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1. Einleitung

Die veterindrmedizinische Betreuung der Nutztierbestande bedingt den Ubergang
antibiotischer Wirkstoffe in die Exkremente bzw. den Wirtschaftsdlinger. Auf diesem
Weg kann uber die Ausbringung von Gulle, Kot oder Mist ein Eintrag von Antibiotika
und deren Metaboliten in die Umwelt erfolgen, wo diese substanzspezifisch eine ho-
he Persistenz zeigen konnen. Nicht zu vernachlassigen ist der Eintrag von antibioti-
schen Wirkstoffen aus der humanmedizinischen Anwendung Uber die Ausbringung
von Klarschlammen.

Im Boden unterliegen die Antibiotika physikalischen, chemischen und biologischen
Akkumulations- bzw. Metabolisierungsvorgangen, werden in tiefere Bodenschichten
verlagert oder ausgewaschen. Die beobachtete Dissipation vieler Wirkstoffe ist nicht
bedingt durch Abbau, sondern durch Bindung der Moleklile an Bodenpartikel.
Nichtsdestotrotz kdnnen diese sogenannten bound residues biologisch verwertbar fur
Bodenorganismen, z.B. Regenwurmer, sein (Boxall 2012). Fur Sulfonamide ist eine
allgemeine Mobilitatstendenz belegt, wonach sie mit dem Bodenwasser in Richtung
Grundwassersohle ausgetragen werden (Schwake-Anduschus 2008).

Veterinidrmedizinische Versorgung
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Abbildung 1. Eintrags- und Verteilungspfade der Veterindr- und Humanantibiotika in der Um-
welt (nach Boxall 2012)

Geflugelkot mit Einstreu oder ohne Einstreu ist nach Dingegesetz (DUG) vom
9. Januar 2009 als Wirtschaftsdlinger tierischer Herkunft einzustufen und unterliegt
als Material der Kategorie 2 (hier: unverarbeitete Hihnergulle) den Restriktionen der
Verordnung (EG) Nr. 1069/2009 vom 21. Oktober 2009. Neben einer direkten land-
wirtschaftlichen Nutzung wird ein Teil des Huhnerkotes in Biogasanlagen verarbeitet
und nach erfolgter Vergarung verwertet.



Zusatzlich zu den in Tharingen anfallenden Wirtschaftsdingern wird auch aus ande-
ren Bundeslandern Geflligelkot nach Thuringen verbracht. Fir den Import aus den
Niederlanden ist eine tierseuchenrechtliche Genehmigung vom Thiringer Landesamt
fur Verbraucherschutz (TLV) notwendig.

Geflugelkot unterliegt den Vorschriften des Dungerechts. Wirtschaftsdlnger tierischer
Herkunft durfen nur so ausgebracht werden, dass die aufgebrachte Menge an Ge-
samtstickstoff in einem Landwirtschaftsbetrieb 170 kg je Hektar und Jahr nicht Gber-
schreitet. In Bezug auf die pflanzenbedarfsgerechte Dingung sind die Vorgaben der
Dingeverordnung (DUV) vom 27. Februar 2007 zu berucksichtigen. Nach guter fach-
licher Praxis gilt im Herbst eine Aufbringeobergrenze von 80 kg/ha Gesamtstickstoff
(N). Insgesamt durfen jedoch nicht mehr als 40 kg/ha Ammoniumstickstoff (NH4-N)
aufgebracht werden. Geflugelkot unterliegt nach der Ernte der Sperrfrist, wonach
nach dem 01. November eines Jahres keine Dungemittel mit wesentlichem Gehalt an
verfugbarem Stickstoff auf Ackerland aufgebracht werden durfen.

Geflugelkot kann am Feldrand zum Zweck der Ausbringung kurzfristig gelagert wer-
den. Eine langere Lagerung ist nicht zulassig. Auf unbestelltem Ackerland ist Geflu-
gelkot unverzuglich einzuarbeiten. Importe aus den Niederlanden durfen aus tierseu-
chen-rechtlichen Grinden nicht am Feldrand gelagert werden, sie sind sofort auszu-
bringen und einzuarbeiten.

2015 wurden ca. 7.500 t Geflugelkot aus anderen Bundeslandern und Holland impor-
tiert’. Eine Aufschliisselung nach Herkunft ist nicht méglich. Zusatzlich wurden 2100 t
Pelztierkot importiert. Aus dem Zuchtbericht 2015 - Wirtschaftsgefliigel in Thiiringen?
errechnet sich in Thiringen 2015 ein Anfall von ca. 75.000 t.

Die vorliegende Studie wurde durchgeflhrt, um die Antibiotikabelastung von Wirt-
schafts-diingern aus der Gefligel- und Pelztierhaltung abzuschatzen und die Daten
des Abschlussberichts (Tolzin-Banasch et al. 2015) zur Antibiotikabelastung in Guil-
len, Garresten und Klarschlammen zu erganzen.

! Quelle: Meldung an die TLL entsprechend Verordnung iiber das Inverkehrbringen und Beférdern von Wirt-
schaftsdinger (WDiingV) vom 21.07.2010
2 Bernd Kastner, TLL Jena



2. Ergebnisse und Diskussion

2.1. Antibiotikastatus in Thuringen eingesetzter Wirtschaftsdinger aus der
Gefluigel- und Pelztierhaltung (Untersuchungsergebnisse 2013-2015)

Die im Abschlussbericht (Tolzin-Banasch et al. 2015) zusammengefassten Statusun-
ter-suchungen fur Thuringen wurden durch die Untersuchung von Proben aus der
Geflugel- und Pelztierhaltung erganzt. Es wurden 37 Proben auf Ruckstande von
Veterinarantibiotika analysiert.

Matrix Probenzahl
Hahnertrockenkot 23
Putenmist mit Einstreu 9
Pelztierkot mit Einstreu 2
Hahnchenmist 1
Legehennenkot 1
Hidhnermist 1
Summe 37

Methoden

Das untersuchte Spektrum umfasst 27 Wirkstoffe verschiedener Klassen (Tetracy-
cline, Sulfonamide, Diaminopyrimidine, Macrolide, Lincosamide, Pleuromutiline, Flu-
orchinolone). In einem Screening-Schritt wurde die Anwesenheit von antibiotischen
Kontaminanten erfasst. Die Quantifizierung erfolgte Uber Standardaddition. Aufgrund
der hohen Konzentrationen an Calcium in den Proben aus der Geflugelhaltung,
musste ein alternatives Verfahren zur Probenvorbereitung entwickelt werden. Die
Anwesenheit von zweiwertigen lonen (z.B. Calcium) stort die Extraktion aus der Ma-
trix durch die Bildung von Komplexen mit Wirkstoffen der Gruppe der Tetracycline.
Aus diesem Grund wurde eine Methode etabliert, die durch den Einsatz von Kom-
plexbildnern (EDTA, Oxalsaure) die Extraktion aus der Matrix erleichtert. Um die
Homogenitat der Proben sicherzustellen, wurden sie gefriergetrocknet und anschlie-
Rend vermahlen. Die Gefriertrocknung der Proben schont zugleich temperaturemp-
findliche Stoffe wie die Tetracycline.

Probenvorbereitung und Messung

Die Probenvorbereitung fur die Bestimmung der Tetracycline erfolgte getrennt von
der Bestimmung der anderen Antibiotika.

Tetracycline: 1,5 g gefriergetrocknete Probe wurden mit einem Gemisch aus Me-
OH/Wasser, welches Oxalsaure/Zitronensaure enthielt, extrahiert. Anschliel3end
wurde ein Aliquot des Uberstandes eingeengt und in MeOH aufgenommen.

Ubrige Antibiotika: 1,5 g gefriergetrocknete Probe wurden mit einem Gemisch aus
MeOH/Wasser, welches EDTA enthielt, extrahiert. AnschlieRend wurde ein Aliquot
des Uberstandes eingeengt und in MeOH aufgenommen.



Die Wiederfindung der Analyten wurde uber die Zugabe von Internen Standards
(Demeclocyclin fur Tetracycline, Sulfadimethoxin-Dg fur Sulfonamide und Roxythro-
mycin fur Macrolide) zur Einwaage Uberwacht. Die Messung erfolgte Uber LC-MS-MS
(AP14000 QTrap, SCIEX). Im Anschluss an das Screening wurden die nachgewiese-
nen Antibiotika Uber Standardaddition quantifiziert. Als angestrebte Dotierlevel wur-
den 100 %, 200 % und 500 % des geschatzten Gehalts in die Einwaage addiert. Die
Probenvorbereitungsschritte entsprechen denen des Screenings.

