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1. Ausgangssituation und Zielsetzung des Forschungsvorhabens

1.1 Wissenschaftlicher und technischer Stand

Die europaischen Zentren der konventionellen Schweinemast und Schweinezucht befinden sich in
Belgien, Danemark, Deutschland, Frankreich, Italien, Spanien und den Niederlanden (Bernet und
Béline, 2009; Melse und Timmerman, 2009). In Deutschland liegt dieses Zentrum in Niedersach-
sen, wo 9 Mio. Schweine (4 Mio. Mastschweine, 1 Mio. Zuchtschweine, 2 Mio. Ferkel und 2. Mio.
Jungschweine bis 50 kg Koérpergewicht) von 28 Mio. Schweinen in Deutschland gehalten werden
(Statistisches Bundesamt, 2013). Die konventionelle Schweinehaltung ist dabei unweigerlich mit
der regelmafigen Verabreichung von Antibiotika verbunden, um Tiererkrankungen vorzubeugen
oder zu behandeln (Venglovsky et al., 2009; Gans et al., 2010). Das Bundesinstitut fiir Verbrau-
cherschutz und Lebensmittelsicherheit (2014) beziffert dementsprechend die von Tierarzten an
Landwirte abgegebenen Antibiotika in Deutschland in 2012 auf insgesamt 1619 t.

Nach der Verabreichung werden die Antibiotika von den behandelten Schweinen teilweise als un-
veranderte Ausgangsverbindungen und/oder als gebildete Metaboliten ausgeschieden (Lamshoft
et al., 2007). Fur die haufig eingesetzten Tetracyclin-Antibiotika werden so Ausscheidungsraten bis
zu 90 % angegeben (Kumar et al., 2005). Zusammen mit den Exkrementen gelangen Antibiotika-
Rickstande in die Gille. Dort wurden Rickstandskonzentrationen von z.B. Chlortetracyclin und
Oxytetracyclin bis Gber 700 mg/kg Gulle (Trockenmasse; TM) gefunden (Pan et al., 2011; Gans et
al.,, 2010). Die Ruckstandssituation mit Antibiotika in Schweinegullen wird gleichzeitig durch teil-
weise in sehr hohen Abundanzen auftretende Antibiotika-Resistenzgene (ARGs) und mobile gene-
tische Elemente (MGEs) signifikant verscharft (Binh et al., 2008; Joy et al., 2014). Mit der Ausbrin-
gung kontaminierter Schweinegullen werden Antibiotika-Rickstande, sofern nicht wahrend der
Glllelagerung abgebaut, und Antibiotika-Resistenzgene in landwirtschaftlich genutzte Boden ein-
getragen (Kreuzig und Holtge, 2005; Martinez-Carballo et al., 2007; Heuer et al., 2008; Lamshoft
et al., 2010). Dort kénnen sich Antibiotika persistent verhalten (Winckler et al., 2004; Hamscher et
al., 2005). So wurden Konzentrationen im Boden von z.B. Doxycyclin von 14-499 ug/kg TS in der
0-20 cm-Schicht gefunden (Chen et al., 2012; Zhou et al., 2013a; Zhou et al., 2013b). Ferner for-
dern die Antibiotika-Rickstande die Abundanz von Antibiotika-Resistenzgenen in einem Zeitfen-
ster bis zu 2 Monate nach Gilleausbringung (Heuer et al., 2011). Neben dem Transport von Anti-
biotika in Boden via Runoff und Leaching (Kreuzig et al., 2005; Sarmah et al., 2006) wurde auch
bereits die Aufnahme in Pflanzen nachgewiesen (Grote et al., 2007; Lillenberg et al., 2010; Du und
Liu, 2012). So betrugen die Konzentrationen von Doxycyclin, Demeclocyclin, Chlortetracyclin und
iso-Chlortetracyclin in Weizen, Gerste und Triticale 30-95 pg/kg Frischmasse (FM) (Freitag et al.,
2008). Neben dem Gentransfer im Oberboden kann die Ausbreitung von Antibiotika-Resistenz-

genen im Boden ein weiteres Risiko darstellen. Im Einzugsbereich von amerikanischen Schweine-
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haltungsbetrieben, in denen die Giille in Lagunen gelagert wurde, konnten Mackie et al. (2006) und
Koike et al. (2007) sogar eine Verlagerung von Tetracyclin-resistenten Bakterien bis in den an-
grenzenden Grundwasserleiter feststellen.

Die konventionelle Haltung von Produktionstieren in den 27 europaischen Mitgliedsstaaten produ-
ziert jahrlich mehr als 1500 Mio. t Gulle. In der deutschen Schweinehaltung fallen schatzungsweise
49 Mio. t an (Holm-Nielsen et al., 2009). Bezlglich des 33 %-Kontingents der in Niedersachsen
gehaltenen Schweine entspricht das 16 Mio. t. Um die Uberdiingung durch die Giilleausbringung
zu verhindern, ist ein nachhaltiges Gillemanagement unter Einbeziehung von berregionaler Um-
verteilung und Recycling von Nahrstoffliberschiissen erforderlich. Insbesondere in Deutschland
wird dieser Ansatz durch die Einbeziehung von Giillen als Co-Substrat von Energiepflanzen in die
Biogasanlagen zur Gewinnung erneuerbarer Energien umgesetzt (Weiland, 2010). Als Zugewinn
werden die Verbesserung der Diingerqualitat der Garreste sowie die Verminderung von Geruchs-
und Pathogenemissionen genannt (Holm-Nielsen et al., 2009). Beziglich der mit Gillen eingetra-
genen Antibiotika-Rlckstande konzentrieren sich aktuelle Forschungsaktivitaten auf die Fragestel-
lungen, inwiefern Antibiotika den Fermentationsprozess inhibieren (Chen et al., 2008; Gans et al.,
2008) und inwiefern Antibiotika durch den Fermentationsprozess eliminiert werden kénnen (Gans
et al., 2010; Ratsak et al., 2013; Spielmeyer et al., 2014).

1.2 Planung und Ablauf des Vorhabens

In den bisher in der Literatur beschriebenen Untersuchungen konnten Antibiotika-Rickstande in
Schweinegillen und Garresten bis in Konzentrationen von mg/kg TM nachgewiesen werden. Da-
bei wurden allerdings diese Ergebnisse in den meisten Fallen losgeldst von den Antibiotika-
Anwendungsmustern betrachtet, da diese Daten in der Regel nicht verfiigbar sind. Es war deswe-
gen das erste Ziel dieses Forschungsvorhabens, eine Screening-Studie in 8 Schweinemast- und 8
Schweinezuchtbetrieben mit konventionellem Gullemanagement in Niedersachsen von der Antibio-
tika-Anwendung bis zum Auftreten von Antibiotika-Rickstdnden sowie Antibiotika-Resistenzgenen
(ARGs) und mobilen genetischen Elementen (MGEs) in Schweineglllen unter Mitwirkung der be-
teiligten Landwirte zu erstellen. Zweitens wurde in 5 Schweinezuchtbetrieben mit hofeigenen Bio-
gasanlagen untersucht, inwiefern diese Belastung von Schweinegillen, die hier als Co-Substrate
von Energiepflanzen, Uberwiegend Maissilage, eingesetzt wurden, durch die anaerobe Stoffum-
wandlung vermindert wird. In 4 Biogasanlagen, die mit unterschiedlichen Garsubstraten von ver-
schiedenen landwirtschaftlichen Betrieben beliefert wurden, wurde anhand der rickstands- und
bioanalytischen Untersuchungen von Fermenter- und Nachgarermaterialien sowie Garresten die
allgemeine Belastung von Input- bzw. Output-Materialien betrachtet. Entsprechend des dritten Zie-

les dieses Forschungsvorhabens wurden Labortests zur Simulation der Gullelagerung und Gulle-
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separation, der anaeroben Stoffumwandlung, der Garrestlagerung und Garrestnachbehandlung
sowie (bio)elektrochemischer Verfahren zur Behandlung wasseriger Gllle- bzw. Garrestfraktionen
untersucht, um einen ersten Uberblick liber Entwicklungsmdglichkeiten von verfahrenstechnischen
Verminderungsstrategien fur Antibiotika-Rickstande sowie Antibiotika-Resistenzgene und mobilen

genetischen Elementen in Schweinegullen zu erarbeiten.
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2. Material und Methoden

2.1 Auswahl landwirtschaftlicher Betriebe

In Zusammenarbeit mit der Landwirtschaftskammer Niedersachsen in Oldenburg und Braun-
schweig konnten 8 Schweinemast- und 8 Schweinezuchtbetriebe, die an 2 Beratungsringen (BRA,
BRB) beteiligt sind, sowie 9 Biogasanlagen (BGA) in Niedersachsen fir ein Mitwirken an diesem
Forschungsvorhaben gewonnen werden. Entsprechend der mit den beteiligten Landwirten ge-
schlossenen Vertraulichkeitsvereinbarungen Uber die Anonymisierung betriebsspezifischer Daten,
werden die Standorte der landwirtschaftlichen Betriebe hier deswegen nicht naher bezeichnet. Die
beteiligten Betriebe unterscheiden sich in den Haltungssystemen, i.e. Schweinemast und Schwei-
nezucht, — letztere schlie3t in einigen Betrieben die Schweinemast ein —, in der Anzahl der gehal-
tenen Schweine, in den Antibiotika-Anwendungsmustern und in den Giillelagerungssystemen (Kel-
ler, Silo, Lagune). Die beteiligten Betriebe mit Biogasanlagen setzen zum einen Maissilage und
Schweinegulle, zum anderen Rindergulle (teilweise separiert), Miste, Huhnertrockenkot und ver-
schiedene Ganzpflanzensilagen (Zuckerribe, Griinroggen, Hafer, Sonnenblumen) ein. Neben den
Unterschieden in den Schweinehaltungssystemen unterscheiden sich die Biogasanlagen in Kon-
struktion, Grof3e und Leistung.

Die Betriebsinformationen zu Betriebsgréfle, Schweinehaltungssystem, Gillemanagement und
Betrieb der Biogasanlagen wurden durch Befragung der Landwirte ermittelt. Ein Uberblick Giber die
Zeitpunkte und Frequenzen der Antibiotika-Anwendungen zur Behandlung von Einzeltieren oder
Tiergruppen mittels Injektion, Trinkwasser oder Futtermitteln ergab sich aus der Auswertung von

Arzneimittelabgabe- und anwendungsbelegen.

2.2 Probenahmeaktivitidten

Entsprechend den hauptsachlichen Ausbringungszeiten flir Wirtschaftsdiinger wurden Gllleproben
in den beteiligten Schweinemast- und Schweinezuchtbetrieben im Frihjahr und Herbst 2012 und
im Frihjahr 2013 genommen. Dabei wurden die Gullekeller mittels einer von Hoeksma et al.
(1995) entwickelten Probensonde (2 m lang, 53 mm ID) beprobt (Abb. 1A), die 3-4 Mal in die Vor-
grube der Glllekeller eingeflihrt wurde, um so 8 L-Proben zu sammeln. Diese Proben wurden auf-
gemischt und dann 300 mL-Aliquote in Polyethylenflaschen Uberflhrt. Diese Prozedur wurde fir
jeden Gillekeller 2-4 Mal wiederholt, um Replikate fir rickstands- und bioanalytische Untersu-
chungen sowie Ruckstellproben zu gewinnen. Die Probenflaschen wurden dann in Kiihlboxen zum
Laboratorium zur Analyse transportiert. Vor der Probenahme wurde die Gulle in den Kellern grind-

lich aufgeruhrt. Sofern hierdurch in einzelnen Betrieben allerdings nennenswerte Emissionen in die
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Stalle verursacht worden waren, wurden entsprechend der betriebsspezifischen Ausbringungspra-

xis auf das Aufrihren verzichtet.

Abb. 1. Probensonde (A) fiir die reprasentative Entnahme von Gilleproben im Tiefenprofil von
Gllesilos und Gillekellern (Hoeksma et al., 1995) sowie Bypass-Sammler (B) wahrend der Befiil-

lung des Vakuumtankwagens tber einen mobilen Ansaugstutzen.

Zum Zeitpunkt der Gilleausbringung wurden zusatzliche Proben wahrend des Abpumpens der
Gllle mittels Vakuumtankwagen entnommen. Hierfir wurde in die Zuleitung zum Tankwagen ein
Bypass-Sammler installiert (Abb. 1B). Alternativ wurden Gulleproben aus dem Rucklauf vom
Tankwagen gewonnen. Diese beiden Probenahmetechniken wurden auch fiir die Probenahme aus
Silos oder Lagunen angewendet. Um die Probenahmequalitaten dieser Techniken zu Uberprifen,
wurden im Betrieb BRA 1 Giilleproben aus dem Keller und dem Silo mittels Probensonde und By-
pass-Sammler entnommen. Aulerdem wurde im Betrieb BRA 7 das Auspumpen einer Lagune
durch die Probenahme mittels Riicklauf vom Vakuumtankwagen im Tagesverlauf begleitet.

Die Schweinezuchtbetriebe mit hofeigener Biogasanlage wurden ebenfalls von Frihjahr 2012 bis
Herbst 2013 beprobt. Fur die als "Versuchsbetriebe" ausgewahlten Betriebe BGA 3 und 4 wurde
die Probenahme bis zum Frihjahr 2014 fortgefuhrt, um hier detailliertere Informationen Uber die
Belastung von Input- und Output-Materialien in Abhangigkeit von Antibiotika-Anwendungen auf-
nehmen zu kénnen. Die Biogasanlagen, die von verschiedenen Betrieben mit verschiedenen Input-
Materialien versorgt wurden, wurden punktuell im Herbst 2012 oder Frihjahr 2013 in die Untersu-
chungen einbezogen. Zur Probenahme aus Fermentern, Nachgarern und geschlossenen Endla-
gern der Biogasanlagen wurden die Materialien aufgertihrt und Proben durch die Auslassventile

entnommen. Offene Endlagersilos wurden wie Gullesilos mittels Probensonde, Bypass-Sammler
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oder Ricklauf vom Tankwagen beprobt. Aliquotierung der Mischproben, Transfer in Probenfla-

schen und Probentransport entsprachen den Verfahren flir Giilleproben.

2.3 Riickstandsanalytische Untersuchung von Proben aus Praxisbetrieben

Anhand dieser Screening-Studie zur Antibiotika-Anwendung wurden 19 Leitsubstanzen ausge-
wahlt, die zu den Wirkstoffklassen der Diaminopyrimidine (Trimethoprim), Sulfonamide (Sulfadia-
zin, Acetyl-sulfadiazin, Sulfamerazin, Acetyl-sulfadimidin, Sulfadimidin, Sulfamethoxypyridazin,
Sulfadoxin, Sulfadimethoxin), Tetracycline (Oxytetracyclin, Tetracyclin, Chlortetracyclin, Doxy-
cyclin), Fluorochinolone (Marbofloxacin, Ciprofloxacin, Danofloxacin, Enrofloxacin), Makrolide (Ty-
losin) und Pleuromutiline (Tiamulin) gehoéren. In Anlehnung an die Methoden von Jacobsen und
Halling-Sgrensen (2006) und Zhou et al. (2012) wurde eine rickstandsanalytische Methode adap-
tiert, mit der die Leitsubstanzen nach Probenvorbehandlung, Extraktion und Extraktreinigung mit-
tels Flissigchromatographie/Tandem-Massenspektrometrie (LC/MS/MS) bestimmt wurden.

Im ersten Schritt der Probenvorbehandlung wurden fir alle Proben die pH-Werte und die Trocken-
substanzgehalte ermittelt. Die Proben wurden dann nach Zugabe von Ethylendiamintetraacetat
und Citratpuffer sowie Einstellung auf pH 3.0 gefriergetrocknet. Die erhaltenen Feststoffproben
wurden mit einem Gemisch von Methanol/Ethylacetat (1/1) einer Flissig/Fest-Extraktion Uber
Nacht unterzogen. Die gewonnenen Extrakte wurden schlie3lich auf Endvolumina von 2-5 mL ein-
geengt.

Die erhaltenen Rohextrakte wurden zur Abtrennung hydrophober co-extrahierter Substanzen im
ersten Reinigungsschritt mittels Flissig/FlUssig-Extraktion mit n-Hexan behandelt. Die die Leitsub-
stanzen beinhaltenden wasserigen Phasen wurden im zweiten Reinigungsschritt mittels Festpha-
senextraktion unter Verwendung von HLB-Kartuschen weitergehend aufgereinigt. Die adsorptiv
angereicherten Leitsubstanzen wurden schliellich sequentiell eluiert. Verwendete Elutionsmittel
waren Methanol mit 0.1 % Ameisensaure, Acetonitril mit 0.1 % Ameisensaure, Isopropanol und
Ethylacetat. Die Eluate wurden in ein Acetonitril/Wasser-Gemisch (1/1) mit 0.1 % Ameisensaure
umgeldst, filtriert und bis zur Analyse bei -20 °C gelagert.

Identifikation und Quantifikation der Leitsubstanzen erfolgten mittels Flissigchromatographie/Tan-
dem-Massenspektrometrie (LC/MS/MS). Die Flussigchromatographie zur Stofftrennung wurde un-
ter Verwendung einer reversed-phase Zorbax Eclipse Plus Cg-Saule und der Lésungsmittel A:
Wasser/Acetonitril (9/1) mit 0.01 % Ameisensaure und B: Methanol/Acetonitril (1/1) mit 0.01 %
Ameisensaure mit folgendem Gradientensystem (Zeit/% B) betrieben: 0/0, 20/90, 22/100, 25/100,
28/0 und 30/0. Fur die Detektion der Leitsubstanzen wurde ein Tandem-Massenspektrometer ein-

gesetzt, das mit Electrospray lonization (ESI+) im Multiple Reaction Monitoring Mode (MRM) be-
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trieben wurde. Die Konzentrationen der Leitsubstanzen wurden durch Single-Point Standard Addi-

tion ermittelt, um flr Electrospray lonization typische Matrixeffekte zu kompensieren.

2.4 Bioanalytische Untersuchung von Proben aus Praxisbetrieben

Fur die bioanalytischen Untersuchungen wurden die Proben im Frihjahr und Herbst 2012 jeweils
als 4 Replikate entnommen und analysiert. Mittels harscher Lyse wurde aus den Proben die Ge-
samt-DNA (TC-DNA) isoliert und es wurden mit Hilfe von etablierten PCR-Systemen Sequenzen,
die spezifisch fir ARGs oder MGEs sind, aus der DNA amplifiziert. Zur Erhéhung der Spezifitat
und der Sensitivitdt wurden diese Amplifikate anschlieBend mit Digoxigenin-markierten DNA-
Sonden hybridisiert (Southern Blot Hybridisierung), welche spezifisch fur die jeweiligen Sequenzen
sind. Auf diese Weise wurden die Proben auf das Vorliegen von Genen untersucht, die Resis-
tenzen gegen Sulfonamide (sul1, sul2, sul3), Tetracycline (tetA, tetM, tetX) und quaternare Ammo-
niumverbindungen (qacE, qacEAT), wie sie oft in Desinfektionsmitteln zu finden sind, vermitteln,
sowie auf Plasmide unterschiedlicher Inkompatibilitdtsgruppen (IncN, IncP-1, IncW, IncQ, IncU und
LowGC) und Integrons der Klasse 1 (int/1) und 2 (intl2) getestet (fur Referenzen verwendeter Pri-
mersysteme s. Tab. B27 und B28 ).

Um Ruickschlisse auf den Einfluss der mesophilen Fermentation in BGAs auf die Abundanzen von
ARGs (sul1, sul2, tetM, tetW, tetQ), MGEs (Plasmide: IncP-1, IncP1-¢, LowGC und Integron-
assoziierten Genen: qacEA1, intl1, intl2) zu ziehen, wurden diese Gene in der TC-DNA aus unter-
schiedlichen Prozessierungsstufen der BGAs mit Hilfe der quantitativen real-time PCR quantifiziert
und verglichen (Referenzen verwendeter real-time PCR-Systeme s. Tab. B29).

Da weder ARGs noch MGEs unabhangig von ihren jeweiligen Wirten zu betrachten sind, wurden
zusatzlich die Zusammensetzungen der bakteriellen Gemeinschaften der unterschiedlichen Stufen
von BGAs mittels Denaturierender Gradienten Gelelektrophorese (DGGE) analysiert. Hierbei wird
durch Amplifikation von 16S rRNA-Genfragmenten aus der TC-DNA und anschlieltender Farbung
ein charakteristischer Fingerabdruck der jeweiligen bakteriellen Gemeinschaft der Probe erhalten,
deren Gele nach Auftrennung in der DGGE mit anderen Proben verglichen werden kann. Diese
Methodik erlaubt Aussagen Uber die Ahnlichkeit einzelner Proben untereinander, gestattet aber
keine taxonomische Zuordnung der Bakterien. Aus diesem Grund wurden zusatzlich je 3 Wieder-
holungen der Garrestproben aus allen 8 BGAs sowie der Giille- und Fermenterproben der BGA 3
mit Hilfe der 454-Pyrosequenzierung analysiert, wodurch eine Zuordnung der dominanten Bakteri-

en in den Proben ermdglicht wurde.

' Weitere Tab. und Abb. sind im Anhang zusammengestellt: A: Rlckstandsanalytische Untersuchungen in

Praxisbetrieben und B: Bioanalytische Untersuchungen in Praxisbetrieben und Labortests.
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Um zu klaren, ob Garreste eine Quelle Ubertragbarer Antibiotika-Resistenzen darstellen, wurde in
Erganzung zu den DNA-basierten Methoden, die zwar einen Uberblick Giber das Vorkommen von
ARGs und MGEs erlauben, jedoch keine unmittelbaren Rlckschlisse Uber deren Funktionalitat
oder Transferabilitdt zulassen, die exogene Plasmidisolierung durchgefiihrt. Mit dieser Methode
kénnen transferierbare Plasmide aus ausschlie3lich vitalen Bakterien der Proben in leicht kultivier-
bare Rezipienten-Stamme gefischt werden und so unabhangig von der Kultivierbarkeit des ur-
springlichen Wirtes untersucht werden. Da nur ein geringer Anteil aller Umweltbakterien (ge-
schatzt 1%) mit den zur Zeit zur Verfugung stehenden Methoden kultivierbar ist, wird durch die
Ubertragung in einen leicht kultivierbaren Wirt auch die Analyse von Plasmiden aus nicht-

kultivierbaren Bakterien ermdglicht.

2.5 Laborexperimente zur Behandlung von Schweinegiille und Garresten

Da Antibiotika-Rickstadnde und Antibiotika-Resistenzgene eine Belastung von Schweinegiille und
Garresten darstellen kdnnen, wurden auf Grundlage der Screening-Studie in den Praxisbetrieben
Laborexperimente durchgefihrt, um Behandlungsverfahren flir Schweinegille und Garreste be-
ziglich ihres Eliminationspotenzials fur Antibiotika und Resistenzgene zu Uberprifen. So wurden
die Sulfonamid-, Fluorchinolon- und Tetracyclin-Antibiotika Sulfadiazin, Enrofloxacin bzw. Doxy-
cyclin als Leitsubstanzen untersucht. Die beiden erstgenannten wurden als die '*C-markierten Ra-
diotracer Sulfadiazin[phenylring-U-"*C] und Enrofloxacin-[chinolon-2-'*C] eingesetzt, was in den
einzelnen Experimenten das Aufstellen einer detaillierten Massenbilanz unter Berlcksichtigung
von Mineralisation sowie extrahierbaren und nicht-extrahierbaren Ruckstdnden ermdglichte. In
Ermangelung eines verfiigbaren Radiotracers wurden die Experimente mit Doxycyclin riickstands-
analytisch begleitet. Die Experimente konzentrierten sich zum einen auf konventionelle, aus der
Praxis bekannte Behandlungsverfahren. Hierzu zahlen die Gillelagerung, die anaerobe Stoffum-
wandlung ohne/mit Gilleseparation sowie die Garrestlagerung ohne/mit Nachbehandlung. Zu den
alternativen, heute bereits flr die Abwasserreinigung im Fokus der Forschung stehenden Verfah-
ren gehorten der Einsatz von Bor-dotierter Diamantelektrode (Martinez-Huitle und Ferro, 2006)

und Biobrennstoffzelle (Sievers et al., 2010).

2.5.1 Simulationstests zur Giillelagerung

In Schweinemast- und Schweinezuchtbetrieben mit konventionellem Gillemanagement wird die

anfallende Schweinegllle bis zu ca. 180 Tagen in Kellern, Silos oder Lagunen unter Uberwiegend

anaeroben Milieubedingungen bis zur Ausbringung gelagert. Zur Durchfiihrung dieser Simulations-
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tests zur Gillelagerung wurden Laborbatchtestsysteme eingesetzt, die im Dunkeln bei 20 + 1 °C
bis zu 180 Tagen inkubiert wurden (Kreuzig et al., 2003; Kreuzig, 2010). Bis zum Ende jedes Inku-
bationsintervalls wurde fur die Radiotracerexperimente durch Analyse der Kaliumhydroxidlésung
aus der "C-Kohlendioxid-Falle die Mineralisation bestimmt. Die Giilleproben wurden danach fiir
'“C-Sulfadiazin einer Acetonitril-Extraktion mit einer sich anschlieRenden Ethylacetat-Verteilung
unterzogen, um die extrahierbaren Anteile quantifizieren zu kénnen. Fir die entsprechende Extrak-
tion von "*C-Enrofloxacin wurde den Proben vorab zusétzlich Citrat-Puffer (pH 2.5) zugegeben. Die
Extrakte wurden zusatzlich mittels Radio-Dinnschichtchromatographie auf die eingangs applizier-
ten Ausgangsverbindungen und gebildete Metaboliten untersucht. Dabei kamen fur Sulfadiazin die
Normalphasen-Chromatographie (Silicagel-Platte; Ethylacetat als Laufmittel) und fiir Enrofloxacin
die Umkehrphasen-Chromatographie (RPig-Platte; Acetonitril/Citrat-Puffer (3:1)) zum Einsatz.
SchlieBlich wurden die bereits extrahierten Proben getrocknet und Aliquote der erhaltenen Fest-
stoffe einer Totaloxidation in einem Verbrennungsautomaten zugefihrt, um die nicht extrahierte
Radioaktivitat in *C-Kohlendioxid umzuwandeln, was schlieRlich als MaB fiir die nicht-extrahier-
baren Ruckstande quantifiziert wurde (Kreuzig et al., 2010a). Fur ausgewahlte Proben schloss sich
eine sequentielle Extraktion mittels salzsaurem Methanol sowie N-Dimethylformamid und Chlortri-
methylsilan zur Silylierung organischer Matrixbestandteile an (Klaus et al., 1998), um zu Uberpru-
fen, inwiefern unter harscheren Extraktionsbedingungen noch eingangs applizierte Ausgangsver-
bindungen und gebildete Metaboliten aus den nicht-extrahierbaren Fraktionen freigesetzt werden
kénnen (Heise et al., 2006).

2.5.2 Simulationstests zur Giilleseparation

Die Glulleseparation stellt eines der ersten in Praxisbetrieben angewendeten Gillebehandlungsver-
fahren dar, um zum einen die Transportkosten durch die Reduktion der vom landwirtschaftlichen
Betrieb zur Biogasanlage zu transportierenden Volumina zu vermindern. Zum anderen lasst sich
mit dem Einsatz von Giille-Feststoffen der Energiegehalt dieses Co-Substrates und damit die Pro-
duktion von Bio-Methan deutlich steigern (Asam et al., 2011). Die oftmals durch Zentrifugation er-
reichte Separation der Gillesuspension wurde deswegen im Labor nachgestellt, um die Verteilung
von 19 Leitsubstanzen bei diesem Prozess zu untersuchen. Die rlickstandsanalytischen Untersu-

chungen der flissigen und festen Phasen erfolgte wie bereits in Kapitel 2.3 beschrieben.
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2.5.3 Simulationstests zur anaeroben Stoffumwandlung

Da eine Bilanzierung des Verbleibs mit Schweinegiille in Biogasanlagen eingetragener Antibiotika-
Ruckstande in Praxisbetrieben infolge der (semi)kontinuierlichen Prozessablaufe mit Verweilzeiten
im Fermenter von 60-100 Tagen nicht vorgenommen werden kann, wurden Labortests zur anaero-
ben Stoffumwandlung in einem Batch-Fermentersystem gemaf DIN 38414-8 (1985) durchgefihrt.
In Simulation der Prozesse in Biogasanlagen der untersuchten Praxisbetriebe wurden aktives
Fermentermaterial als Inokulum (85-100 g) sowie Mais (5 g) und Schweinegille (45-60 g) als Co-
Substrate eingesetzt. Um den Einfluss unterschiedlicher Garsubstrate auf die Elimination dieser
Leitsubstanzen zu untersuchen, wurde in einer weiteren Testserie die Maissilage durch das leicht
vergarbare Glycerin substituiert. Fir die optimierte Prozessfiihrung wurde dieses Mischungsver-
haltnis gemafly VDI 4630 (2008) auf ein Verhaltnis der organischen Trockenmassen (0TM) von
Substrat zu Inokulum auf 0TMsustrat / OTMinokuum < 0.5 eingestellt. Zur weiteren Uberpriifung der
Prozessfiihrung wurden in der 35-tagigen Inkubationszeit im mesophilen (40 °C) und thermophilen
Betrieb (65 °C und 70 °C) die Gasausbeuten und Methangehalte ermittelt und am Versuchsende
zusatzlich die Milieubedingungen durch Messungen von pH-Werten und Redoxpotentialen charak-
terisiert. Zu Beginn verschiedener Versuchsserien wurden die Leitsubstanzen Sulfadiazin und En-
rofloxacin als '*C-markierte Radiotracer in Konzentrationen von 1 und 10 mg/kg TM dotiert, um
auch den Einfluss von Konzentrationsunterschieden auf den Fermentationsprozess erfassen zu
kénnen. Mit Versuchsende wurden die Materialien der Fermentergefale aliquotiert und fir beide
Testsubstanzen, wie in Kapitel 2.5.1 beschrieben, analysiert. Fir ausgewahlte Proben schloss sich
auch wiederum eine chemische Charakterisierung der nicht-extrahierbaren Riickstande an.

Neben der Betrachtung der Antibiotika-Elimination wurden in diesen Testserien auch der Einfluss
unterschiedlicher Betriebstemperaturen sowie der Dotierungen von Sulfadiazin und Enrofloxacin
auf die Abundanzen von Antibiotika-Resistenzgenen und Integrons mittels quantitativer real-time
PCR sowie auf die Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft mittels DGGE untersucht.
Weitere Untersuchungen zum Ruckstandsverhalten im Fermentationsprozess konzentrierten sich
auf Doxycyclin, das insbesondere in den Schweinezuchtbetrieben mit eigenen Biogasanlagen zu
den am haufigsten angewendeten Antibiotika zahlte. Deswegen waren diese Laborexperimente,
die in Analogie zu den Radiotracerexperimenten durchgefiihrt, aber wie bereits unter Kapitel 2.3
beschrieben riickstandsanalytisch begleitet wurden, in Erganzung zu der Screening-Studie in den
Praxisbetrieben von besonderer Bedeutung. Denn bisher liegen nur wenige Kenntnisse Uber das
Verhalten von Doxycyclin wahrend der Lagerung in Schweinegulle vor (Fernandez et al., 2004;
Szatmari et al., 2011). In diesen Testserien wurden neben Maissilage und Schweinegtlle auch
Feststoffe nach Gilleseparation eingebracht, um erste Erkenntnisse zum Einfluss dieses Giillebe-

handlungsverfahrens auf die Antibiotika-Elimination im Fermentationsprozess zu gewinnen.
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2.5.4 Simulationstests zur Garrestlagerung

Neben der Giille werden auch Gérreste bis zur Ausbringung auf landwirtschaftliche Nutzflachen bis
zu 180 Tage gelagert. Deswegen wurden auch Simulationstests zur Garrestlagerung mit den Leit-
substanzen Sulfadiazin, Enrofloxacin und Doxycyclin durchgefihrt. Hierzu wurden Garreste von
einer Biogasanlage eingesetzt, mit den Leitsubstanzen dotiert und schlieRlich radiotracer- bzw.

ruckstandsanalytisch analysiert, wie in Kapitel 2.5.1 bzw. 2.3 beschrieben wurde.

2.5.5 Simulationstests zur Nachbehandlung von Garresten

Da eine vollstandige Eliminierung von Antibiotika weder durch die Fermentation in Biogasanlagen
(Ratsak et al., 2013; Spielmeyer, 2014) noch durch die Lagerung von Garresten (Gans et al.,
2010) erwartet werden kann, wurden im Rahmen der durchgefiihrten Laborexperimente auch 2
Ansatze zur Nachbehandlung von Garresten verfolgt. Im ersten Ansatz wurde die aerobe Behand-
lung von Garresten simuliert. Unter Verwendung eines Durchflusssystems mit nachgeschalteten
Fallen fir fliichtige Metaboliten und '*C-Kohlenstoffdioxid wurde mit '“C-Enrofloxacin dotierte
Schweinegille 10 Tage lang mit synthetischer Luft (1 L/h) durchstrémt. Danach wurden die nach-
behandelten Garreste sowie die Loésungen aus den Fallen radiotraceranalytisch untersucht, wie in
Kapitel 2.5.1 beschrieben wurde.

Im zweiten Ansatz wurde die Garresttrocknung simuliert, die in Praxisbetrieben fir flissige und
separierte Garreste mit dem Ziel eingesetzt wird, volumenreduzierte Wirtschaftsdiinger fiir einen
kostengtinstigeren Transport und neue Absatz- und Verwendungsmoglichkeiten zu produzieren.
Hierzu werden Bandtrockner mit der Restwarme der Biogasanlagen betrieben. In den Laborexpe-
rimenten wurde so Uberpriift, inwiefern “C-Sulfadiazin- bzw. '“C-Enrofloxacin-Riickstande aus
Garresten durch eine thermische Nachbehandlung eliminiert werden koénnen. Hierzu wurde wie-
derum das Durchflusssystem, aber ohne Luftbefeuchter eingesetzt. Das in einem Ofen bei 70 °C
bzw. 100 °C positionierte Probengefall wurde mit Luft (1 L/h) flr 15 h bzw. 7 h bis zur Trockne der
Garreste durchstromt. Danach wurden die Garreste flr den Sulfadiazin- und Enrofloxacin-Ansatz
mit demineralisiertem Wasser bzw. Citrat-Puffer Gber Nacht benetzt, extrahiert und schlielich ra-
diotraceranalytisch untersucht, wie in Kapitel 2.5.1 beschrieben wurde.

Entsprechende Experimente zur Garresttrocknung wurden auch mit Doxycyclin durchgefihrt, die
wiederum rlckstandsanalytsich begleitet wurden. Um hier die durch Alterungsprozesse bedingte
abnehmende Extrahierbarkeit von Doxycyclin-Riuckstéanden ermitteln zu kénnen, schloss sich flr
die bereits mittels der unter Kapitel 2.3 beschriebenen Extraktion behandelten Proben noch eine 2.

Extraktion mit salzsaurem Methanol an. Die Extrakte aus beiden Extraktionen wurden dann ge-
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trennt mittels Frestphasenextraktion aufgearbeitet und mittels Flussigchromatographie/Tandem-

Massenspektrometrie analysiert.

2.5.6 (Bio)elektrochemische Tests zur Antibiotika-Elimination

Forschungsaktivitaten zur Elimination von Mikroschadstoffen aus kommunalen Abwassern konzen-
trieren sich verstarkt auf elektrochemische Oxidationsverfahren (Martinez-Huitle und Ferro, 2006;
Guinea et al., 2010). Unter Verwendung einer Bor-dotierten Diamantelektrode (BDDE) werden so
in situ Hydroxyl-Radikale erzeugt, die als ein sehr starkes Oxidationsmittel (Standardreduktionspo-
tential E°(-OH/H,0) = 2.80 V gegen Standardwasserstoffelektrode) organische Substanzen bis zu
Kohlenstoffdioxid oxidieren kénnen. Deswegen wurde ein Durchflusssystem konstruiert, das im
Reaktionsgefal® die BDDE als Anode und eine Platin-Kathode, die von einem Elektrolyseur mit
einer Spannung von 4 V und einer Stromstarke von 200 mA versorgt wurde, aufnahm und mit ei-
ner Stickstoffversorgung und 2 mit Kaliumhydroxid befullten Kohlenstoffdioxid-Fallen ausgestattet
war. In ersten Versuchsserien wurde in Simulation eines artifiziellen Abwassers eine Phosphatpuf-
fer-LOsung verwendet, die entsprechend Schweinegulle auf pH 7.5 und einer Leitfahigkeit von 9
mS/cm eingestellt wurde. Ferner wurde die Flissigphase einer separierten Schweinegulleprobe
eingesetzt. In beiden Ansatzen wurde die oxidative Abbaubarkeit von 'C-Sulfadiazin und C-
Enrofloxacin untersucht.

Alternativ wurde die Biobrennstoffzelle, die als eine Zukunftstechnologie in der energieerzeugen-
den und ressourcenschonenden Abwassereinigung angesehen wird (Sievers et al., 2010), einge-
setzt, um die Mikroschadstoffelimination aus artifiziellem und realem Abwasser im Labormalstab
zu testen. Hierzu wurden potentiostatisch kontrollierte Halbzellen mit 3-Elektroden-Anordnung, i.e.
Biofilm-Graphit-Anode, Graphit-Kathode und Ag/AgCI-Referenzelekirode, verwendet. Als Leitsub-
stanzen wurden ausgewahlte Sulfonamide und korrespondierende Acetyl-Metaboliten sowie Enro-

floxacin in verschiedenen Testserien appliziert, die riickstandsanalytisch begleitet wurden.
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1 Betriebsinformationen und Antibiotika-Anwendungsmuster

An dieser Screening-Studie beteiligten sich 21 Schweinmast- und Schweinezuchtbetriebe in Nie-
dersachsen. So wurden im Beratungsring A 8 Mastbetriebe (BRA 1-8) mit 300-1545 Mastschwei-
nen und im Beratungsring B 8 Zuchtbetriebe (BRB 1-8) mit 100-840 Sauen, 400-1500 Aufzucht-
platzen und 650-1200 Mastschweinen untersucht, in denen die Giille in Kellern unterhalb der Stal-
le, in Silos oder Lagunen gelagert und dann im Frihjahr und Herbst auf landwirtschaftliche Nutz-
flachen ausgebracht werden. Die Betriebsinformationen sind in Tab. 1 zusammengestellt. Weitere
5 Schweinezuchtbetriebe sind mit hofeigenen Biogasanlagen (BGA 1-5) (elektrische Leistung: 250-
716 kW) ausgestattet, in denen die Schweinegille als Co-Substrat zusammen mit Maissilage zur

Biogasproduktion fermentiert wird (Tab. 2).

Tab. 1. Betriebsinformationen der Schweinemast- und Schweinezuchtbetriebe mit konventioneller

Gullelagerung und Gulleausbringung in Niedersachsen.

Gullemanagement
Betriebssystem
Input-Materialien Gullelagerung

8 Schweinemastbetriebe * Betriebsglille * Keller: 300-1000 m®
(BRA 1-8): * Fremdgille * Silo: 600 m®

. . . . . . . - 3
« 300-1545 Schweine Mischung mit Rindergulle Lagune: 1000-1250 m

* Mischung mit

Huhnertrockenkot

8 Schweinezuchtbetriebe: | ¢ Betriebsgiille * Keller: 800-3000 m®
(BRB 1-8): * Fremdgille * Silos: 300-2500 m®
« 100-840 Sauen * Mischung mit Rindergulle
» 2700-24500 Ferkel/Jahr
* 650-1200 Mastschweine

In diesen Betrieben mit unterschiedlichen Schweinehaltungssystemen wurden insgesamt 34 ver-
schiedene Antibiotika aus 11 verschiedenen Wirkstoffklassen von Herbst 2011 bis Frihjahr 2013
eingesetzt. Aus der zusammenfassenden Auflistung in Tab. 3 wird ersichtlich, dass, unabhangig
von den Schweinehaltungssystemen, Breitband-Antibiotika, i.e. Benzathin-Benzylpenicillin/Benzyl-
penicillin-Procain/Dihydrostreptomycin, Benzylpenicillin-Procain, Neomycin/Benzylpenicillin/Benzyl-

penicillin-Procain und Amoxicillin, haufig angewendet werden, um Einzeltiere, aber auch Gruppen
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bis zu 2000 Schweinen zu behandeln. Deutlich niedrigere Applikationsfrequenzen wurden fiir das
Sulfonamid Sulfadimethoxin und die Fluorchinolone Danofloxacin und Marbofloxacin sowie die
Makrolide Tildipirosin und Tilmicosin registriert. Die beiden erstgenannten wurden nur in den
Schweinezuchtbetrieben mit konventionellem Gilllemanagement, die anderen beiden nur in Betrie-

ben mit Biogasanlagen angewendet.

Tab. 2. Betriebsinformationen der Schweinezuchtbetriebe mit hofeigenen Biogasanlagen in Nie-

dersachsen.
Betriebssystem Gullemanagement Biogasanlage
5 Schweinezuchtbetriebe | Input-Materialien: * elektrische Leistung: 250-716 kW
mit Biogasanlagen * Betriebsgdlle * Garsubstrate:
(BGA 1-5): * Mischung mit « Schweinegiille (10-18 m*/d)
« 265-600 Sauen R?ndergUIIe. . Maissila:qe (14.1-16 t/d)
« 400-3900 Aufzuchtplatze | ° Mischung mit * Zuckerribensilage
HUhnertrockenkot » andere Ganzpflanzensilagen

* 550-2100 Mastschweine
e Hihnertrockenkot

Gullelagerung: * Fermenter: 1300-1860 m*
* Keller: 700-1200 m® * Verweilzeit: 90-100 d

» Silos: 150-1000 m® » Nachgérer: 1000-2800 m®
* Endlager: 1300-6800 m®

In den Schweinemastbetrieben Uberwog der Einsatz von Antibiotika der 1. Generation, i.e. -
Laktame, Sulfonamide und Tetracycline. In 5 von 8 Betrieben wurde Uberwiegend Amoxicillin und
Tetracyclin, gefolgt von Tylosin, verabreicht. Im Betrieb (BRA 1) mit 1000 Mastschweinen wurden
so in diesem Untersuchungszeitraum 140-850 bzw. 104-288 Schweine 18 bzw. 20 Mal mit Amox-
icillin und Tetracyclin behandelt. In einem anderen Betrieb (BRA 2) wurde Tetracyclin durch Doxy-
cyclin substituiert, wahrend in einem dritten Betrieb (BRA 7) eine Tetracyclin-Applikation fir 385
Schweine durch 8 Chlortetracyclin-Anwendungen (580-820 Schweine) und 1 Doxycyclin-Anwen-
dung (365 Schweine) erganzt wurde. In einem kleineren Betrieb (BRA 8) mit 380 Mastschweinen
konzentrierte sich der Antibiotika-Einsatz auf Amoxicillin (3 Anwendungen/80-340 Schweine), Coli-
stin (1/150), Lincomycin/Spectinomycin (1/300), Tiamulin (1/16) und Tylosin (5/80-340).

Die Antibiotika-Anwendungsmuster in den Schweinezuchtbetrieben mit konventionellem Giille-
management waren breiter als in den Schweinemastbetrieben. So wurden hier 26 anstatt 16 Ein-
zel- oder Kombipraparate an Einzeltiere oder Gruppen bis zu 1500 Schweinen verabreicht. Neben
den Breitband-pB-Laktamen wurden hier die augenblicklich verfliigbaren Vertreter der Sulfonamide,

Tetracycline, Fluorchinolone und Makrolide angewendet. Damit waren die Anwendungsmuster der

14



AiSG-Projekt: Abschlussbericht

8 Betriebe weitgehend Ubereinstimmend, wahrend sich allerdings die Anwendungsfrequenzen
unterschieden. So wurde in einem Betrieb mittlerer GroRe (BRB 8; 220 Sauen, 6000 Ferkel/Jahr)
die héchste Frequenz fur Amoxicillin (21 Anwendungen) und Collistin (14) fur die Behandlung von

bis zu 500 Schweinen ermittelt.

Tab. 3. Antibiotika-Anwendungen in Schweinemast- und Schweinezuchtbetrieben mit und ohne

hofeigenen Biogasanlagen in Niedersachsen von Herbst 2011 bis Friihling 2013.

Wirkstoff- Antibiotika Schweinemast- Schweinezucht- | Schweinezucht-
klasse betriebe betriebe betriebe mit Bio-
gasanlagen
Antibiotika-Applikationen / behandelte Schweine °
Amino- Apramycin - - - - 1 50
glycoside Dihydro-
streptomycin ° 12 5-248 87 10-1500 18 20-2400
Gentamicin - - 8 2- 100 15 60- 400
Neomycin ° - - - - 9 | 200-700
Ampheni- Florfenicol - - 20 5- 30 | -- -
cole
B-Laktame Amoxicillin 42 30-850 78 3-1050 | 103 2-2000
Ampicillin - - 3 5 - -
Cloxacillin - - 3 5 --- -
Benzylpenicillin ° 15 5-152 15 2- 100 | 65 4- 200
Cefquinom 8 2- 10 60 2- 400 | 46 3- 18
Ceftiofur --- --- 6 250 16 | 100- 400
Fluorchino- | Danofloxacin - - 11 2- 34 -- -
lone Enrofloxacin 2 30-150 41 3- 270 | 68 3- 300
Marbofloxacin - - - -—- 48 5- 150

2. Detalillierte Informationen zu Antibiotika-Anwendungen konnten in 8 Schweinemast- und 7
Schweinezuchtbetrieben mit konventionellem Gullemanagement sowie in 4 Schweinezucht-
betrieben mit hofeiegenen Biogasanlagen gesammelt werden. ®: angewendet als Benzathin-

C.

Benzylpenicillin/Benzylpenicillin-Procain/Dihydrostreptomycin, angewendet als Neomy-

cin/Benzylpenicillin/Benzylpenicillin-Procain, % angewendet als Benzylpenicillin-Procain.
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Tab. 3. Fortsetzung.

Wirkstoff- Antibiotika Schweinemast- Schweinezucht- | Schweinezucht-
klasse betriebe betriebe betriebe mit Bio-
gasanlagen
Antibiotika-Applikationen / behandelte Schweine ®
Lincos- Lincomycin 1 300 - - - -
amide Spectinomycin 1 300 -—- -—- -—- -
Makrolide Erythromycin - - 1 k.A 2 80- 150
Tildipirosin --- --- --- --- 10 50- 300
Tilmicosin - - - - 1 2000
Tulathromycin 1 50 52 | 100-1000 | 30 | 100-1200
Tylosin 28 10-800 24 1- 200 7 10- 500
Pleuro- Tiamulin 1 16 5 35-100 - -
mutiline
Polymyxine | Colistin 1 150 51 100-1000 | 40 72- 892
Sulfon- Sulfadiazin 5 135-580 14 36- 500 3 22- 800
amide Sulfadimethoxin - - 4 1-1421 --- ---
Sulfadimidin --- --- 53 3- 90 | 12 6- 8
Sulfadoxin - - 9 2- 4| - ---
Sulfamerazin --- --- --- --- 7 10- 17
Sulfamethoxy-
pyridazin --- --- --- --- 1 90
Diamino- Trimethoprim 5 135-380 80 1-1421 23 6- 800
pyrimidine
Tetracycline | Chlortetracyclin 8 580-820 14 35- 715 4 10- 17
Doxycyclin 5 120-365 20 30-1600 | 87 83-2000
Oxytetracyclin - -—- 28 1- 60 1 5
Tetracyclin 50 100-385 7 | 380-1400 | --- -

k.A.: keine Angabe.

In den Schweinezuchtbetrieben mit hofeigenen Biogasanlagen wurden 24 Antibiotika-Einzel- oder
Kombipraparate angewendet. Hier erfolgten regelmaflige Anwendungen von Amoxicillin, Colistin,
Doxycyclin, Enrofloxacin und Tulathromycin. In einem Betrieb (BGA 2) mit 475 Sauen und 2000
Aufzuchtplatzen wurden so Dihydrostreptomycin 10 Mal an 1200-2400 Schweine, Collistin 8 Mal
an 350-892 Schweine, Doxycyclin 8 Mal an 1000-2000 Schweine und Tulathromycin 12 Mal an

500-1200 Schweine verabreicht. Die hochste Frequenz verabreichter Antibiotika ergab sich flr
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einen Betrieb (BGA 4) mit 265 Sauen und 2100 Mastschweinen. Hier wurden im Unter-
suchungszeitraum 55 Mal Amoxicillin an 18-700 Schweine, 75 Mal Doxycyclin an 83-700 Schweine
und 41 Mal Enrofloxacin an 3-300 Schweine verabreicht. Damit zahlte das Tetracyclin-Antibiotikum
Doxycyclin, das in bisher publizierten Studien kaum Erwahnung fand (Gans et al., 2010; Ratsak et

al. 2013; Spielmeyer et al. 2014), zu den am meisten angewendeten Wirkstoffen.

Tab. 4: Tests zur Qualitat der Probenahme von Schweinegulle aus Silo und Keller mittels Bypass-

Sammler und Probensonde.

Probenahme Matrixcharakterisierung Tetracyclin

Datum Probenahmeort / pH ™ [mg/kg TM]
Probenahmetechnik [%]

15.02.2012 | Silo, Giille gertihrt / 8.1 2.9 179"
Bypass-Sammler 8.1 3.1 1432/

8.2 3.0 171922

Silo, Gulle geruhrt / 8.1 3.0 126
Probensonde
Keller, Gulle nicht gertihrt / 7.9 7.8 191
Probensonde

06.03.2012 | Keller, Giille nicht geriihrt / 8.2 8.5 207%
Bypass-Sammler 8.3 8.7 201%

TM: Trockenmasse, °': Replikat 1, % Replikat 2, °: Replikat 3, °*': 1. Analyse von Replikat
2, 922: 2 Analyse von Replikat 2.

3.2 Qualitat verschiedener Probenahmetechniken

Fur die Screening-Studie zu Antibiotika-Rlckstanden und Antibiotika-Resistenzgenen wurden eta-
blierte Probenahmetechniken eingesetzt, die die Berlcksichtigung unterschiedlicher betriebs-
spezifischer Lagerbedingungen in Kellern, Silos und Lagunen ermdglichten. Das zeigten verglei-
chende Untersuchungen in einem Betrieb (BRA 1), in dem Schweinegulle aus dem Silo und dem
Keller mit Bypass-Sammler und Probensonde entnommen wurden. So ergaben sich fir die mit
dem Bypass-Sammler wahrend des Abpumpens mit dem Vakuumtankwagen entnommenen Pro-
ben Konzentrationen von 164 + 18.9 mg Tetracyclin/kg TM (Tab. 4). Direkt im Anschluss wurden
im Silo auch Proben mit der 2 m langen Probensonde gezogen, mit der allerdings die tiefsten Sedi-

mentationsschichten des Silos nicht erreicht wurden. Infolge der hohen Affinitat von Tetracyclin zur
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Feststoffmatrix der Gulle betrug die gemessene Konzentration nur 126 mg/kg TM. Geringflugig
héhere Konzentrationen wurden im Giillekeller gefunden. Dabei war es aber weitgehend unab-
hangig, ob die Proben mit der Sonde oder 19 Tage spater mit dem Bypass-Sammler wahrend des
Umpumpens der Gillle aus dem Keller in das Silo genommen wurden. Das verdeutlichte auch die
Ubereinstimmung der zur Matrixcharakterisierung gemessenen pH-Werte und Trockenmassen.

Die Probenahmevariabilitaten im Tagesverlauf wurden wahrend des eintagigen Abpumpens einer
1250 m>-Lagune (BRA 7) untersucht. Hier wurden morgens, mittags und abends von je 2 Vakuum-
tankwagenflllungen im Ruickfluss Mischproben enthommen. Dabei ergaben sich fiir Chlortetracy-
clin und Tetracyclin Rickstandskonzentrationen von 36.4 + 9.7 mg/kg TM bzw. 37.7 = 6.7 mg/kg
TM. Unter Bericksichtigung der heterogenen Verteilung der Giillefeststoffe, die trotz standigem
Aufriihrens der Schweinegllle wahrend des Abpumpens zu betrachtlichen Anteilen am Grund der
Lagune verblieben, wird durch diese sequentielle Probenahme die Belastung dieser Giille mit

Chlortetracyclin und Tetracyclin weitgehend einheitlich wiedergegeben (Tab. 5).

Tab. 5: Qualitat der Probenahme von Schweinegulle aus einer Lagune via Ruckfluss vom Va-

kuumtankwagen im Tagesverlauf.

Probenahme Matrix- Chlor- Tetracyclin
charakterisie- | tetracyclin
rung
Datum Probenahmeort / Zeit pH ™
) [mg/kg TM]
Probenahmetechnik [%]
25.02.2013 | Lagune, Gllle gerihrt/ | morgens | 8.1 3.1 36.0 40.3
Ruickfluss vom Vakuum- | mittags 8.0 4.4 46.3 42.7
tankwagen abends 7.9 6.4 26.9 30.0

3.3 Screening-Studie zu Antibiotika-Riickstanden

Von den 34 angewendeten Antibiotika aus 11 Wirkstoffklassen wurden 19 Leitsubstanzen ausge-
wahlt, die in allen Schweineglille- bis Garrestproben untersucht wurden, da diese mit der in Anleh-
nung an Jacobsen und Halling-Sgrensen (2006) und Zhou et al. (2012) adaptierten Analysenme-
thode simultan bis zu einer Bestimmungsgrenze von 0.2 mg/kg TM bestimmt werden konnten.
Diese Auswahl an Leitsubstanzen stimmt soweit mit dem untersuchten Stoffspektrum der Unter-
suchungen von Zhou et al., 2013a, b; Li et al., 2013, Ratsak et al., 2013; Spielmeyer et al., 2014
Uberein. Andere Antibiotika aus den Wirkstoffklassen der p-Laktame, Makrolide etc. kdnnen auf-

grund ihres unterschiedlichen chemischen Verhaltens wahrend der Probenvorbereitung nicht in
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diese Analysenmethode integriert werden. So existiert auch teilweise fur altere Antibiotika, z.B. das
Polymyxin Colistin, bis heute keine Methode, diese in komplexen Matrices wie Schweinegtlle

nachzuweisen.

3.3.1 Betriebe mit konventioneller Giillelagerung und Giilleausbringung

Einen ersten Uberblick tiber die Belastung mit Antibiotika in Schweinegiillen gibt Tab. 6. Es ist er-
sichtlich, dass haufig an groRere Tiergruppen verabreichte Antibiotika in Schweinegdille bis in Kon-
zentrationen von mg/kg TM nachgewiesen werden kénnen. So lasst sich das hier in einigen
Schweinemastbetrieben des Beratungsringes A haufig eingesetzte Tetracyclin in 20 Proben von
1.5-300 mg/kg TM mit einem Medianwert von 152 mg/kg TM finden. Die nachst héheren Konzen-
trationen wurden fiir Chlortetracyclin und Doxycyclin ermittelt. Medianwerte waren hier 26.9 mg/kg
TM bzw. 20.3 mg/kg TM. Die Sulfonamide Sulfadiazin und Sulfadimidin traten nur in jeweils 1 Pro-
be mit 0.7 mg/kg TM bzw. 0.6 mg/kg TM auf.

Entsprechend des breiteren Anwendungsmusters von Antibiotika konnte in den Schweinezuchtbe-
trieben des Beratungsringes B auch ein breiteres Muster an Antibiotika-Ruckstdanden nachge-
wiesen werden. Am haufigsten detektiert wurde hier Doxycyclin mit einem Medianwert von 19.8
mg/kg TM, wahrend héchste Konzentrationen von >200 mg/kg TM fir Oxytetracyclin und Tetracy-
clin gefunden wurden. Unter den Sulfonamiden trat Uberwiegend Sulfadimidin in 5 Proben mit
hdchsten Konzentrationen von 23.0 mg/kg TM auf, wahrend das als Synergist eingesetzte
Trimethoprim nur in einer Probe detektiert wurde, die auch mit Sulfadimethoxin belastet war. Enro-
floxacin und Tiamulin wurden nur in je einer Probe detektiert.

Die gefundenen Antibiotika-Rlckstande spiegeln die Intensitdt der Antibiotika-Anwendungen in
diesem Zentrum der Schweinehaltung wieder. Gleichzeitig stehen sie mit publizierten Riickstands-
daten anderer Untersuchungen im Einklang. So werden dort héchste Konzentrationen von 764 mg
Chlortetracyclin/kg TM und 770 mg Oxytetracyclin/kg TM beschrieben (Pan et al., 2011; Gans et
al., 2010). Die dort genannten Rickstandskonzentrationen der anderen Antibiotika stimmen eben-

falls mit den im Untersuchungsgebiet gefundenen Uberein.

3.3.2 Betriebe mit Biogasanlagen

In diesen Betrieben (BGA 1-5) war die hohe Anwendungshaufigkeit des Tetracyclin-Antibiotikums
Doxycyclin auffallig. So ergaben sich in den untersuchten Schweinegulleproben 16 positive Nach-
weise von 1.7-381 mg/kg TM mit einem Medianwert von 27.4 mg/kg TM (Tab. 7). Auffallig waren

auch die 6 Nachweise des Fluorchinolon-Antibiotikums Enrofloxacin, das in den anderen Betrieben
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vielfach in der Einzeltiertherapie, hier aber auch zur Behandlung von Gruppen bis zu 300 Schwei-

nen angewendet wurde. So betrugen die Konzentrationen 0.8-4.7 mg/kg TM.

Tab. 6: Antibiotika-Rlckstande in Schweinegullen der Schweinemast- und Schweinezuchtbetriebe

mit konventionellem Gullemanagement in Niedersachsen im Vergleich zu Literaturwerten.

Betrieb | SDZ | SDM | SDX | SDMX | TMP | CTC | DOXY | OXY | TC | ENF | TYL | TIA

Schweinegiille der Schweinemastbetriebe BRA 1-8 [mg/kg TM]

Median | — | - | — | — | — |269] 203 | — | 152 | — | — | -

MIN nd. | nd. | nd. n.d. n.d. 1.7 11.0 | n.d. 1.5 | nd. | nd. | n.d.

MAX 07 | 06 | nd. | nd. [ nd. | 463 | 289 | 6.2 | 300 | nd. | nd. | nd.

n 1 1 0 0 0 7 3 1 20 0 0 0

Schweinegiille der Schweinezuchtbetriebe BRB 1-8 [mg/kg TM]

Median | --- 22| - --- -- | 374 | 198 | 136 | 165 | --- - -

MIN n.d. 08| nd. | nd. | nd. | 1568 5.0 06| 15| nd. | nd. | nd.

MAX nd. | 23.0| nd. | 0.5 02 | 551 101 | 211 | 227 | 13 | nd. | 14

n 0 5 0 1 1 4 12 5 6 1 0 1

Literaturwerte fir Schweineglllen [mg/kg TM]

MIN 0.01"10.01"| 0.1® | 0.3* | nd’]0.01%| 0.01° | 0.1° | nd® |0.02"| 0.2"° | k.A.

MAX 35.32| 1672 |32.7°| 26.4* | 0.3" | 7647 | 59.8* | 7708 | 98.2° | 2.2'° | 1.9'° | k.A.

SDZ: Sulfadiazin, SDM: Sulfadimidin, SDX: Sulfadoxin, SDMX: Sulfadimethoxin, TMP: Tri-
methoprim, CTC: Chlortetracyclin, DOXY: Doxycyclin, OXY: Oxytetracyclin, TC: Tetracyclin,
ENF: Enrofloxacin, TYL: Tylosin, TIA: Tiamulin.

MIN: Minimum, MAX: Maximum, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert, k.A.: keine Angabe,
n: Anzahl positiver Nachweise.

Literaturzitate: *: Zhou et al. (2013b), %: Winckler et al. (2004), *: Hu et al. (2010), *: Hu et al.
(2008), °: Zhou et al. (2013a), °: Qiao et al (2012), : Pan et al. (2011), ®: Gans et al. (2010), *:
Chen et al. (2012), '*: Li et al. (2013).

Darlber hinaus wurden auch die Garreste von Biogasanlagen untersucht, um somit das Elimina-
tionspotential der anaeroben Stoffumwandlung fir Antibiotika, die mit belasteten Schweinegdillen in

Biogasanlagen eingetragen werden, zu Uberprifen.
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Tab. 7: Antibiotika-Rickstande in Schweinegtllen und Garresten der Schweinezuchtbetriebe mit

Biogasanlagen (BGA 1-5) in Niedersachsen im Vergleich zu Literaturwerten.

Betrieb | SDZ | SDM | SDX | SDMX | TMP | CTC | DOXY | OXY | TC | ENF | TYL | TIA

Schweinegllle der Schweinezuchtbetriebe mit Biogasanlagen [mg/kg TM]

Median | --- --- - --- - | 274 | - 1.5 | 14 - -
MIN nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. 1.7 | nd. | 0.7 | 0.8 | nd. | nd.
MAX 73 | nd. {nd. | nd. | nd.| 10 | 381 | nd | 59 | 47 | 6.4 | nd.
n 1 0 0 0 0 1 16 0 4 5 1 0

Literaturwerte fir Schweinegullen [mg/kg TM]

MIN 07" | 70" | -- — 10.05"' 352 | nd? | 01%| 15 |0.02°| --
MAX 1.1%2 | 201 | --- — 10.48%36.5%| - |770°| 66| 14% | -

Garreste der Schweinezuchtbetriebe mit Biogasanlagen [mg/kg TM]

Median | --- --- --- --- --- --- 6.2 --- 1.5 | 0.2 --- ---
MIN nd. | nd. | nd. | nd. | nd. | nd. 1.3 | nd. | 09 | 0.2 | nd. | nd.
MAX 09 | nd. | nd. | nd. [ nd. | 09 | 105 | nd. | 21 | 0.3 | nd. | nd.
n 1 0 0 0 0 1 14 0 4 2 0 0

Literaturwerte fir Garreste [mg/kg TM]

MIN 1.72 1 0.3* | kA. | kKA. | kA |nd?| nd? | 022| 1.0*] 11" | kKA. | KA.
MAX 6.3' [76.2%| kKA. | KA. | KA. | 3.7 | kKA. [24.0%|17.0"| 2.8% | KA. | kA.

SDZ: Sulfadiazin, SDM: Sulfadimidin, SDX: Sulfadoxin, SDMX: Sulfadimethoxin, TMP: Tri-
methoprim, CTC: Chlortetracyclin, DOXY: Doxycyclin, OXY: Oxytetracyclin, TC: Tetracyclin,
ENF: Enrofloxacin, TYL: Tylosin, TIA: Tiamulin.

MIN: Minimum, MAX: Maximum, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert, k.A.: keine Angabe,
n: Anzahl positiver Nachweise.

Literaturzitate ': Ratsak et al. (2013), ?: Spielmeyer et al. (2014), *: Gans et al. (2010), *: Gans
et al. (2008).

Wie aus Tab. 7 hervorgeht, kdnnen die in Gullen gefundenen Antibiotika auch in Garresten wie-
dergefunden werden. Doxycyclin wurde so in 14 Garrestproben mit 1.3-10.5 mg/kg TM und einem
Medianwert von 6.2 mg/kg TM nachgewiesen. Selbst das Sulfonamid Sulfadiazin, das in Labor-
Fermentationstests als schnell abbaubar identifiziert wurde (Mohring et al., 2009), konnte in einem

Schweinezuchtbetrieb mit hofeigener Biogasanlage (BGA 1) nach einmaliger Verabreichung an
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800 Schweine zeitnah zur Probenahme im Frihjahr 2012 in Gille mit 7.3 mg/kg TM und Garrest
mit 0.9 mg/kg TM detektiert werden. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit denen von Spiel-
meyer et al. (2014), die Sulfadiazin in einer Biogasanlage mit Konzentrationen von 1.1 mg/kg TM
Input-Material bzw. 1.7 mg/kg TM Output-Material von Fermentern fanden. Auch Ratsak et al.
(2013) konnten in einer Garrestprobe 6.3 mg Sulfadiazin/kg TM feststellen.

Der Vergleich der in Schweinegtille- und Garrestproben gemessenen Antibiotika-Ruickstande zeigt
Konzentrationsabnahmen von den Input- zu den Output-Materialien. Diese kénnen zum einen teil-
weise auf die anaerobe Biotransformation oder die irreversible Sorption zu Fermenter- und Nach-
garermaterialien zurickzuflihren sein. Zum anderen muss aber auch ein signifikanter Verdln-
nungseffekt durch die Zugabe von Maissilage als weiteres Garsubstrat berticksichtigt werden. Fer-
ner ist einzubeziehen, dass die Schweinegiille- und Garrestproben im Rahmen der Probenahme
an einem Tag entnommen wurden, obgleich die in den Fermenter eingebrachten Garsubstrate dort
60-100 Tage verweilen, bevor diese in die Endlager Uberfiihrt werden. Damit lassen sich Abbau-
prozesse in Biogasanlagen kaum exakt bilanzieren, weswegen in diesem Forschungsvorhaben fir
ausgewahlte Leitsubstanzen, i.e. Sulfadiazin, Enrofloxacin und Doxycyclin, auch Labor-Fermenta-
tionstests durchgefuhrt wurden (s. Kapitel 3.6). Die hier fur Betriebe mit Biogasanlagen erzielten
Ergebnisse belegen dennoch ganz deutlich, dass die vollstandige Elimination von Antibiotika aus
Schweinegullen durch Biogasanlagen nicht garantiert werden kann. Das wird wiederum durch die
Untersuchung von Spielmeyer et al. (2014) bestatigt, die fir Sulfadimidin in einer Biogasanlage

Konzentrationen von 201 mg/kg TM Input- und 76 mg/kg TM Output-Material bestimmten.

3.4 Betriebsspezifische Antibiotika-Anwendungen und Riickstandssituationen

3.4.1 Betriebe mit Giillelagerung und Giilleausbringung

In den an diesem Forschungsvorhaben beteiligten landwirtschaftlichen Betrieben war es teilweise
mdglich, die Arzneimittel-Abgabebelege einzusehen, um so einen Einblick in die Muster und Fre-
quenzen der angewendeten Antibiotika zu erhalten. Damit konnten gefundene Antibiotika-
Ruckstande in der Schweinegille den betriebsspezifischen Antibiotika-Anwendungen Uberwiegend
zugeordnet werden. So nehmen mit der steigenden Anzahl von 6 auf 8 Behandlungen grélRerer
Tiergruppen die im Schweinemastbetrieb BRA 1 ermittelten Tetracyclin-Ruckstande von 179
mg/kg TM auf 300 mg/kg TM zu, um dann mit vermindertem Tetracyclin-Einsatz (6 Behandlungen)
im dritten Untersuchungszeitraum auf 265 mg/kg TM zu sinken (Tab. 8). Diese Tetracyclin-Rick-
stande, die Uber dem flur diese 8 untersuchten Schweinemastbetriebe bereits hohen Medianwert
von 152 mg/kg TM liegen, sind auf die Behandlungsintensitat, aber auch auf die Exkretionsrate,

die fir Tetracyclin bis zu 90 % betragen kann (Kumar et al., 2005), zurlickzuflihren.
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Tab. 8: Tetracyclin-Rickstande in Schweineglle in Abhangigkeit zur Tetracyclin-Anwendung in
einem Schweinemastbetrieb (BRA 1) von Herbst 2011 bis Frihjahr 2013.

Probenahme Antibiotika-Abgaben Entnahme- Tetracyclin
Zeitraum Anwendungen / Tiere | ort [mg/kg TM]
15.02.2012 09/11-02/12 6/ 140-288 Silo 179
04.09.2012 02/12-09/12 8/ 140-208 300
22.02.2013 09/12-03/13 6/144-176 265

Fur einen weiteren Schweinemastbetrieb (BRA 7) ergibt sich fir die regelmalige Anwendung von
Chlortetracyclin ein ahnliches Bild. So flihrten 3 Anwendungen flir Gruppen von 580-820 Schwei-
nen zu Konzentrationen von 29.5 mg/kg TM im Gullekeller. Zu demselben Zeitpunkt betrug die
Konzentration in der Giille aus der Lagune 4.9 mg/kg TM. Solche Konzentrationsunterschiede kén-
nen sich ergeben, wenn zum Zeitpunkt der Probenahmeaktivitat die starker belastete Schweine-
gllle aus dem Keller noch nicht in Lagune oder Silo Uberfiihrt worden war. Bei Fortfihrung der
Chlortetracyclin-Anwendungen mit 2 Behandlungen bis Herbst 2012 und 3 Behandlungen bis Frih-
jahr 2013 von jeweils 580-820 Schweinen wurden dann auch in der Schweinegulle aus der Lagune
Ruckstande von 26.6 mg/kg TM bzw. 36.4 mg/kg TM gefunden.

Wie aus Tab. 9 hervorgeht, konnten trotz des Einsatzes von Sulfadiazin mit Trimethoprim, Doxy-
cyclin, Enrofloxacin und Tylosin fiir diese Antibiotika keine Rickstande im Gullekeller oder der La-
gune oberhalb der Bestimmungsgrenze von 0.2 mg/kg TM ermittelt werden. Fur die anderen dort
gelisteten Antibiotika wurden dagegen in der Lagune Sulfadimidin mit 0.62 mg/kg TM, Oxytetracy-
clin mit 6.2 mg/kg TM und Tetracyclin mit 1.5 mg/kg TM nachgewiesen, ohne dass hier Hinweise
zur Anwendung in der Schweinemast vorlagen. Inwieweit es sich bei Sulfadimidin und Oxytetracy-
clin um Riickstande aus friiheren Anwendungen handelt oder auch die anteilige Einbringung von
Huhnertrockenkot aus der betriebseigenen Geflligelhaltung in die Lagune ein Rolle spielt, lasst
sich aus den vorliegenden Betriebsinformationen nicht ableiten. Tetracyclin kdnnte dabei auch als
Metabolit von Chlortetracyclin entstanden sein (Martinez-Carballo et al., 2007; Freitag et al., 2008),
worauf die hdheren Konzentrationen in der Gllle aus dem Keller gegentber der aus der Lagune

hindeuten.
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Tab. 9: Antibiotika-Rickstande in Schweinegllle eines Schweinemastbetriebes (BRA 7) im Frih-
jahr 2012.

Antibiotika Abgaben Keller Lagune
09/2011-02/2012
Anzahl Tiere Konzentration [mg/kg TM]
Sulfadiazin 1 380 n.d. n.d.
Sulfadimidin --- --- n.d. 0.62
Trimethoprim 1 380 n.d. n.d.
Chlortetracyclin 3 580-820 29.5 4.9
Doxycyclin 1 365 n.d. n.d.
Oxytetracyclin - - n.d. 6.2
Tetracyclin - --- 24 1.5
Enrofloxacin 1 30 n.d. n.d.
Tylosin 1 800 n.d. n.d.

TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert, ---: keine Abgabe.

3.4.2 Betriebe mit Biogasanlagen

In 2 Schweinezuchtbetrieben mit hofeigenen Biogasanlagen wurde flir Doxycyclin der Zusammen-
hang zwischen Antibiotika-Anwendung und dem Auftreten von Riickstanden in Schweinegtillen bis
zu den Garresten in hoherer zeitlicher Auflésung von Marz 2012 bis Januar 2014 untersucht. In
BGA 3 erfolgte so 12 Tage vor der ersten Probenahme eine Doxycyclin-Behandlung von 280
Schweinen (Tab. 10). Zum Zeitpunkt der Probenahme konnte Doxycyclin zwar bereits in der Giille
mit 24.7 mg/kg TM, aber nicht im Fermenter, Nachgarer sowie im Endlager nachgewiesen werden.
Von Marz bis Mai 2012 folgten dann 3 Behandlungen von 200-300 Schweinen, so dass in der Gul-
leprobe die Doxycyclin-Konzentration auf 166 mg/kg TM anstieg und Ruckstande auch im Fermen-
ter (0.37 mg/kg TM), Nachgarer (2.0 mg/kg TM) und Endlager (2.1 mg/kg TM) nachgewiesen wur-
den. Bis Januar 2014 folgte in diesem Betrieb kein weiterer Einsatz von Doxycyclin. Dennoch
konnten in Proben aller Entnahmeorte Rickstande festgestellt werden. Dabei lagen die Konzentra-
tionswerte in Gulle bis Januar 2013 um 11.7 mg/kg TM, um danach leicht anzusteigen. Doxycyclin-

Konzentrationen im Fermenter, Nachgarer und Endlager blieben dagegen weitgehend konstant.
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Tab. 10: Doxycyclin-Abgaben und Rickstadnde in einem Schweinezucht- und Schweinemast-

betrieb mit hofeigener Biogasanlage (BGA 3).

Probenahme Antibiotika-Abgaben Entnahme- Doxycyclin
Zeitraum Anzahl/Tiere | ort [mg/kg TM]
28.03.2012 01/12-03/12 1/280 Glllekeller 24.7
Fermenter n.d.
Nachgarer n.d.
Endlager n.d.
19.09.2012 03/12-09/12 3/200-300 Glllekeller 166
Fermenter 0.37
Nachgarer 2.0
Endlager 2.1
30.01.2013 --- --- Glllekeller 11.7
Fermenter 2.0
Nachgarer n.a.
Endlager 3.0
27.02.2013 --- --- Glllekeller 13.7
Fermenter 3.5
Nachgarer 3.3
Endlager 4.8
18.03.2013 --- --- Glllekeller 13.9
Fermenter 1.5
Nachgarer 2.5
Endlager 4.0
17.09.2013 - - Gullekeller 68.9
Fermenter 1.1
Nachgarer 2.1
Endlager 3.9
16.01.2014 --- --- Glllekeller 48.8
Fermenter 59
Nachgarer n.a.
Endlager 23
TM: Trockenmasse, n.a.: nicht analysiert, n.d.: nicht detektiert, ---: keine Ab-
gabe
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Tab. 11: Doxycyclin- und Enrofloxacin-Abgaben und Rickstande in einem Schweinezucht- und

Schweinemastbetrieb mit hofeigener Biogasanlage (BGA 4).

Probe- Antibiotika-Abgaben Entnahme- Doxycyclin | Enrofloxacin
nahme Zeitraum Anzahl/Tiere | Ort [mg/kg TM] | [mg/kg TM]
28.03.2012 | 09/11-02/12 | Doxycyclin: Gullesilo 32.1 24
28/140-700 Fermenter n.a. n.a.
Enrofloxacin: | Nachgarer/
20/20-300 Endlager 4.9 n.d.
20.09.2012 | 03/12-09/12 | Doxycyclin: Glllekeller 110 1.4
21/150-400 Fermenter 7.0 n.d.
Enrofloxacin: | Nachgarer/
6/125-275 Endlager 10.1 0.20
28.02.2013 | 09/12-02/13 | Doxycyclin: Gullesilo 21.4 0.83
26/83-400 Glllekeller 30.0 4.7
Enrofloxacin: | Fermenter 6.4 n.d.
15/3-125 Nachgarer/
Endlager 10.2 0.26
29.05.2013 | 02/13-05/13 | Doxycyclin: Gillekeller * 54.5 0.80
19/130-520 Gllekeller 20.1 1.7
Enrofloxacin: | Fermenter 4.0 n.d.
15/6-225 Nachgarer/
Endlager 7.7 n.d.
23.08.2013 | 05/13-08/13 | Doxycyclin: Gullesilo n.a. n.a.
11/110-330 Glllekeller n.a. n.a.
Enrofloxacin: | Fermenter 4.5 n.d.
13/9-225 Nachgarer/
Endlager n.a. n.a.
09.01.2014 | 08/13-01/14 | Doxycyclin: Gullesilo n.a. n.a.
21/110-350 Gullekeller n.a. n.a.
Enrofloxacin: | Fermenter 8.7 n.d.
23/3-200 Nachgarer/
Endlager 11.5 n.d.

TM: Trockenmasse, n.a.: nicht analysiert, n.d.: nicht detektiert, *: Mastbereich, *: Zucht-

bereich
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Eine ahnliche Rickstandssituation zeichnete sich auch im Betrieb BGA 2 ab. Von Februar bis Juni
2012 erfolgten 8 Doxycyclin-Behandlungen von 1000-2000 Schweinen, so dass im September
2012 Ruckstande im Gullekeller (39.5 mg/kg TM), Fermenter (5.4 mg/kg TM), Nachgarer (7.9
mg/kg TM) und Endlager (7.4 mg/kg TM) festgestellt wurden. Ohne jeden weiteren Doxycyclin-
Einsatz wurde bis Februar 2013 eine Konzentrationsabnahme im Glillekeller (1.9 mg/kg TM), Fer-
menter (1.1 mg/kg TM) und Nachgarer (4.6 mg/kg TM) festgestellt, wahrend es zu einer Konzen-
trationszunahme im Endlager auf 10.5 mg/kg TM kam. Aus diesen Ergebnissen zeichnet sich der
Schluss ab, dass einmal mit der Gllle eingetragenes Doxycyclin noch langerfristig im Fermenter,
Nachgarer und Endlager nachgewiesen werden kann.

Im Untersuchungszeitraum bis Januar 2014 erfolgten im Betrieb BGA 4 durchgehend Behandlun-
gen grolerer Tiergruppen mit Doxycyclin und Enrofloxacin. So konnten nach 28 Doxycylin-Be-
handlungen von 140-700 Schweinen bis Marz 2012 Rickstande in Gille und Garrest von 32.1
mg/kg TM bzw. 4.9 mg/kg TM festgestellt werden (Tab. 11). Wahrend in der Gulle in Abhangigkeit
von weiteren Doxycyclin-Anwendungen und dem Entnahmeort, i.e. Gillesilo und Gullekeller im
Mast- und Zuchtbereich, Konzentrationen von 20.1-110 mg/kg TM auftraten, wurden im Fermenter
eher gleichbleibende Konzentrationen zwischen 4.0-8.7 mg/kg TM bestimmt. Im Endlager zeichne-
te sich dagegen fir Doxycyclin ein geringfigiger Konzentrationsanstieg von 4.9 mg/kg TM auf 11.5
mg/kg TM ab. Da das Fluorchinolon-Antibiotikum Enrofloxacin hier auch an Tiergruppen bis zu 300
Schweinen verabreicht wurde, konnte es in Gilleproben in Konzentrationen von 0.83-4.7 mg/kg
TM und teilweise in Garrestproben im Bereich der Bestimmungsgrenze von 0.2 mg/kg TM nach-
gewiesen werden.

Die bereits fur Doxycyclin beschriebene Rlckstandssituation in den einzelnen hofeigenen Biogas-
anlagen wurde durch die flr den Betrieb BGA 5 erzielten Ergebnisse noch einmal belegt. Auch hier
fuhrte mit Doxycyclin belastete Schweinegulle zu Rickstanden in Fermenter 1 und 2, die in diesem
Betrieb parallel mit Garsubstraten beschickt werden. Trotz einer Verweilzeit von 67 Tagen je Fer-
menter konnte Doxycyclin auch in den Garresten nachgewiesen werden, was wiederum verdeut-
lichte, dass dieses Tetracyclin-Antibiotikum durch den Fermentationsprozess nicht vollstandig eli-
minierbar ist.

Fir die Biogasanlagen (BGA 6-9), die mit verschiedenen Input-Materialien von verschiedenen
landwirtschaftlichen Betrieben versorgt wurden, war die Erfassung der Antibiotika-Eintrage nicht
mdglich. Dennoch wurden einzelne Input-Materialien, z.B. Schweine- und Rindergllle sowie Hih-
nertrockenkot, zuzlglich zu den Biogasmaterialien aus Fermentern Nachgarern und Endlagern im
Herbst 2012 oder Frihjahr 2013 entnommen und auf die 19 Leitsubstanzen untersucht, um die
Antibiotika-Ruckstandssituation in Garresten ndher einschatzen zu kénnen.

In BGA 6 konnten so Rickstande von Tetracyclin mit 9.2 mg/kg TM im Fermentermaterial, 4.4
mg/kg TM im Nachgéarermaterial und 6.4 mg/kg TM in den Garresten bestimmt werden. Diese

konnten aus einem der Gille liefernden Schweinezuchtbetriebe stammen. Hier wurden in den
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Gulleproben aus dem Keller 3.8 mg/kg TM und 14.4 mg/kg TM aus dem Silo gefunden. Fur die in
Garresten gefundenen Rickstande von Doxycyclin von 2.2 mg/kg TM Iasst sich eine Quelle nicht
zuordnen. Ruickstande von Enrofloxacin im Hihnertrockenkot von 1.7 mg/kg TM, in dem auch der
Metabolit Ciprofloxacin mit 1.1 mg/kg TM detektiert werden konnte, fihrten zu keiner nachweis-
baren Belastung dieser Biogasanlage.

Die Untersuchungen des Milchviehbetriebes mit Biogasanlage (BGA 7) ergaben von der Giille (0.7
mg/kg TM) zu den Garresten (0.4 mg/kg TM) eine geringfiigige Tetracyclin-Belastung. Chlortetra-
cyclin konnte nur in der Gille (0.4 mg/kg TM) nachgewiesen werden. Im Gegensatz zur Schweine-
gulle war diese Rindergtlle weniger mit Antibiotika belastet. In der Biogasanlage BGA 8, die mit
verschiedensten Input-Materialien von separierten Rinder- und Schweineglllen, Pferdemist und
Ganzpflanzensilagen verschiedener Betriebe beschickt wird, konnten am 20.11.2012 in Fermenter
1 und 2, Nachgarer und Endlager keine Riickstande der 19 Leitsubstanzen festgestellt werden. Am
19.09.2013 wurden Sulfadiazin mit 0.37 mg/kg TM und Tetracyclin mit 0.32 mg/kg TM nachge-
wiesen. In der mit Uberwiegend nachwachsenden Rohstoffen und nur teilweise Rindergulle betrie-

benen Biogasanlage BGA 9 konnten Antibiotika-Rickstande nicht detektiert werden.

3.5 Screening-Studie zu Antibiotika-Resistenzgenen

3.5.1 Bioanalytische Untersuchungen von Schweinegiillen und Proben aus Biogasanlagen

Neben den riickstandsanalytischen Untersuchungen von Schweineglille- bis zu Garrestproben auf
Antibiotika wurden diese Proben auch auf Antibiotika-Resistenzgene (ARGs) und mobile ge-
netische Elemente (MGEs) analysiert. Mit Hilfe etablierter PCR-Systeme und anschlieRender
Southern Blot Hybridisierungen konnte eine Vielzahl von Plasmiden unterschiedlicher transferabler
Inkompatibilitatsgruppen von Plasmiden sowohl in den Gillen als auch in den Proben aus Bio-
gasanlagen nachgewiesen werden (s. Tab. B6-B11). Auffallig hierbei ist, dass sich eine hohere
Diversitat an Plasmiden in Schweinegtllen aus Zuchtbetrieben verglichen mit denen aus Mastbe-
trieben feststellen liel? (Tab. 12). Dieses konnte auf das breitere Spektrum angewandter Antibiotika
zur prophylaktischen Behandlung der Ferkel zuriickzufiihren sein. In allen untersuchten Gillen und
Proben aus BGAs konnten IncP-1 und IncQ-Plasmide nachgewiesen werden. Beide Plasmidtypen
haben einen sehr groRen Wirtsbereich. Wahrend das IncP-1 Plasmid selbsttransferabel
(konjugativ) ist, bendtigen die mobilisierbaren IncQ-Plasmide Helferplasmide wie z.B. IncP-1
Plasmide. Der parallele Nachweis beider Plasmidtypen deutet darauf hin, dass eine Gen-
mobilisierende Aktivitat in allen untersuchten Gullen vorhanden war. Durch die Anwesenheit dieser
unterschiedlichen transferierbaren Plasmide in den Gullen besteht die Gefahr einer Resistenzuber-

tragung auf Bodenbakterien.
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Tab. 12: Detektion von mobilen genetischen Elementen (MGEs) und Antibiotika-Resistenzgenen
(ARGS) in Gllleproben aus Schweinemast- (BRA) und Schweinezuchtbetrieben (BRB) sowie aus
Betrieben mit Biogasanlagen (BGA) mittels PCR und Southern Blot Hybridisierung (Anzahl positiv

getesteter Proben / Anzahl getesteter Proben gesamt).

Quelle IncP-1 | IncQ IncW IncU | LowGC | IncN intl1 intl2
Mast 22/22 | 22/22 3/8 6/14 - - 6/8 1/8
Zucht 1717 | 17/17 8/9 13/17 1/9 7/9 9/9 1/9
Biogasanlage | 18/19 | 19/19 | 19/19 5/9 4/8 - 10/10 10/10
sult sul2 sul3 tetA tetM tetX gacE qacEA1
Mast 20/20 | 20/20 | 9/20 8/8 8/8 8/8 - 8/8
Zucht 1717 | 17/17 - 9/9 9/9 9/9 - 9/9
Biogasanlage | 19/19 | 19/19 | 9/19 | 19/19 10/10 10/10 - 19/19

Ebenfalls konnte eine Vielzahl von ARGs detektiert werden (s. Tab. B1-B5). Alle getesteten ARGs,
mit Ausnahme von sul3, konnten in allen untersuchten Proben nachgewiesen werden. So wurden
in allen Garresten parallel die Sulfonamid-Resistenzgene su/1 und sul2 und zusétzlich Reprasen-
tanten aus allen bisher bekannten Klassen von Tetracyclin-Resistenzgenen detektiert (Tab. 12).
sul3 hingegen wurde mit schwachen Hybridisierungssignalen nur in vereinzelten Proben aus BGAs
und Schweinegullen gefunden. Zusatzlich liel® sich das Resistenzgen qacEA1, welches Resistenz
gegen quaternare Ammoniumverbindungen vermittelt und mit klinischen Klasse 1 Integrons as-
soziiert ist, in allen getesteten Proben detektieren. Dieses Gen ist ein funktionales Fragment des

Gens qacE, das im Gegensatz zu qacEA1T in keiner Probe gefunden wurde.

3.5.2 Einfluss der Prozessierung von Schweinegiillen in Biogasanlagen

Um Hinweise auf eine mogliche Reduzierung von MGEs und ARGs wahrend der anaeroben me-
sophilen Garung in BGAs und im Zuge der Lagerung der Garreste zu gewinnen, wurde die TC-
DNA der entsprechenden Proben mittels quantitativer real-time PCR (qPCR) fir rrn, sul1, sul2,
tetM, tetQ, tetW, int1, int2, gqacE/qacEA1, korB, traN und trfA analysiert (s. Abb. B1-B27). Hier-
durch konnte bestimmt werden, dass die 16S rRNA-Genkopienzahl (rrn) fir alle Proben im Bereich
von 1.8 x 10" - 2.15 x 10"%/g TM pelletierter Probe lag (s. Abb. B24-B27). Desweiteren zeigte sich,
dass in den untersuchten BGAs die relative Abundanz von sul1, tetM, tetQ, qacE/qacEA1, intl1
und korB im Fermenter deutlich niedriger war, aber in den Garresten nach der Lagerung zum Teil
wieder anstieg (s. Abb. B1-B2, Abb. B9-B10, