben zu den ge-
messenen Konzentrationsbereichen sind in Tabelle 28 dargestellt.

In 181 Proben (48%) konnte Sulfamethazin, in 117 Proben (31%) der N4-Acetyl-
Metabolit bestimmt werden (> 0,05 mg/kg). Sulfadiazin konnte in 19 Proben nach-
gewiesen werden. Fir die weiteren Sulfonamide (Sulfaguanidin, -pyridazin, -doxin,
-isomedin,- pyridin, und Sulfameter) und Trimethoprim konnte mit den gewahlten
Methoden (Bestimmbarkeitsgrenzen siehe Tabelle 24) kein positiver Nachweis
erbracht werden.
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Tabelle 28: Vorkommen von Sulfonamiden in Schweinegulle (N=380)

Positive Befunde

Konzentration [mg/kg]

Substanz

[n] [%] Median*  Streuung (min-max)
Sulfamethazin 181 48 0,12 0,05 - 38
N4-Acetylsulfamethazin 117 31 0,01 0,05 - 27
Sulfadiazin 19 5 0,78 01 - 5
N4-Acetylsulfadiazin 19 5 - -
Sulfamerazin 7 2 0,15 0,7 - 0,9
N4-Acetylsulfamerazin 5 1 -** -
Sulfamethoxazol 3 1 0,05 0,05 - 0,05
Sulfathiazol 5 1 0,07 0,05 - 0,1
Sulfadimethoxin 5 1 0,19 0,05 - 0,6

(< 0,05 mg/kg)
* positive Befunde

** Gehaltsbestimmung nicht moglich, da kein quantitativer Standard erhaltlich
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Aus der kumulativen Haufigkeitsverteilung der Sulfonamidanalyse (Abbildung 39)
wird der geringe Anteil hochbelasteter Proben ersichtlich. Wahrend bei der Unter-
suchung der Giullen auf Tetrazykline ca. 92% der Proben Werte unter 2 mg/kg
aufwiesen waren dies bei den Sulfonamiden 97 bis 99%.
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Abbildung 39: Kumulative Haufigkeitsverteilung der Sulfonamidgehalte in
Schweinegulle (N=380)

Die Verteilung der positiven Befunde von Sulfamethazin und dessen N4-Acetyl-
Metaboliten auf die einzelnen Betriebsformen ist in Abbildung 40 abgebildet. Die
Mediane der kleinen und gro3en Mastbetriebe lagen hier sehr nahe zusammen
(ca. 0,1 mg/kg). Im Gegensatz dazu lag der Median der grof3en Zuchtbetriebe
deutlich héher. Bei den Gemischtbetrieben war diese Tendenz ebenfalls zu be-
obachten, jedoch in geringerem Ausmal3.



D Ergebnisse

87

= 100
B 70
[e)]
50
E
= 30
g 20
3
s 10
% 7
Qo 5
©
k) 3
=
=
N
@ 1
c
3 0,7
£ 0,5
@©
= 0,3
=]
n 0,2
~
£
§ 01
c 0,07
© 0,05
g \
£
=]
n

O 50% der Werte (Sulfamethazin)

X Extremwerte

O 50% der Werte (Sulfamethazin-Metabolit)

X
¢ Mittelwert
X . [ —
— Median —
A X
X ;g X
X X
3 o
Z X - 5); < § X
? ¢ T i
;2 T -l | | X X
L <o
E— —1 L < T i
klein ‘ grof} klein grof} klein grof}
Mast Zucht Gemischt

Abbildung 40: Verteilung der positiven Sulfamethazin/N4-Actetyl-Sulfamethazin

(Metabolit)-Gehalte in Abhangigkeit von Betriebstyp und -gréflie

(Boxplot)

Generell lagen die detektierten Sulfonamidgehalte der unter denen der Tetra-

zyklinbestimmung. So konnten lediglich in 2,2% der grof3en Mastbetriebe Konzent-
rationen Uber 4 mg/kg (Sulfamethazin) nachgewiesen werden. Bei den ubrigen

Betriebstypen wurde diese Konzentrationsstufe nie erreicht. Ein signifikanter Un-

terschied der negativen Befunde zwischen den Betriebsgrofien war lediglich bei

den Gemischtbetrieben zu verzeichnen (Signifikanzniveau 0,05%) (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Prozentuale Verteilung Sulfamethazin-positiver Befunde auf aus-

gewahlte Konzentrationsbereiche

In 29 Proben konnte mehr als ein Sulfonamid nachgewiesen werden. Neun Pro-
ben enthielten Sulfamethazin (+ N4-Metabolit) und Sulfadiazin. In 3 Proben konn-
ten sowohl Sulfamethazin (+ N4-Metabolit), Sulfadiazin als auch Sulfamerazin de-
tektiert werden.

6.2.3 Gehalte an weiteren Antibiotika

Die Analyse der Proben auf die weiteren Antibiotika Enrofloxacin und Florfenicol
ergab bei einer Bestimmbarkeitsgrenze von 0,1 mg/kg keine positiven Befunde.
Tiamulin konnte in einer Probe mit einer Konzentration von 0,5 mg/kg nachgewie-
sen werden.
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6.2.4 Betrachtung aller untersuchten Antibiotika

Probenahmezeitpunkt

Die Beprobung wurde auf Grund der schwierigen Witterungsverhaltnisse im
Herbst 2002 im Frahjahr 2003 fortgesetzt. Ein moglicher Einfluss des Probenah-
mezeitpunktes ist in Abbildung 42 dargestellt. Hier wird deutlich, dass im Fruhjahr
ein hoherer Anteil der Proben bei Chlortetrazyklin und Tetrazyklin im Konzentrati-
onsbereich Uber 4 mg/kg lag. Bei Sulfamethazin war dies ebenfalls bei Gehalten
uber 0,5 mg/kg zu beobachten. Der Unterschied im Anteil der negativen Befunde
war bei Chlortetrazyklin und Tetrazyklin jeweils im Herbst signifikant (Signifikanz-
niveau 0,05%). Bei mit Einbeziehung der kleinen Konzentrationsgruppen bei Sul-
famethazin war auch hier ein deutlicher Unterschied sichtbar.
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* signifikanter Unterschied innerhalb eines Betriebstyps (Chi?-Test, a = 0,1}
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Abbildung 42: Prozentuale Verteilung CTC,TC und SMT-positiver Befunde auf
ausgewahlte Konzentrationsbereiche in Abhangigkeit vom jahres-
zeitlichen Beprobungszeitraum
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Mehrfachbefunde

In Tabelle 29 sind die Mehrfachbefunde der Tetrazyklin- und Sulfonamidanalyse
dargestellt. 112 Proben (29,5%) enthielten bei gegebener Bestimmbarkeitsgrenze
keine der untersuchten Substanzen. 135 Proben (35,5%) wiesen einen, 76
(20,0%) zwei Wirkstoffe auf. In 46 Proben (12,1%) konnten drei, in 9 Proben
(2,4%) vier der untersuchten Antibiotika detektiert werden. Zwei Proben (0,5%)
enthielten funf Wirkstoffe.

Wurde nur ein Sulfonamid gefunden, so war dies in nahezu allen Fallen SMT, le-
diglich in vier Fallen wurde ein anderes Sulfonamid detektiert.

Tabelle 29: Mehrfachbefunde Tetrazykline und Sulfonamide
(alle Betriebstypen und Betriebsgroen)

Tetrazykline

negative positive Befunde [n] Summe

Befunde'[n] CTC TC CTC+TC
° negative Befunde? [n] 112 36 33 14 195
T
E o _ 1 Sulfonamid 66 42 13 33 154
g @ E
S £ g 2sSulfonamide 7 5 7 8 27
S % S
» 9 = 3 Sulfonamide 1 0 1 2 4

Summe 186 83 54 57 380

(> 0,1 mg/kg) 2 (> 0,05 mg/kg)

In den folgenden Tabellen (Tabelle 30, Tabelle 31, Tabelle 32) sind diese Befunde
fur die einzelnen Betriebsformen und -groRen dargestellt. Auffallig ist hierbei, dass
die beiden Betriebe mit zwei Tetrazyklinen und drei Sulfonamiden groRe Mastbe-
triebe sind. Auch die 8 Proben mit positiven Vierfachbefunden (zwei Tetrazyklinen
und zwei Sulfonamide) fallen mit einer Ausnahme in diese Klassifizierung.

Die Unterschiede zwischen den Betriebsgrof3en sind bei den Mast- und den Ge-
mischtbetrieben signifikant (Signifikanzniveau 0,05%). Bei den Zuchtbetrieben ist
dieser lediglich auf dem Signifikanzniveau von 0,1% absicherbar.
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Tabelle 30: Mehrfachbefunde Tetrazykline und Sulfonamide (Mastbetriebe)
. Tetrazykline
Betriebstyp: Mast . -
. i negative positive Befunde [n] Summe
Betriebsgrofie: alle 1
Befunde' [n]  CTC TC CTC +TC
o  Negative Befunde’ [n] 30 8 9 6 53
T
€ ¢ _. 1 Sulfonamid 23 22 (1) 4 14 63 (1)
g o=
S £ g 2sSulfonamide 3 1 2 7 13
S % S
®» 9 = 3 Sulfonamide 1 0 0 2 3
Summe 57 31 15 29 132
. Tetrazykline
Betriebstyp: Mast . -
. . negative positive Befunde [n] Summe
Betriebsgrofie: groR 1
Befunde' [n]  CTC TC CTC+TC
o  Negative Befunde® [n] 15 4 9 4 32
T
€ ¢ __ 1 Sulfonamid 11 16 (1) 4 12 43 (1)
g o=
S £ g 2sSulfonamide 2 1 2 7 12
S % S
» 9 = 3 Sulfonamide 0 0 0 2 2
Summe 28 21 15 25 89
. Tetrazykline
Betriebstyp: Mast ’ tive Befund Summe
Betriebsgrofie: klein nega |\1/e positive Befunde [n]
Befunde' [n]  CTC TC CTC+TC
o  Negative Befunde’ [n] 15 4 0 2 21
T
‘€ & _ 1 Sulfonamid 12 6 0 2 20
5 o X
S £ 9 2 Sulfonamide 1 0 0 0 1
S % S
» 9 = 3 Sulfonamide 1 0 0 0 1
Summe 29 10 0 4 43

Werte in Klammern: Positive Befunde ungleich SMT

'(>0,1 mg/kg) 2 (> 0,05 mg/kg)
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Tabelle 31:  Mehrfachbefunde Tetrazykline und Sulfonamide (Zuchtbetriebe)
Tetrazykline
negative positive Befunde [n] Summe
Befunde'[n]  cTC TC  CTC+TC
° negative Befunde? [n] 36 14 16 4 70
T
€ & . 1 Sulfonamid 20 (2) 5(1) 4 10 39 (3)
g o E
S £ g 2sSulfonamide 1 1 3 1 6
S % S
® 9 = 3 Sulfonamide 0 0 0 0 0
Summe 57 20 23 15 115
Tetrazykline
negative positive Befunde [n] Summe
Befunde'[n]  cTC TC  CTC+TC
° negative Befunde? [n] 19 9 14 4 46
T
€ & . 1 Sulfonamid 10 (1) 4 (1) 2 7 23 (2)
g @ E
S £ g 2sSulfonamide 1 1 3 1 6
S % S
» 9 = 3 Sulfonamide 0 0 0 0 0
Summe 30 14 19 12 75
Tetrazykline
negative positive Befunde [n] Summe
Befunde'[n]  CTC TC  CTC+TC
o  Negative Befunde® [n] 17 5 2 0 24
T
E & _ 1 Sulfonamid 10 (1) 1 2 3 16 (1)
s @ =
S 2 8 2sulfonamide 0 0 0 0 0
S % S
» 9 = 3 Sulfonamide 0 0 0 0 0
Summe 27 6 4 3 40

Werte in Klammern: Positive Befunde ungleich SMT

'(>0,1 mg/kg) 2 (> 0,05 mg/kg)
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Tabelle 32: Mehrfachbefunde Tetrazykline und Sulfonamide
(Gemischte Betriebe)
Tetrazykline
Betriebstyp: Gemischt _ -
. .. negative positive Befunde [n] Summe
Betriebsgroflie: alle 1
Befunde' [n] CTC TC CTC+TC
o  Negative Befunde’ [n] 46 14 8 4 72
)
‘€ & _. 1 Sulfonamid 23 15 5 9 52
s @ =
S 2 g 2sSulfonamide 3 3 2 0 8
S G S
» 9 = 3 Sulfonamide 0 0 1 0 1
Summe 72 32 16 13 133
Tetrazykline
Betriebstyp: Gemischt _ -
. .. negative positive Befunde [n] Summe
BetriebsgrofRe: groR 1
Befunde' [n] CTC TC CTC+TC
o  Negative Befunde’ [n] 22 7 5 3 37
)
‘€ & _. 1 Sulfonamid 15 13 5 8 41
s @ =
S 2 g 2sSulfonamide 1 2 2 0 5
S G S
?» 9 = 3 Sulfonamide 0 0 1 0 1
Summe 38 22 13 11 84
Tetrazykline
Betriebstyp: Gemischt r itve Befund Summe
BetriebsgroRe: klein nega |\:e positive Befunde [n]
Befunde [n] CTC TC CTC+TC
o  Negative Befunde’ [n] 24 7 3 1 35
)
€ & _ 1 Sulfonamid 8 2 0 1 11
g @ E
S £ g 2Sulfonamide 2 1 0 0 3
3 G S
?» 9 = 3 Sulfonamide 0 0 0 0 0
Summe 34 10 3 2 49

Werte in Klammern: Positive Befunde ungleich SMT

'(>0,1 mg/kg) 2 (> 0,05 mg/kg)
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In Tabelle 33 sind die Mehrfachbefunde in den gewahlten Konzentrationsberei-
chen (Summe der gemessenen Gehalte) dargestellt.

Naher zu betrachten sind die grau hinterlegten Zahlen. In finf Betrieben konnten
sowohl Tetrazyklin- als auch Sulfonamidgehalte tber 4 mg/kg gemessen werden.
Hierbei handelte es sich um vier gro3e Mastbetriebe (mehr als 221 Masttiere) und
einen grolien Gemischtbetrieb (mehr als 31 Zuchtsauen). In 21 Proben konnte bei
beiden untersuchten Antibiotikagruppen Gehalte zwischen 0,5 und 4 mg/kg detek-
tiert werden. Hierbei handelte es sich um 12 Mast- (11 grof3e, ein kleiner Betrieb),
funf Zucht- (grof3e Betriebe mit mehr als 46 Zuchtsauen) und vier Gemischtbetrie-
be (drei grolRe, ein kleiner Betrieb).

Tabelle 33: Anzahl der Befunde in ausgewahlten Konzentrationsbereichen

Sulfonamidkonzentration [mg/kg]
(Summe aus SMT, ST, SM, SMX, SD, SDM)

0,06-0,1 01-05 0,5—4,0-

S o <0,1 112 42 22 10 0
'c*:g [

% 8 1 19 1
8 § 5 0,1-0,5 39 5 5

S 5 4

c £ ®©

=z = g 0,5-4,0 28 13 16 21 0
>

5 £

s S

o <2 16 4 6 6 5

:
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Mit den beiden entwickelten Multiresidue-Methoden war es mdglich mehrere Anti-
biotika (4 Tetrazykline bzw. 15 Sulfonamide und deren N4-Acetylmetaboliten, Tri-
methoprim, Enrofloxacin, Tiamulin, Florfenicol) ab einer Bestimmbarkeitsgrenze
von 0,1 mg/kg bzw. 0,05mg/kg mit Wiederfindungsraten von 60 -110%
(£ SD 2,6 - 10,9%) in Gllle zu detektieren. Thematisch vergleichbare Arbeiten von
GRAFE (2000) und ENGELS (2004) erzielten Bestimmbarkeitsgrenzen von
0,5 mg/kg bzw. 0,8 mg/kg. HALLER et al. (2002) erreichten bei der Analyse von
Sulfonamiden und Trimethoprim in Gille eine Bestimmbarkeitsgrenze von
0,1 mg/kg.

Durch den Einsatz von Puffern und einer Flussig-Flussigextraktion in Kombination
mit einer Festphasenaufreinigung konnten robuste Prozeduren entwickelt werden,
die der Variabilitdt der Gulle z.B. hinsichtlich des Trockensubstanzgehaltes und
des pH-Wertes Rechnung tragen. Es konnte daher auf aufwendige pH-Einstellung
oder Aufsalzungen, wie in der Literatur bei HALLER et al. (2002) beschrieben, ver-
zichtet werden. Entscheidend bei der Tetrazyklinanalyse erwies sich zudem die
Verwendung von Kunststoff-Reaktionsgefalien bzw. von Glaswaren, die mit einer
methanolischen EDTA-LOsung gespult wurden, um eine Komplexierung zu ver-
meiden. Bei der Analyse der Sulfonamide und der weiteren Antibiotika wurde die
EDTA-Spulung auf Grund reduzierter Wiederfindungsraten unterlassen.

Bei der Analyse von Chlortetrazyklin konnte die epimere Verbindung 6-lso-
Chlortetrazyklin chromatographisch nicht von 4-Epi-Chlortetrazyklin und der Mut-
tersubstanz abgetrennt werden. Da dies sowohl bei Chromatogrammen artifiziell
kontaminierter als auch ,naturlich hergestellter® Chlortetrazyklin-haltiger Gulle zu
beobachten war, handelt es sich vermutlich um Praparationsartefakte; sie kdnnen
jedoch auch schon im Tier bzw. wahrend der Gullelagerung in Abhangigkeit vom
pH-Wert entstehen (GROTE et al., 2004). Bei der Quantifizierung wurde der ,Ge-
samt-CTC-Gehalt® Chlortetrazyklin, 4-Epi-Chlortetrazyklin und 6-Iso-Chlortetra-
zyklin angegeben. Die semiquantitative Auswertung relevanter Chromatogramme
zeigte, dass der Anteil an unverandertem Chlortetrazyklin bei ca. 40% lag.

In Lagerungsversuchen mit Chlortetrazyklin bei Temperaturen von 7°C bzw.
-20°C konnte eine Persistenz Uber einen Zeitraum von sechs Monaten beobachtet
werden. Letzteres ist insofern von Bedeutung, als dass Verluste durch Abbaureak-
tionen bei der Probenaufbewahrung bei -20°C weitestgehend ausgeschlossen
werden koénnen. Die bei 7°C ebenfalls beobachtete hohe Stabilitat von Chlortetra-
zyklin bestatigt einerseits die Ergebnisse von GRAFE (2000), regt andererseits
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jedoch an, uber Technologien zur Minderung von Chlortetrazyklin-Gehalten in Gul-
len nachzudenken. Bereits LANGHAMMER (1989) ging auf mogliche Losungen ein,
um den Abbau von relativ stabilen Antibiotikarickstanden zu verbessern. Als Bei-
spiele wurden die Nutzung des mikrobiellen Potenzials durch BelGftung (Ruhren)
oder Frischgullezufuhr und hohere Lagertemperatur genannt. Ergebnisse von
KUHNE et al. (2000) zeigen den Einfluss der Temperatur in Kombination mit einer
Bellftung. Bei Raumtemperatur wurden so Halbwertszeiten von 9 Tagen in unbe-
|Ufteter bzw. 4,5 Tage in bellfteter Schweinegulle erreicht. Hier sind weitere Un-
tersuchungen von groRem Interesse, um Verfahren zur Reduktion der Ruckstan-
de, wie zum Beispiel durch die Nutzung von Biogasanlagen, zu entwickeln.

Bei einem Lagerungsversuch mit ,natlrlich produzierter® Sulfadiazin- und Tri-
methoprim-haltiger Giille wurde bei 7°C innerhalb des Zeitraumes von 32 Wo-
chen eine Konzentrationsreduktion beobachtet. Bei Trimethoprim wurde eine na-
hezu vollstandige Reduktion innerhalb von 3 - 4 Wochen beobachtet. Diese gerin-
ge Stabilitat bestatigt Untersuchungen von PFEIFER et al. (2002) und SCHLUSENER
et al. (2003).

Bei Sulfadiazin war ein starker Abbau von bis zu 50% innerhalb der ersten Woche
zu beobachten. In den darauf folgenden Wochen anderte sich der Gehalt aller-
dings nicht mehr. Bei der naturlich produzierten Gulle stieg im Gegensatz zur do-
tierten Gulle die Konzentration binnen 16 Wochen leicht an. Dies durfte auf einer
Ruckaktivierung von N4-Acetyl-Sulfadiazin beruhen, eine Reaktion die von
LANGHAMMER (1989) beschrieben worden ist. Da kein quantitativer Standard zur
Verflugung stand, konnte die Kinetik dieser Rucktransformation nicht quantitativ
erfasst werden. Darlber hinaus konnte der Anstieg durch eine Spaltung moglicher
Sulfadiazin-Glucuronide begriindet sein. Allerdings wird Sulfadiazin kaum glucuro-
nidiert (Hauptmetabolit ist N4-Acetyl-Derivat) (VREE et al.; 1991), andererseits
werden mit dem Harn ausgeschiedene Glucuronide durch mikrobielle
R-Glucuronidasen in Gulle sehr rasch gespalten. Aus diesen Grunden wurden sie
in der vorliegenden Arbeit nicht naher in Untersuchungen einbezogen.

Unter Laborbedingungen wurde das Abbauverhalten von 13 Sulfonamiden bei
verschiedenen Temperaturen Uber einen Zeitraum von 16 Wochen gepruft. Hier-
bei wurden substanzspezifische Unterschiede festgestellt. Wahrend sich Sulfame-
razin, Sulfamethoxypyrazin, Sulfaguanidin und Sulfisomedin sowohl bei 7°C als
auch bei Raumtemperatur (20 - 22°C) in Gulle als stabil erwiesen, wurde Sulfa-
methoxazol unter diesen Bedingungen um bis zu 80% reduziert. Dabei verlief der
Abbau bei héheren Temperaturen schneller als bei niedrigen. Bei -20°C war ledig-
lich bei Sulfachloropyridazin eine geringfugige Konzentrationsminderung um 5%
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zu beobachten. Alle anderen gepruften Sulfonamide waren stabil, was fur die La-
gerung des Probenmaterials des Monitorings von Bedeutung ist.

Bei weiteren Versuchen zum Abbauverhalten unter Laborbedingungen zeigten
Enrofloxacin und Florfenicol ab einer Lagertemperatur von 7°C eine starke Kon-
zentrationsminderung von bis zu 80% innerhalb von 16 Wochen. Tiamulin wies
hingegen eine hohere Persistenz auf und wurde im Versuchszeitraum bei 7°C nur
um 10% reduziert.

In einem bayernweiten Gullemonitoring wurden 380 Gullen von schweine-
haltenden Betrieben mit den entwickelten Methoden analysiert. In 29,5% der Pro-
ben konnte keine der untersuchten Verbindungen nachgewiesen werden; in 70,5%
wurde mindestens ein Antibiotikum detektiert. Dies weist einerseits auf den weit
verbreiteten Einsatz dieser Verbindungen in der Schweinehaltung hin, anderer-
seits ist es auch Ausdruck der relativ hohen Umweltstabilitat.

In 37% (140 Proben) der untersuchten Proben des Monitorings konnte Chlor-
tetrazyklin, in 29% (111 Proben) Tetrazyklin detektiert werden (Bestimmbar-
keitsgrenze 0,1 mg/kg). Bei Vergleichen mit der Literatur muss die Bestimmbar-
keitsgrenze der jeweiligen Untersuchungsmethoden beachtet werden. Eine Be-
stimmbarkeitsgrenze von 0,8 mg/kg wie bei ENGELS (2004) hatte in der vorliegen-
den Untersuchung den Anteil der positiven Proben sowohl bei Chlortetrazyklin als
auch bei Tetrazyklin auf ca. 13% reduziert. Ahnliches gilt fiir den Median bei
Chlortetrazyklin, der unter dieser Annahme von 0,3 mg/kg auf 2,5 mg/kg ansteigen
wurde und damit in etwa halb so grol3 wie der von ENGELS (2004) ermittelte Wert
von 4,8 mg/kg ware. Dies zeigt den grof3en Einfluss der Bestimmbarkeitsgrenze
auf den ermittelten Median (&hnliches gilt fir das arithmetische Mittel), was bei
dessen Bewertung bei Risikoabschatzungen zu beachten ist.

Die hochsten gemessenen Tetrazyklingehalte der Proben des Gullemonitorings
lagen bei 50 mg/kg (Chlortetrazyklin). Diese Maximalgehalte stimmen mit den
Untersuchungen von GRAFE (2000) und ENGELS (2004) Uberein.

Bei differenzierter Betrachtung zeigten sich Unterschiede vor allem in Abhangig-
keit von der GrofRe der Betriebe. In Betrieben mit mehr als 220 Masttieren bzw.
mehr als 45 Zuchtsauen lagen die Mediane der ,Gesamt-Chlortetrazyklingehalte®
deutlich Uber denen der kleineren Betriebseinheiten. Auch im Anteil der negativen
Befunde war Uber alle Betriebstypen ein Unterschied zwischen den grof3en und
kleinen Betrieben zu erkennen, der bei den Mast- und Gemischtbetrieben signifi-
kant war (Signifikanzniveau 0,1%). Dieser Unterschied ist eventuell durch den er-
héhten Bedarf an Bestandsbehandlungen aus infektionsbiologischen Griinden
(grolRere Tierzahlen erhdhen den Infektionsdruck) oder meta- bzw. prophylak-
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tischen Einsatzen (z.B. Einstallprophylaxen) zu erklaren. Ein deutlicher Unter-
schied zwischen den Betriebstypen (Mast, Zucht, Gemischt) war dagegen nicht
erkennbar.

Die Analyse der Sulfonamidgehalte der Proben des Monitorings ergab positive
Nachweise fur Sulfamethazin, -diazin, -merazin, -thiazol, -methoxazol und
-dimethoxin, wobei die beiden erstgenannten Verbindungen die haufigsten waren.
So konnte in 48% der Proben ein positiver Nachweis fur Sulfamethazin
(> 0,05 mg/kg) erbracht werden, was auf den ersten Blick den Ergebnissen von
ENGELS (2004) aus der Region Weser-Ems (49,3%) entspricht. Unter Berucksich-
tigung der dort erzielten Bestimmbarkeitsgrenze von 0,8 mg/kg ergabe sich flir die
vorliegende Untersuchung allerdings lediglich ein Prozentsatz von 4,7% fur die
positiven Befunde. Der Median der Gehalte lag bei ENGELS (2004) bei 3,8 bzw.
4,3 mg SMT/kg. In der vorliegenden Untersuchung wurde ein Median von 0,12 mg
SMT/kg bestimmt. Unter Berlcksichtigung der héheren Bestimmbarkeitsgrenze
lage er bei 1,6 mg/kg.

Der Konzentrationsbereich von bis zu 38 mg/kg war mit den Ergebnissen von
HALLER et al. (2001) vergleichbar. ENGELS (2004) fand Maximalwerte von 235,1
bzw. 167,0 mg/kg. Resultate der Sulfonamidanalysen von Gillen, die unmittelbar
nach metaphylaktischer Behandlung gewonnen wurden, wurden ebenfalls hohere
Konzentrationen (GroRenordnung: 160 mg/kg) in den Feldproben erwarten lassen.
Die relativ geringen Gehalte kénnten dadurch begriindet sein, dass die Verschrei-
bungshaufigkeit in den letzten Jahren u.a. auf Grund der hohen Stabilitat der Sul-
fonamide reduziert wurde (HEINRITzI, 2005). Hierbei ist anzumerken, dass die Be-
funde auch Ruckstande langer zurtckliegender Behandlungen unter Berucksich-
tung von Verdinnungseffekten darstellen kénnen.

Enrofloxacin und Florfenicol konnten mit der gegebenen Bestimmbarkeitsgren-
ze (0,1 bzw. 0,05 mg/kg) in keiner Probe nachgewiesen werden. Bei Enrofloxacin
kann der Grund hierflr in der mangelnden Persistenz gesehen werden. Diese
wurde bereits mehrfach beschriecben (BAYERISCHES LANDESAMT FUR
WASSERWIRTSCHAFTSAMT, 2004; SCHLUSENER et al., 2003; HALLER et al., 2002) und
konnte auch in der vorliegenden Arbeit im Laborversuch bestatigt werden. Auch
Florfenicol besitzt nur eine verminderte Stabilitat und wird zudem in geringem Um-
fang angewandt, was sich u.a. mit der Applikationsart (intramuskular) erklaren
lasst, da Injektionspraparate meist nur zur Einzeltierbehandlung eingesetzt wer-
den. Tiamulin konnte lediglich in einer Probe in geringer Konzentration
(0,5 mg/kg) gefunden werden. Diese Verbindung erwies sich zwar im Laborver-
such als relativ stabil, wird jedoch selten eingesetzt. Auch bei SCHLUSENER et al.
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(2003) war die detektierte Menge nur sehr gering (0,05 mg/kg), was die Autoren
mit Verdunnungseffekten begrinden.

Bei der Betrachtung aller untersuchten Antibiotika sind die Mehrfachbefunde von
besonderem Interesse. In zwei Proben konnten funf, in 9 Proben vier der unter-
suchten Wirkstoffe nachgewiesen werden. 12,1% der Proben enthielten drei, 20%
zwei Verbindungen. Dieses Ergebnis verdeutlicht nochmals sowohl die haufige
Anwendung als auch die hohe Stabilitat der Tetrazykline und Sulfonamide. Bei
Betrachtung von Betriebstyp und -grof3e ist auffallig, dass die 11 Proben mit Vier-
bzw. Funffachbefunden mit einer Ausnahme der Kategorie grol’e Mastbetriebe
(Uber 220 Masttiere) zuzuordnen waren, was wiederum fir einen hdheren Bedarf
an Antibiotika in gréf3eren Tierbestanden spricht.

Die Annahme, dass in der Winterperiode, in der vor allem Respirationskrankheiten
haufiger auftreten, Antibiotika verstarkt eingesetzt werden, kann durch die Ergeb-
nisse dieser Untersuchung bei Betrachtung des Beprobungszeitraumes unter-
stutzt werden. So waren die relativen Anteile der Proben in den hohen Konzentra-
tionsstufen im Fruhjahr hoher als im Herbst. Die kirzere Lagerungsdauer kdnnte
ebenfalls ein Grund fur die hdheren Gehalte in diesen Proben sein.

Die moglichen Antibiotikaeintrage bei der Ausbringung der Giulle auf die land-
wirtschaftlichen Nutzflachen kdnnen durch drei Szenarien beschrieben werden.
Eine Diingung, entsprechend 170 kg Stickstoff (N) pro Hektar (z.B. 30 m°,
N-Gehalt 5,7 kg/m®, 7,5% TS), wiirde unter Annahme der Bestimmbarkeitsgrenze
von 0,1 mg/kg zu einem Eintrag von 3 g TC bzw. CTC/ha fuhren, was der Menge
entspricht, die bei einer 3-tagigen Behandlung eines Laufers angewendet wird
(50 kg KG; 20 mg CTC /kg KG, Tag). Der Median der positiven Proben von
0,3 mg/kg (CTC) bzw. 0,7 (TC) wirde Frachten von 9 g CTC/ha bzw. 20,4 g TC/ha
mit sich bringen. Der gemessene Maximalgehalt von 46 mg TC/kg (korrigiert um
Wiederfindungsrate (70%): 59,8 mg/kg) wirde zu 1,8 kg TC pro Hektar fuhren. Bei
CTC lage dieser Wert bei 1,9 kg/ha (CTC max.: 50,0 mg/kg; korrigiert um Wieder-
findungsrate (75%): 62,5 mg/kg). Nach Abzug des epimeren Anteils betrige der
Anteil an unverandertem Chlortetrazyklin 0,8 kg/ha. Ergebnisse von ENGELS
(2004), GRAFE (2000), FEUERPFEIL et al. (1999) und LANGHAMMER (1989) bestati-
gen diese Groflenordung.
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Die von Antibiotika-haltigen Gullen ausgehenden Risiken sind einerseits bezlg-
lich einer Beeinflussung des Okosystems ,Boden“ zu betrachten, anderseits be-
zuglich der Entstehung und Verbreitung resistenter Bakterien.

Was das Okosystem ,,Boden* betrifft, so ist eine Beeinflussung der mikrobiellen
Diversitat durch hohe Antibiotikafrachten nicht auszuschlielen. So wurde in einer
danischen Studie eine Zunahme Tetrazyklin-resistenter Bakterien im Boden nach
einer Dingung mit Schweinegulle beobachtet (SENGEL@V et al., 2003). Nicht un-
erwahnt soll in diesem Zusammenhang bleiben, dass Hinweise auf einen magli-
chen Carry-over von Antibiotika aus dem Boden in pflanzliche Lebensmittel exis-
tieren (BETSCHE et al., 2004).

Bei der Beurteilung der gemessenen Antibiotikagehalte hinsichtlich der Resis-
tenzproblematik bietet sich die Einteilung der aufsummierten Tetrazyklinwerte
(Tetrazyklin und Chlortetrazyklin) in Konzentrationsklassen an, die in Anlehnung
an die Empfindlichkeitspradikatklassen der MHK-Werte flir Tetrazykline (DIN
58940-4-Beiblatt 1:2004-02) vorgenommen wurde (Tabelle 34).

Tabelle 34: Einteilung der Tetrazyklinbefunde (Summe von TC und CTC) in
Schweinegullen (N = 380) in Konzentrationsklassen nach DIN 58940

Konzentrationsklassen Befunde korrigierte Antibakterielle
Summe CTC+TC Befunde* Wirkung
[mg/kg] [%] [%]
<0,1 48,9 48,9 e
subinhibitorisch
0,1-1,0 28,2 31,6
1,0-4,0 13,2 13,2 intermediar
2 4,0 917 6’3

*Gesamt-CTC korrigiert um -60% (= Epimer)

Dabei ist festzustellen, dass 9,7% der Proben Gehalte (= 4 mg/kg) aufwiesen, die
zur Selektion von Tetrazyklin-resistent einzustufenden Bakterien geeignet sind
(KAYSER et al.; 2001; FEUERPFEIL et al., 1999). Selbst bei Korrektur der Chlortetra-
zyklinbefunde auf den aktiven Anteil lag dieser Prozentsatz noch bei 6,3. Hierbei
ist jedoch zu berlcksichtigen, dass die Verschiebung des Verhaltnisses von sen-
siblen zu resistenten Keimen in erste Linie im Gastrointestinaltrakt der Tiere statt-
findet, da dort die Wachstumsbedingungen fiir viele Mikroorganismen aulderor-
dentlich gunstig sind. Wahrend der Glullelagerung durfte Selektionswirkung bei
den Tetrazyklinen nur bedingt greifen, da diese bakteriostatisch wirken. Dies
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bedeutet, dass sensible Keime nicht abgetétet werden. Eine Uberwucherung mit
resistenten Keimen ist deshalb kaum zu erwarten. Dies um so mehr, als dass sich
die Mikroorganismenpopulation in der gelagerten Gulle bereits in der Plateau-
bzw. Absterbephase befinden (GHALY et al., 1989). Diese ,Selbsthygienisierung®
der Gulle (STRAUCH & BALLARINI, 1994) wirkt in gewisser Weise einer Gefahrdung
entgegen.

13,2% der Glllen wiesen Tetrazyklinkonzentrationen (1,0 bis 4,0 mg/kg) auf, die
das Wachstum intermediar einzustufender Bakterien erlauben. Auch diese Kon-
zentrationen sind als kritisch zu betrachten, da sie ebenfalls, wenn auch in gerin-
gem Umfang, den Austausch von Plasmiden und Transposons ausldsen kénnen
(CORPET et al., 1989; DOUCET-POPULAIRE et al., 1991; OHLSEN et al., 2003). Des
Weiteren fordern diese geringen Antibiotikagehalte niedrig-resistente Populationen
gegenuber der sensiblen Flora, was durch Adaptionsprozesse an steigende Kon-
zentrationen zu hohen Resistenzlevels einzelner Keime flihren kann (GEORGE &
LEvY, 1983; MITTLER & LENSKI, 1992; BAQUERO et al., 1997).

Auch Konzentrationen zwischen 0,1 und 1,0 mg/kg sind nicht von vornherein als
unproblematisch einzustufen. Untersuchungen von BURGHARD (2006) ergaben,
dass Gullen mit derartigen Tetrazyklingehalten signifikant mehr Tetrazyklin-Gene
(TetM, TetO) enthalten, als Gullen deren Tetrazyklinkonzentration unterhalb der
Nachweisgrenze lag.
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F Zusammenfassung

Durch die medikamentdse Behandlung von Nutztieren werden Antibiotika unver-
andert oder in metabolisierter Form via Harn und Kot ausgeschieden. Eine Bewer-
tung eines daraus resultierenden Risikos bezuglich der Bildung und Verbreitung
antibiotika-resistenter Bakterienpopulationen in der Umwelt kann nur vorgenom-
men werden, wenn qualitative und quantitative Informationen Uber Antibiotika-
ruckstande in der Gulle vorliegen. Da es zum Vorkommen von Antibiotika in Wirt-
schaftsdingern bisher nur wenige Untersuchungen gab, wurden in dieser Arbeit
sensible und robuste Analysemethoden zum Nachweis umweltrelevanter Anti-
biotika entwickelt und ein bayernweites Monitoring von Schweinegullen durchge-
fuhrt.

Die zwei entwickelten LC-MS-Methoden erfassen folgende 23 Antibiotika: Tetra-
zyklin, Chlortetrazyklin, Oxytetrazyklin, Doxyzyklin, Sulfadiazin, -methazin, -thiazol,
-methoxazol, -guanidin, -merazin, -dimethoxin, -chloropyridazin, -methoxypyrazin,
-meter, -doxin, -phenazol, -isomedin, -pyridin, N4-Acetyl-Sulfamethazin, Tri-
methoprim, Enrofloxacin, Florfenicol und Tiamulin. Das Prinzip der Methoden be-
ruht auf einer Flussig-Flissigextraktion in Kombination mit einer Festphasenex-
traktion. Im Konzentrationsbereich zwischen 0,1 mg/kg bzw. 0,05 mg/kg (Be-
stimmbarkeitsgrenzen) und 200 mg/kg wurden Wiederfindungsraten zwischen
60 und 110% erreicht.

Zur Untersuchung der Stabilitat der untersuchten Verbindungen in Gille wurden
praxisnahe Lagerungsversuche bei 7°C durchgeflihrt. Bei Chlortetrazyklin konnte
nach einer 6-monatigen Lagerung kein Abbau beobachtet werden. Sulfadiazin
wurde in der ersten Woche um 50% reduziert; in der folgenden Lagerungszeit (bis
zu 32 Wochen) war keine weitere Konzentrationsabnahme festzustellen. Tri-
methoprim wurde hingegen innerhalb von zwei Wochen vollstandig abgebaut.

In einem weiteren Lagerungsversuch im Labormal3stab wurde das Verhalten von
13 Sulfonamiden bei verschiedenen Temperaturen (-20°C, 7°C, Raumtemperatur)
Uber einen Zeitraum von 16 Wochen untersucht. Hierbei zeigten Sulfamerazin,
Sulfamethoxypyrazin, Sulfaguanidin und Sulfisomedin im Beobachtungszeitraum
keinen Abbau, wahrend Sulfamethoxazol sowohl bei Raumtemperatur als auch bei
7°C eine Konzentrationsabnahme um bis zu 80% festzustellen war. Diese Reduk-
tion fand bei hoheren Temperaturen schneller statt. Enrofloxacin und Florfenicol
wurden ab einer Lagertemperatur von 7°C innerhalb von 16 Wochen um bis zu
80% abgebaut. Tiamulin hingegen wies eine hohere Stabilitdt auf und wurde im
Versuchszeitraum bei 7°C um 10%, bei Raumtemperatur um 25% reduziert. Eine
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Probenlagerungstemperatur von -20°C fluhrte lediglich bei Sulfachloropyridazin
und Enrofloxacin zu einer geringern Konzentrationsminderung.

In einem bayernweiten Gullemonitoring wurden 380 Glllen von schweine-
haltenden Betrieben mit den entwickelten Methoden analysiert. In 29,5% der Pro-
ben konnte keine der untersuchten Verbindungen nachgewiesen werden; in 70,5%
wurde mindestens ein Antibiotikum detektiert. In zwei Proben konnten 5, in neun
Proben 4 der untersuchten Wirkstoffe gefunden werden.

37% der untersuchten Proben enthielten Chlortetrazyklin, 29% Tetrazyklin, jeweils
in Konzentrationen bis zu 50 mg/kg. Bei der Sulfonamidanalyse konnte in 48% der
Proben Sulfamethazin (0,05 - 38 mg/kg) gemessen werden. Sulfadiazin wurde in
19 Proben (5%) nachgewiesen. Positive Befunde, wenn auch zahlen- und men-
genmalig in nur geringem Umfang, wurden auch fir Oxytetrazyklin, Sulfamerazin,
Sulfathiazol, Sulfamethoxazol, Sulfathiazol und Tiamulin bestimmt.

6,3 bzw. 13,2% der Gullen wiesen Tetrazyklinkonzentrationen auf, die zur Selekti-
on von resistent bzw. intermediar einzustufenden Bakterien geeignet sind.

Unter Bertcksichtigung der Herkunft der Proben ist festzustellen, dass der prozen-
tuale Anteil der Befunde in den hdoheren Gehaltsklassen (=4 mg/kg) bei den gro-
Reren Betrieben (mehr als 220 Masttiere bzw. mehr als 45 Zuchtsauen) hoher
war; zudem wiesen sie einen geringen Anteil an negativen Befunden (unterhalb
der Bestimmbarkeitsgrenze) auf. Auffallig war auch, dass in den im Frihjahr ge-
wonnen Proben haufiger hohere Konzentrationen festzustellen waren, als dies bei
der Herbstbeprobung der Fall war.

Auf Grund der erzielten Resultate sind Antibiotikaeintrage durch Dingung im fol-
genden Rahmen zu erwarten. Tetrazyklinkonzentrationen im Bereich der Be-
stimmbarkeitsgrenze ergaben 3 g/ha, der gemessene Hochstgehalt wirde zu
1,8 kg/ha flhren.
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In the therapy of livestock unchanged or metabolized antibiotics are excreted. Risk
assessment regarding the rise of and spread of antibiotic resistant bacteria-
population in the environment needs qualitative and quantitative information about
antibiotic residues in manure. Up to now, there was only little research into the
occurrence of antibiotics in liquid manure. Therefore, a sensitive and robust
method for the analysis of possible residues was established. Furthermore pig
manure samples from Bavarian farms were collected and analyzed.

Two LC-MS methods were developed to analyse 23 of the most relevant
antibiotics with LC-MS techniques. With these methods following substances can
be detected: tetracycline, chlortetracycline, oxytetracycline, doxycycline, sulpha-
diazine, -methazine, -thiazole, -methoxazole, -guanidine, -merazine, -dimethoxine,
-chloropyridazine, -methoxypyrazine, -meter, -doxine, -phenazole, -isomedine, N4-
acetylated-sulfamethazine, trimethoprim, enrofloxacine, florfenicole and tiamuline.
The methods based on a liquid-liquid-extraction followed by solid phase extraction.
In the range of concentrations from 0.1 mg/kg or 0.05 mg/kg up to 200 mg/kg, re-
covery rates of 60 to 110% were achieved.

In a trial to examine the stability of pharmaceuticals in manure during storage
(storage temperature 7°C) there was no degradation of chlortetracycline during the
term of six months. Sulphadiazine was reduced to 50% after one week, but the
remaining residuals were stable until the end of the trial (32 weeks). Trimethoprim
was degraded completely within two weeks. In another experiment with three dif-
ferent storage temperatures (-20°C, 7°C, room temperature) over a period of
16 weeks all examined sulphonamides were studied. Sulphamerazine, sulpha-
methoxypyrazine, sulphaguanidine and sulphisomedine persisted. Sulpha-
methoxazole was reduced up to 80% at 7°C as well as at room temperature. The
same degradation rate was reached more quickly with higher temperatures than
under cooler conditions of storage. Enrofloxacin and tiamuline were reduced to
20% within 16 weeks at 7°C storage temperature. Tiamuline was more stable; a
reduction of 10% at 7°C, 25% at room temperature could be observed. Only
sulphapyridazine and enrofloxacine showed a small decline at a storage tempera-
ture of -20°C.

In a monitoring 380 pig manure samples from Bavarian farms were collected and
analyzed. In 29.5% of the samples none of the examined antibiotics could be de-
tected. 70.5% contained at least one antibiotic substance. In two samples 5, in
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nine 4 antibiotics could be analyzed. The analysis showed positive findings for
chlortetracycline (37%) and tetracycline (29%) in concentrations up to 50 mg/kg. In
48% of the field samples sulphamethazine was detected (0.05 - 38 mg/kg).
Sulphadiazine was analysed in 19 samples (5%). Oxytetracycline, sulpha-
merazine, sulphathiazole and tiamuline were also detected but only in few sam-
ples and in lower concentrations.

6.3% or 13.2% of the manure samples contained tetracycline concentrations which
could lead to selection of bacteria classified as resistant or intermediate, respec-
tively.

Regarding the type of farming (breeding or fattening farms) or the farm size (large
or small) it could be determined that the percentage of findings with high concen-
trations (= 4 mg/kg) was higher in large scale farms (more than 220 porker/more
than 45 sows) than in smaller ones. Furthermore it was notable that samples
which were acquired in spring showed a higher percentage of high residues, than
those collected in autumn.

The results showed that following charges could be expected by the application of
manure. Concentrations of tetracycline in the range limit of determination would
lead to 3 g/ha; the detected maximum to 1.8 kg/ha.
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I Anhang

Erklarung einer Boxplot-Darstellung

:> ~Extremwerte" (rechnerisch)

- <— upper whisker
upper cut off <
(1,5 x IQR)
> <+— 75%-Quantil
Interquartils- O <«— arithmetischer Mittelwert

abstand (IQR)

<+— Median (50%-Quantil)

>~ l <+— 25%-Quantil

<+— |ower whisker

lower cut off <
(1,5 xIQR)

X <«—  Extremwerte“ (rechnerisch)

Herstellung von N4-acetylierten Sulfonamid-Metaboliten
(nach PFEIFFER et al. (2002))
J Einwaage von 100 mg Sulfonamid, in 6,25 ml Pyridin l16sen
. Zugabe von 0,5 ml Essigsaureanhydrid
. Wasserbad bei 80°C fur 2 Stunden
. Zugabe von 1,25 ml NH4-Losung und 1,25 ml Reinstwasser
o Bei Raumtemperatur 30 Minuten stehen lassen
) Ansauerung auf pH 2 mit Salzsaure (25%)
) Ausschitteln der Losung im Schutteltrichter mit 50 ml Ethylacetat (zweimal)
. Ethylacetatphasen im Schutteltrichter vereinigen und mit 0,1% Essigsaure
(50 ml) ausschutteln
o Wassrige Phase verwerfen, Ethylacetatphase in Schutteltrichter zur Trock-
nung Uberfuhren und 4 g Natriumsulfat hinzufiigen
o Ethylacetat langsam durch das Natriumsulfat aus dem Trichter auslassen
und unter Stickstoff vollstandig niedertrocknen
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Probenbegleitschein des Gillemonitorings

Regierungsbezirk:

Betriebsart**:

Zuchtbetrieb O

Mastbetrieb [

Gemischter Betrieb [

BetriebsgroRe**:

Zuchtbetrieb 10-45 Zuchtsauen u (iber 45 Zuchtsauen u
Mastbetrieb 30-220 Masttiere O (iber 220 Masttiere O
Gemischter Betrieb 7-30 Zuchtsauen [ uber 30 Zuchtsauen [

Gille vor Probennahme aufgerihrt**:
Ja [ Nein U

Sonstige Anmerkungen: (z.B. Biogasqulle)

** Zutreffendes bitte ankreuzen
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Ergebnisse der Antibiotika-Analyse [mg/kg]

Nr Be"ief; Bet;if;fé Ts| ctc| Tc| orc|poxy| smr| S| sD| sm| smx| sT| som
1| Gemischt grob | 26| <BG| <BG| <BG| <BG| 008| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
2 Mast grok | 7,9| <BG| <BG| <BG| <BG| 008| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
3 Mast Kein| 36| <BG| <BG| <BG| <BG| 013| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
4 Zucht Kein| 07| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,09| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
5| Gemischt Kein| 20| <BG| <BG| <BG| <BG| 015| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
6 Mast grob | 7,0| 041| 062| <BG| <BG| 01| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
7| Gemischt grol | 42| <BG| <BG| <BG| <BG| 02| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
8 Zucht Kein| 0,8| <BG| 032| <BG| <BG| 0,26| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
9 Mast groB | 35| 041| <BG| <BG| <BG| 045| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

10| Gemischt grob | 82| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,09| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

1 Zucht Kein| 2,8| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

12 Zucht Kein| 13| <BG| <BG| 0,20| <BG| 008| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

13 Mast Kein| 56| <BG| <BG| <BG| <BG| 019| 00| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

14 Mast grob | 43| <BG| 172| <BG| <BG| 024| 06| <BG| 072| <BG| <BG| <BG

15 Mast grob | 80| <BG| 06| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

16 Zucht groR | 34| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

17| Gemischt Kein| 25| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,06| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

18 Mast grol | 66| 012| 018| <BG| <BG| 0,06| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

19| Gemischt Kein| 31| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,06| 0,07| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

20| Gemischt Kein| 43| 014| <BG| <BG| 021| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

21 Mast groR | 3,3| 2,04| 1,79| <BG| 052| 008| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

22| Gemischt groB | 50| 013| <BG| <BG| <BG| 005| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

23 Zucht Kein| 23| 327| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

24| Gemischt grob | 32| <BG| <BG| <BG| <BG| 05| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

25| Gemischt Kein| 11| <BG| <BG| <BG| <BG| 020| <BG| <BG| 0,86| <BG| <BG| <BG
26| Gemischt groR | 57| 041| <BG| <BG| <BG| 0,16| 007| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
27| Gemischt Kein| 00| 022| <BG| <BG| <BG| 0,51| 009| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

28 Zucht Kein| 06| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

29 Zucht grob| 09| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

30| Gemischt Kein| 47| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,09| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

31| Gemischt grok | 55| <BG| <BG| <BG| <BG| 03| 0,09| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

32 Zucht groB | 1,6| <BG| <BG| <BG| <BG| 00| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

33 Mast groB | 1,8| 1,36| <BG| <BG| <BG| 032| 005| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

34 Mast grob | 49| <BG | 46,02| 0,10| <BG| 38,38 | 27,31| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

35 Mast groR | 07| 098| 014| <BG| <BG| 009| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

36 Zucht grok | 09| <BG| <BG| <BG| <BG| 012| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

37 Zucht grol | 80| 018| <BG| 0,16| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

38 Zucht Kein| 33| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,06| 011| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

39| Gemischt Kein| 32| 016| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,06| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

40| Gemischt Kein| 45| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

41 Mast groB | 1,3| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

42| Gemischt groB | 23| <BG| 029| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

43 Zucht grob | 67| <BG| 14,22 | <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

44| Gemischt grob | 71| 049| 06| <BG| <BG| 008| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

45| Gemischt Kein| 1,4| 015| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

46 Zucht groB | 1,7| <BG| 1,86| <BG| <BG| 08| <BG| 020| <BG| <BG| <BG| <BG

47 Zucht Kein| 12| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,06| 0,07| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

48 Zucht Kein| 2,8| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,09| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
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Nr. Be"ief;l; Bet;‘f;;‘; 1s| ctc| Tc| orc|poxy| smr| J| sp| sm| swx| sT| som
49| Gemischt klein| 1,7| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
50 Zucht grok | 1,9| 022| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,06
51 Zucht klein| 74| 016| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
52| Gemischt kKlein| 1,1| 014| <BG| <BG| <BG| 0,23| 06| <BG| <BG| <BG| 0,08 <BG
53| Gemischt klein| 41| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,05| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
54 Zucht klein| 51| 016| 010| <BG| <BG| 0,07| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
55 Mast klein| 02| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
56 Zucht klein| 02| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
57| Gemischt grok | 1,6| 021| 083| <BG| <BG| 0,06| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
58 Mast klein| 62| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,0| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
59 Zucht grok | 6,6| 911| 661| <BG| <BG| 027| 012| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
60 Mast klein| 11,0| 3,29 | 1537 | 010| 014| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
61 Zucht groR | 54| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
62| Gemischt grok | 3,7| 021| 029| <BG| <BG| 0,06| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
63 Mast grok | 2,7| 018| 071| <BG| <BG| 0,06| <BG| 0,39| <BG| <BG| <BG| <BG
64 Zucht grok| 0,9| <BG| 077| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
65 Mast grok| 7,3| 012| <BG| <BG| <BG| 0,16| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
66 Zucht groR | 1,0| <BG| <BG| <BG| <BG| 009| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
67| Gemischt klein| 4,4| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| 013| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
68| Gemischt klein| 06| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
69 Zucht klein| 04| 057| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
70 Zucht klein| 16| 2,54| <BG| <BG| <BG| 0,06| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
71| Gemischt groR| 22| 019| 1,92| <BG| <BG| 1,73| 0,25| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
72 Zucht klein| 1,0 <BG| 0,75| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
73 Mast grok | 7,0| 025| <BG| <BG| <BG| 05| 012| 506| <BG| <BG| <BG| <BG
74 Mast klein| 45| <BG| <BG| <BG| <BG| 08| 0110| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
75 Zucht klein| 91| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,07| 007| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
76 Mast grok | 2,7| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,07| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
77| Gemischt goR| 12| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
78 Mast klein| 11| <BG| <BG| <BG| <BG| 1,55| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
79| Gemischt grok | 38| <BG| 1,46| 018| <BG| 061| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,19
80 Mast grok | 30| <BG| 015| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
81 Mast grok| 21| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
82 Mast grok | 21| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,20| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
83| Gemischt golR| 13| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
84| Gemischt klein| 1,0| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
85| Gemischt klein| 1,8| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,35| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
86 Mast klein| 70| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
87 Mast grok | 0,7| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,07| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
88 Mast grok | 4,0| 045| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
89 Zucht grok| 1,5| <BG| 0,10| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
90| Gemischt klein| 1,3| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
91 Zucht grok | 2,2| 016| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
92 Mast klein| 7,4| <BG| <BG| <BG| <BG| 007| 013| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
93 Mast grok | 1,3| <BG| 09| <BG| <BG| 010| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
94| Gemischt grok | 11,8 | <BG| 012| <BG| <BG| 042| <BG| <BG| 040| <BG| <BG| <BG
95| Gemischt grok | 1,8| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
96| Gemischt grok | 44| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
97 Mast klein| 08| <BG| <BG| 0,27| <BG| 007| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
98| Gemischt grok | 1,9| <BG| <BG| <BG| <BG| 007| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
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Nr. Be"ief;l; Bet;‘f;;; 1s| crc| Tc| orc| poxy| smt S';\III“:I: sb| sm| smx| sT| spm
99| Gemischt groB | 52| <BG| 3,83| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

100 Mast grob | 22| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,05| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
101| Gemischt grob | 1,3| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
102| Gemischt groB | 7,4| 2,75| 0,19| <BG| <BG| 014| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
103 Mast Kein| 24| 031| <BG| <BG| <BG| 045| 026| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
104 | Gemischt Kein| 05| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
105| Gemischt grob | 52| 082| <BG| <BG| <BG| 045| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
106 | Gemischt grob | 3,3| 048| 042| <BG| <BG| 008| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
107| Gemischt Kein| 05| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
108 Mast grol | 10,7| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
109 Zucht groB | 0,3| 449| 023| <BG| 066| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
110 Zucht grob | 34| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
11| Gemischt grob | 33| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
112 Zucht grol | 49| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
13 Zucht Kein| 30| 013| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
114 Mast grob | 26| <BG| 0,41| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
115 Mast grob | 1,8| 018| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
116 Zucht grob | 05| <BG| 76| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
17 Zucht groR | 0,8| 016| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
118| Gemischt Kein| 1,0| 6,06| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
119| Gemischt groB | 41| 1,55| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
120 | Gemischt grob | 1,4| 043| 460| 011| <BG| 1,47| 1,96| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
121 Zucht groR | 43| 044| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
122 Zucht Kein| 1,8| <BG| 557| <BG| <BG| 0,05| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
123| Gemischt Kein| 07| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
124 Zucht Kein| 17| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,08| 0,05| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
125| Gemischt Kein| 44| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
126 Zucht groR | 05| 1,65| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
127 | Gemischt groB | 7,2| 031| <BG| <BG| <BG| 01| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
128| Gemischt groB | 1,6] 019| <BG| <BG| <BG| 058| <BG| 089| <BG| <BG| <BG| <BG
129 Mast Kein| 46| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
130 Zucht grob | 35| 069| <BG| <BG| <BG| 022| <BG| <BG| <BG| <BG| 093| <BG
131 Mast Kein| 31| 020| <BG| <BG| <BG| <BG| 01| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
132 Zucht grol | 92| 453| 018| <BG| <BG| 053] 046| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
133 | Gemischt Kein| 52| 011| <BG| <BG| <BG| <BG| 00| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
134 | Gemischt Kein| 81| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,05| 015| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
135 Zucht Kein| 05| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
136 Mast Kein| 20| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,06| 014| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
137 Mast Kein| 3,4| 099| <BG| <BG| <BG| 0,09| 010| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
138 Zucht Kein| 15| <BG| <BG| <BG| <BG| 018| 016| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
139| Gemischt Kein| 51| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
140 Mast grob | 7,2| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,08| 007| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
141 Mast Kein| 55| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,08| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
142 | Gemischt Kein| 97| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| 00| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
143 Mast Kein| 80| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,07| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
144 | Gemischt grob | 12,8| <BG| 0,34| <BG| <BG| 0,09| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
145| Gemischt Kein| 38| <BG| 042| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
146 Zucht groR| 07| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
147 | Gemischt Kein| 21| <BG| <BG| <BG| 038 <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
148 Mast Kein| 7,3| <BG| <BG| <BG| <BG| 041| 049| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG




122 | Anhang
Nr. Be"ief;; Bet;‘f;;‘; 1s| crc| Tc| orc| poxy| swmT S';\III“:I: sb| sm| smx| sT| spm
149 | Gemischt groR | 59| <BG| 36| <BG| <BG| 0,35| 0,10| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
150 Mast groB | 1,6| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
151 Mast grob | 94| <BG| <BG| <BG| <BG| 007| 014| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
152 Mast goR | 59| <BG| <BG| <BG| <BG| 007| 0,16| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
153 | Gemischt grol | 63| 015| <BG| <BG| <BG| 00| 012| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
154 Mast Kein| 82| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,06| 014| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
155 Zucht groB | 24| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
156 Mast grob | 77| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,06| 05| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
157 Mast groR | 53| 012| <BG| <BG| <BG| 006| 0,15| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
158 | Gemischt groB | 24| 030| <BG| <BG| <BG| 042| 0,10| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
159 Zucht groB | 14| 047| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
160 | Gemischt groB | 31| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,09| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
161 Zucht Kein| 20| 038| 054| 0412| <BG| 019| 020| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
162 Zucht Kein| 1,8| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
163 Mast grol | 24| <BG| <BG| <BG| <BG| 00| 0,06| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
164 | Gemischt Kein| 69| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
165 Mast Kein| 51| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
166 | Gemischt grob| 03| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
167 | Gemischt Kein| 61| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,07| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
168 Mast Kein| 10,8| 013| 013| <BG| <BG| <BG| 0,07| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
169 Zucht groB | 1,4| <BG| 059| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
170 Mast grob| 1,4| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
171 Mast groR | 1,3| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
172 Zucht groR | 1,2| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,10
173 Zucht groB | 32| <BG| 06| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
174 Zucht grob | 43| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,05| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
175 Mast grob | 28| 0,50| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| 093] <BG| <BG| <BG| <BG
176 Zucht Kein| 05| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
177 Mast groB | 31| <BG| <BG| <BG| <BG| 009| <BG| 040| <BG| <BG| <BG| <BG
178 | Gemischt grol | 64| <BG| 042| <BG| <BG| <BG| 0,05| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
179 Zucht groB | 1,5| <BG| 3,31| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
180 Mast grob | 7,2| <BG| 7,53| <BG| <BG| <BG| 0,08| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
181 Mast Kein| 55| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| 00| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
182 Zucht groB | 1,9| <BG| 058| <BG| <BG| 033| <BG| 081| <BG| <BG| <BG| <BG
183 Mast groB | 34| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
184 | Gemischt groB | 1,9| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
185| Gemischt grob | 24| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
186 Zucht Kein| 23| <BG| 302| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
187 Zucht groB | 21| <BG| 0,21| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
188 Zucht Kein| 03| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
189 Mast grob | 48| <BG| 243| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
190 Mast grob | 53| <BG| 333| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
191 Mast groR | 25| 0,67| <BG| <BG| <BG| 0,77| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
192 Zucht groB | 24| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
193 Zucht groB | 33| 2,27| 045| <BG| <BG| 0,76| 022| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
194 Mast Kein| 37| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,07| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
195 Mast groR | 47| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,08| 007| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
196 Zucht groR | 43| <BG| 064| 013| <BG| 022| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
197 Zucht grol | 30| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
198 Zucht groB | 26| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG




| Anhang 123
Nr. Be"ief;l; Bet;‘f;;; 1s| crc| Tc| orc| poxy| smt S';\III“:I: sb| sm| smx| sT| spm
199 | Gemischt groB | 24| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,06| 007| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
200| Gemischt grob | 32| <BG| <BG| <BG| <BG| 005| 0,11| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
201 Zucht grob | 1,2| 040| 047| <BG| <BG| 08| 0,09| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
202 Zucht groR | 32| <BG| <BG| <BG| <BG| 01| 0,10| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
203 Zucht Kein| 50| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
204 Zucht groB | 1,5| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
205 Mast grob | 49| 047| 1,46| <BG| <BG| 0,06| 007| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
206 | Gemischt Kein| 7,0| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,07| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
207 Zucht groR | 29| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
208| Gemischt groB | 34| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
209 Zucht grob | 25| <BG| <BG| <BG| <BG| 00| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
210 Mast grob | 41| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,07| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
211| Gemischt grob | 45| 1,20 <BG| <BG| <BG| 045| 0,11| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
212 Zucht Kein| 04| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
213 Mast Kein| 94| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
214| Gemischt grob | 52| 313| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,10| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
215| Gemischt grob | 50| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
216 | Gemischt grob | 1,6] 041| <BG| <BG| <BG| 0,71| 065| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
217 Mast groR | 31| 584| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
218| Gemischt groB | 81| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,07| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
219| Gemischt Kein| 82| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,08| <BG| <BG| <BG| 048] <BG| <BG
220| Gemischt grob | 22| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
221 Mast groR | 82| 062| 053] <BG| <BG| 1,36| 067| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
222 | Gemischt groB | 43| 011| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
223 Mast grol | 37| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
224 | Gemischt grob | 32| <BG| 06| 0,87| <BG| 008| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
225| Gemischt Kein| 05| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
226 Zucht groR| 07| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
227 | Gemischt groB | 07| 033| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
228 Zucht Kein| 05| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
229| Gemischt Kein| 42| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
230 | Gemischt grob | 80| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
231 Zucht groR | 1,8| 1812| 060| <BG| <BG| 044| 028| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
232| Gemischt groB | 7,0| 042| <BG| <BG| <BG| 006| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
233 Mast Kein| 49| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| 00| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
234| Gemischt grol | 68| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,11| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
235| Gemischt grob | 90| <BG| <BG| <BG| <BG| 005| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
236 | Gemischt groR | 21| <BG| 068| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
237 | Gemischt Kein| 11| 065| <BG| <BG| <BG| 0,51| 023| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
238 | Gemischt Kein| 7,6] <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
239 Zucht Kein| 11| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
240 Mast Kein| 12| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
241| Gemischt Kein| 87| <BG| 0,11| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
242 | Gemischt groB | 09| 015| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
243 | Gemischt grob | 64| 845| 039| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
244 | Gemischt Kein| 17| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
245| Gemischt grol | 25| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
246 Zucht Kein| 1,2| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
247 Zucht groB | 31| <BG| <BG| <BG| <BG| 007| 005| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
248 Mast Kein| 7,6| 027| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,07| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG




124 | Anhang
Nr. Be"ief;l; Bet;‘f;;‘; 1s| crc| Tc| orc| poxy| swmT S';\III“:I: sb| sm| smx| sT| spm
249 Mast groB | 1,6| <BG| 042| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
250 Zucht groB | 05| <BG| 3,87| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
251| Gemischt Kein| 17,3| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,05| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
252| Gemischt groB | 14| 0412| <BG| <BG| <BG| 027| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
253 Mast Kein| 11| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
254 | Gemischt grol | 25| <BG| 269| <BG| <BG| 005| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
255 | Gemischt grob | 2,6| 045| 1,00| <BG| <BG| 0,08| 005| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
256 Zucht grob | 1,6| <BG| 107| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
257 | Gemischt groB | 1,7| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
258 Zucht Kein| 05| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
259 | Gemischt grob | 23| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,21| 0,06| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
260 Mast Kein| 33| 039| <BG| <BG| <BG| 029| 0,06| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
261| Gemischt grob| 31| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,06| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
262 Mast Kein| 22| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,06| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
263 Mast groR | 42| 3,70| 030| <BG| <BG| 00| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
264 Zucht groB| 09| 0,28| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
265 Mast grob | 44| 098| <BG| <BG| <BG| 042| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
266 Mast grob| 08| 033| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
267 Zucht Kein| 33| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,05| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
268 | Gemischt Kein| 157| 0411| 0,28| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
269 | Gemischt Kein| 10,6| 014| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,05| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
270 Zucht grob | 1,7| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,06| 007| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
271 Zucht Kein| 7,6| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
272 Zucht Kein| 14| <BG| <BG| <BG| <BG| 024 0,06| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
273 Mast Kein| 1,0| 118| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
274 Zucht Kein| 20| 011| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
275 Mast grob | 7,2| 0,33| 034| <BG| <BG| 1,02| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,33
276 | Gemischt groR | 1,7| 042| <BG| <BG| <BG| 01| 009| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
277 Mast grol | 46| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
278 Mast groB | 55| 048| 367| <BG| <BG| 220| <BG| 1,64| <BG| <BG| <BG| <BG
279| Gemischt grob | 36| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,07| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
280 Mast grob | 45| 048| 3,96| <BG| <BG| 007| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
281 Mast groR | 41| 621| 154| <BG| <BG| 3,84| 030| 031| <BG| <BG| <BG| <BG
282 Mast groB | 2,6| 0,73| <BG| <BG| <BG| 060| 021| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
283 Zucht groB | 45| 0,65| 3.98| <BG| <BG| <BG| 0,06| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
284 Mast Kein| 1,4| 092| <BG| <BG| <BG| 2,51| 061| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
285 Zucht Kein| 52| <BG| <BG| <BG| <BG| 010| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
286 Mast groR | 29| 035| <BG| <BG| <BG| 00| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
287 Mast grol | 36| 12,55| 0,76| <BG| <BG| 1,00| <BG| 014| <BG| 059| <BG| <BG
288 Mast groB | 34| 1,26| 349| <BG| <BG| 03| <BG| 4,05| <BG| <BG| <BG| <BG
289 Zucht grob | 1,0| <BG| 1,06| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
290 Mast groB | 51| 0,72| <BG| <BG| <BG| 05| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
291| Gemischt groR | 33| 145| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
292 Zucht groB | 25| 18,33| 0,01| 011| <BG| 069| 018| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
293 Zucht groB | 1,5| 749| 047| <BG| <BG| 04| 014| 012| <BG| <BG| <BG| <BG
294 Zucht grob | 1,9| 1,62| <BG| <BG| <BG| 345| 085| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
295 Mast groR | 29| 1,30| 1,83| <BG| <BG| 049| 027| 078| <BG| <BG| <BG| <BG
296 Mast grol | 2,8| 063| 442| 015| <BG| 058| 0,14| 2.48| 030 <BG| <BG| <BG
297 Zucht groB | 27| 1,00| <BG| <BG| <BG| 004| 053] <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
298 Zucht Kein| 1,4| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| 053] <BG| <BG




| Anhang 125
Nr. Be"ief;l; Bet;‘f;;; 1s| ctc| Tc| orc|poxy| smr| J| sp| sm| swx| sT| som
299 Zucht Kein| 66| 859 28,04| <BG| <BG| 024| 014| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
300 Zucht groB | 2,8| 0410| 0,20 <BG| <BG| 011| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
301 Zucht groR | 2,8| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
302 Zucht groB | 1,9]| 099| 1,41 <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
303 Mast Kein| 2,0 <BG| <BG| 025| <BG| 1,48 022| 013| 001| <BG| <BG| <BG
304 Mast groR | 39| <BG| 1,70| <BG| <BG| 2,56| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
305 Mast groB| 97| 011| <BG| <BG| <BG| 006| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
306 Mast groR | 39| <BG| <BG| <BG| <BG| 010| 06| 048| <BG| <BG| <BG| <BG
307 Mast groR | 65| <BG| 3,15| <BG| <BG| 072| 007| 2,75| <BG| <BG| <BG| <BG
308 Zucht groR | 2,4| <BG| <BG| <BG| <BG| 056| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,53| <BG
309 Mast groR | 4,7| 0413| 10,96| 011| <BG| 10,63| 0,08| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
310 Zucht groB | 1,7| <BG| 0,27| <BG| <BG| 025| 0,05| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
311| Gemischt groB | 31| <BG| <BG| 022| <BG| 075| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
312| Gemischt groR | 1,9| <BG| <BG| <BG| <BG| 008| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
313 Zucht groR | 48| <BG| 0,67| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
314| Gemischt groB | 11,3| <BG| <BG| <BG| <BG| 005| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,74| <BG
315 Mast groR | 46| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
316 Zucht groR | 1,5| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
317 Zucht groR | 2,8| 040| <BG| <BG| <BG| 041| 0,09| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
318 Mast groR | 40| 011| 434 <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
319 Mast groR | 7,2| <BG| 0,24 <BG| <BG| 008| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
320 | Gemischt groB | 2,2| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
321 Zucht groR | 05| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
322 Mast groR | 27| 7,70| 022| <BG| <BG| 007| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
323| Gemischt groB | 1,2| 029| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
324 Mast groB | 2,0| 1,84| 063 <BG| <BG| 006| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,65
325 Mast groR | 2,6| 78| 0,34 <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
326 Mast groR | 30| <BG| 532| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
327 Mast groB | 2,7| 241| <BG| <BG| <BG| 013| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
328 Mast groR | 46| <BG| 1,76 <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
320 | Gemischt groR | 1,8| 033| <BG| <BG| <BG| 012| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
330 Mast groB | 21| 612| 0,14 <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
331 Mast groR | 7,7| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
332 Zucht groB | 1,0| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
333 Mast Kein| 60| 016| <BG| <BG| <BG| 014 008| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
334 Zucht groR | 14| <BG| 065| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
335 Zucht groR | 6,4 | 50,84| 1,80| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
336 Mast Kein| 45| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
337| Gemischt groR | 46| <BG| 0,13 <BG| <BG| <BG| 0,10| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
338 | Gemischt groR | 44| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
339 Zucht groR | 7,2| <BG| 3,33| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
340 | Gemischt groB | 2,5| <BG| 1,23 <BG| <BG| 017| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
341 Zucht groB| 11| <BG| 0,22]| <BG| <BG| 007| <BG| 013| <BG| <BG| <BG| <BG
342 Zucht groR | 1,6| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
343 | Gemischt Kein| 38| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
344 | Gemischt Kein| 99| <BG| 01| <BG| <BG| <BG| 0,06| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
345 Mast Kein| 7,5| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| 007| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
346 | Gemischt klein| 2,9 <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
347 | Gemischt Kein| 6,0| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
348 Mast Kiein| 12,0| 01| <BG| <BG| <BG| <BG| 01| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG




126 | Anhang
Nr. Be"ief;l; Bet;‘f;;‘; 1s| ctc| Tc| orc|poxy| smr| J| sp| sm| swx| sT| som
349 Zucht Kein| 1,0| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
350 | Gemischt Kein| 1,7| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
351| Gemischt groR | 2,6| 0,21| <BG| 043| <BG| 006| 0,05| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
352 Mast groR | 64| 023| <BG| <BG| <BG| 0,08| 0,09| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
353 | Gemischt groR | 3,6| 3,67| 0,13 <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
354 Mast Kein| 12,1 | <BG| <BG| 012| <BG| 027 041| <BG| 0,15| <BG| <BG| <BG
355 Zucht groR | 74| 1,34| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,05| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
356 Mast Kein| 7,9]| 011| <BG| <BG| <BG| 010| 00| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
357 Mast klein| 1,0 <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
358 Zucht groR | 2,6| 1,30| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
359 | Gemischt groR | 82| <BG| <BG| <BG| <BG| 012| 07| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
360 Mast groB | 2,2| 071| 880| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
361 Mast groR | 49| 1,66| <BG| <BG| <BG| 010| 01| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
362 | Gemischt Kein| 31| 014| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
363 | Gemischt groR | 39| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
364 Mast Kein| 7,4| 820| 022| <BG| <BG| 005| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
365| Gemischt groR | 42| 0,20 10,08] <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
366 Mast Kein| 47| 023| 1,48| <BG| <BG| 008| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
367 Mast grol | 43| 016| 494| <BG| <BG| 01| 007| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
368 Mast Kein| 33| <BG| <BG| <BG| <BG| 013| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
369 | Gemischt Kein| 64| 017| 2,81| <BG| <BG| 009| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
370 Zucht groR | 39| <BG| <BG| <BG| <BG| 010| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
371| Gemischt groR | 59| <BG| 13,25| 018| <BG| 2,58| 07| 1,69| 093] <BG| <BG| <BG
372 | Gemischt groB| 1,0| 1,01| <BG| <BG| <BG| 040| <BG| <BG| <BG| <BG| 0,55| <BG
373| Gemischt groB | 2,9| <BG| <BG| <BG| <BG| 006| 0,05| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
374 Mast groR | 2,7| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
375 Mast groB | 32| 051| <BG| <BG| <BG| 021| 01| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
376 Mast groB | 2,9| 419| <BG| <BG| <BG| 007| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
377 Mast groB| 1,7| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
378 Mast groB| 1,5| 025| 021 <BG| <BG| 072| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
379 Mast groR | 2,3| <BG| <BG| <BG| <BG| 009| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG
380 Zucht groR | 2,7| <BG| <BG| <BG| <BG| 082| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG| <BG

BG = Bestimmbarkeitsgrenze: Tetrazykline: 0,1 mg/mg
Sulfonamide: 0,05 mg/kg
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