Auswertung und Diskussion

In der Halfte der Proben waren keine Antibiotikartickstande nachweisbar. In den be-
lasteten Proben konnten bis zu vier verschiedene Veterinarantibiotika gleichzeitig
nachgewiesen werden. Das Maximum zeigte eine Probe Huhnertrockenkot mit
12 mg/kg FM Tylosin. Tabelle 1 gibt einen Uberblick Uber die gefundenen Wirkstoffe
und Konzentrationen in den untersuchten Proben.

Tabelle 1: Nachweishaufigkeit und analysierte Maximalkonzentration der Wirkstoffe
(Darstellung nach Ratsak et al. 2013)

Maxima  Probenmatrix mit

Wirkstoffklasse Wirkstoff Nachweishaufigkeit’ [mg/kg gefundenem Ma-
FM] ximum
Pelztierkot mit
Tetracycline Tetracyclin2 3 0,005 Einstreu
Pelztierkot mit

Oxytetracyclin® 0,966 Einstreu
Chlortetracyclin®

Doxycyclin 1,42 Huhnertrockenkot

Sulfonamide Sulfadiazin
Sulfamethoxazol
Sulfadimidin
Sulfachloropyridazin
Sulfathiazol
Sulfaclozin
Sulfadimethoxin
Sulfaquinoxalin
Sulfadoxin
Sulfamethoxypyridazin
Sulfamerazin

0,322 Hldhnertrockenkot

0,089 Hahnertrockenkot

Diaminopyrimidine  Trimethoprim 0,551 Huhnertrockenkot

AIWOINO OO OWOOO 00000 ~~000 N>

Macrolide Spiramycin

Tilmicosin

Erythromycin

Josamycin

Tylosin 11,9 Huadhnertrockenkot
Pleuromutiline Tiamulin 0,187 Hahnertrockenkot
Lincosamide Lincomycin 1,81 Hihnertrockenkot

Putenmist mit

Fluorchinolone Enrofloxacin 4 2,15 Einstreu
Ohne nachweisbare Antibiotikarlickstande 19

" nach Entscheidung 2002/657/EG der Kommission vom 14. August 2002 zur Umsetzung der Richtli-
nie 96/23/EG des Rates betreffend die Durchfihrung von Analysemethoden und die Auswertung von
Ergebnissen gilt ein Stoff dann als nachgewiesen, wenn zwei massenspektrometrische Ubergange
je Analyt vorhanden sind und das Signal-Rausch-Verhaltnis >3:1 betragt. In Abhangigkeit von
Wirkstoff, Matrix und Trockenmasse betragt die Nachweisgrenze 0,0001 - 0,010 mg/kg FM.

2 Summenbildung mit Epimeren



Die haufigsten Befunde betrafen Wirkstoffe der Klasse der Tetracycline (insbesonde-
re Doxycyclin), gefolgt von Fluorchinolonen (Enrofloxacin) und Lincosamiden (Lin-
comycin) (Abbildung 2). Tiamulin, Tylosin und Sulfonamide/Trimethoprim wurden
vereinzelt quantifiziert, wobei eine Probe Huhnertrockenkot den maximal gefunde-
nen Gehalt von 12 mg/kg FM Tylosin aufwies.

Nachweishdufigkeiten der analysierten Antibiotikaklassen

m Tetracycline

B Huorchinolone

M Lincosamide

® Plcuromutiline

® Sufonamide

® Diaminopyrimidine

Macrolide

Abbildung 2. Nachweishéaufigkeiten der analysierten Antibiotikaklassen in Proben mit quantifi-
zierbaren Antibiotikariickstanden (n=18)

Die Ausbringung von mit Antibiotika kontaminierten organischen Dingemitteln auf
landwirtschaftliche Nutzflachen fihrt zu einer Kontamination des Bodens. Im Sinne
eines worst case — Szenarios kdonnen unter Betrachtung der untersuchten Wirt-
schaftsdinger-proben nachfolgende maximale Bodenbelastungen abgeschatzt wer-
den.

Die Bewertung erfolgt unter Zuhilfenahme des von der European Medicines Agency
(EMA) 2008 festgelegten Schwellenwertes von PECg.° = 0,1 mg/kg im Oberboden
(European Medicines Agency 2016). Bei Unterschreiten dieser Konzentration wird
von keiner Umweltgefahrdung ausgegangen. In den folgenden Berechnungen wird
aullerdem von einem Maximal-Ansatz bei der Dingung ausgegangen.

Zur Bewertung der Antibiotikafrachten in der landwirtschaftlichen Praxis wurden 11
Chargen Huhnertrockenkot herangezogen. Entsprechend den Laborergebnissen
enthalten diese im Mittel 2,56 % Gesamtstickstoff (N) in der 0S* und 0,32 % Ammo-
niumstickstoff (NH4-N) in der OS.

Fallbeispiel Ausbringung Huhnertrockenkot (ohne Einstreu) im Fruhjahr zu Silomais:
- N-Sollwert fur Silomais: 190 kg N/ha abzuglich 48 kg N/ha Nmin-Bodengehalt
(Quelle: Aktueller Rat zur Nmin - und Smin -Situation in Thiringen im Frahjahr
2016)
- Abdeckung des N-Bedarfs aus organischen Dingern: max. 75 %

3 PEC,,; Predicted environmental concentration in soil
*0s Originalsubstanz



- Pflanzenbauliche N-Wirksamkeit im Ausbringungsjahr: 60 %
- abgeschatzte maximale Aufbringungsmenge: ca. 187 dt/ha
- Mittlere Dichte von Boden: 1400 kg/m®

- Mittlere Bearbeitungstiefe: 25 cm

- Maximalkonzentration Tylosin: 12 mg/kg FM

Berechnung:

= 12 mg/kg Tylosin = 224400 mg Tylosin in 18700 kg Wirtschaftsdlnger

» 1 ha Boden, Bearbeitungstiefe 25 cm — 2500 m® — 3.500.000 kg Bo-
den

— PECsi = 224400 mg/3.500.000 kg = 0,06 mg/kg Tylosin

Damit ergibt sich fur die Ausbringung von Huhnertrockenkot, welcher 12mg/kg FM
Tylosin enthalt, keine Uberschreitung des Schwellenwertes von PECs.; = 0,1 mg/kg.

Fur die zwei Chargen Pelztierkot errechnen sich analog im Mittel Frachten von 82
dt/ha im Herbst und 185 dt/ha im Fruhjahr. Damit ergibt sich fur die gefundene Maxi-
malkonzentration von Oxytetracyclin von 0,966 mg/kg FM eine Fracht im Frihjahr
von PECg; = 0,005 mg/kg Oxytetracyclin.

FUr die drei Chargen Putenmist sind im Mittel Frachten von 98 dt/ha im Herbst und
218 dt/ha im Fruhjahr zu bewerten. Damit ergibt sich fur die gefundene Maximalkon-
zentration von Enrofloxacin von 2,15 mg/kg FM eine Fracht im Frihjahr von PECg; =
0,01 mg/kg Enrofloxacin.

Bei einfacher Ausbringung von kontaminiertem Huhnertrockenkot, Pelztierkot und
Putenmist kann aus der worst case — Betrachtung keine Uberschreitung der Schwel-
lenwerte fur Tylosin, Oxytetracyclin und Enrofloxacin abgeleitet werden. Alle anderen
Befunde fiihren ebenfalls nicht zu einer Uberschreitung des EMA-Schwellenwertes.

2.2. Umweltrelevanz

Zur Bewertung der theoretisch mdglichen Konzentrationen im Boden nach der Appli-
kation von Wirtschaftsdliinger konnen die Verteilungskoeffizienten und Halbwertszei-
ten herangezogen werden. Je hoher der Verteilungskoeffizient und je hdher die
Halbwertszeit eines Wirkstoffs ist, desto hoher ist dessen Persistenz im Boden. Diese
Faktoren sind jedoch stark von der jeweiligen Bodenart und Bodenstruktur abhangig.
Ein hoher Anteil organischen Kohlenstoffs begtnstigt die Bindung an Bodenpartikel,
wahrend in sandigen Boéden die Wirkstoffe mobiler sind. Auch der pH-Wert des Bo-
dens sowie klimatische Bedingungen, wie Temperatur, Niederschlagsmenge und —
intensitat kdonnen die Auswaschung von Substanzen aus dem Boden férdern (Boxall
2012).



Im Allgemeinen sind Tetracycline und Fluorchinolone im Boden persistent (Rabglle
und Spliild 2000; Boxall 2012). Sulfonamide und Trimethoprim hingegen werden
leicht in Oberflachen- und Grundwasser ausgetragen (Almeida et al. 2014). Tylosin
hat in lehmigen Bdden eine erhdhte Sorptionsneigung an Bodenpartikel (Rabglle und
Spliid 2000). Die Sorption von Lincomycin an Bodenpartikel wird durch einen hohen
pH-Wert begunstigt (Williams et al. 2013). Zu Tiamulin wurde eine Halbwertszeit in
Boden von 16 Tagen ermittelt (Schlisener und Bester 2006). Damit ist diese Sub-
stanz nicht persistent. Frisch gedingter Boden kann hingegen erhéhte Konzentratio-
nen aufweisen (Almeida et al. 2014).

Bei einmaliger Applikation wurde aus den vorliegenden Daten keine Uberschreitung
des EMA-Schwellenwertes abgeleitet. Die in der landwirtschaftlichen Praxis durchge-
fuhrte wiederholte Ausbringung von Wirtschaftsdlinger kann jedoch zusatzlich zu ei-
ner Akkumulation von Wirkstoffen im Boden flhren. Insbesondere Wirkstoffe der
Klassen der Tetracycline und Fluorchinolone sind persistent im Boden.

Ein Eintrag von Antibiotika in die Nahrungskette Uber den Pfad ,Veterinarmedizini-
sche Anwendung — Wirtschaftsdinger — Boden — Nutzpflanze® ist moglich. Auf-
grund der Ergebnisse des Gefaldversuchs und friherer Studien anderer Arbeitsgrup-
pen ist jedoch unter praxisiblichen Bedingungen die Antibiotika-Belastung von
pflanzlichen Lebensmitteln als gering einzuschatzen (Tolzin-Banasch et al. 2015).

10
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4. Anhang

Ergebnisse der Untersuchungen auf Antibiotikarlickstdnde in 37 Proben aus der Geflligel-
und Pelztierhaltung (Tabelle 2)
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Tabelle 2: Ergebnisse der Untersuchungen auf Antibiotikariickstdande in 37 Proben aus der Gefliigel- und Pelztierhaltung

Probenmatrix Doxycyclin Enrofloxacin Lincomycin  Oxytetracyclin ?(Lélzfgmegt/r:((;- oi::rsqug/r]k-g Tetracyclin Tiamulin Trimethoprim  Tylosin pg/kg

ug/kg FM ug/kg FM ug/kg FM ug/kg FM M EM pg/kg FM ug/kg FM ug/kg FM FM
Hahnchenmist n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Huhnerkot 9 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Huhnerkot 4 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Hiihnerkot n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 53 n.n. n.n.
Huihnermist n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Huhnertrockenkot 1424 n.n. 112 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Huhnertrockenkot n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Huhnertrockenkot n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 22
Hiihnertrockenkot n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 187 n.n. n.n.
Huhnertrockenkot n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Hiihnertrockenkot 45 n.n. n.n. n.n. n.n. 89 n.n. n.n. n.n. n.n.
Huhnertrockenkot n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.

Huhnertrockenkot n.n. n.n. 155 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 11922
Huhnertrockenkot n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. 2 n.n. n.n. n.n.
Huhnertrockenkot n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Hiihnertrockenkot n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Huhnertrockenkot n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Huhnertrockenkot n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Huhnertrockenkot n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Huhnertrockenkot n.n. n.n. n.n. n.n. 322 n.n. n.n. 1 551 n.n.
Hiihnertrockenkot n.n. n.n. n.n. 92 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Huhnertrockenkot n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Hiihnertrockenkot n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Huhnertrockenkot n.n. n.n. n.n. 63 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Huhnertrockenkot n.n. 1750 1814 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Legehennenkot n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Pelztierkot 13 n.n. 0,3 12 n.n. n.n. n.n. n.n. 81 n.n.
Pelztierkot mit Einstreu n.n. n.n. n.n. 966 n.n. n.n. 5 n.n. 66 n.n.
Putenmist 5 1059 n.n. n.n. n.n. n.n. 1 n.n. n.n. n.n.
Putenmist n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Putenmist n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Putenmist n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Putenmist n.n. 10 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Putenmist n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Putenmist n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Putenmist n.n. 2145 n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n. n.n.
Putenmist mit Einstreu n.n n.n. n.n n.n. n.n n.n n.n. n.n. n.n. n.n.

n.n. — nicht nachweisbar, in Abhéngigkeit vom Wirkstoff bétrégt die Nachweisgrenze 0,.1-10 pa/kg FM
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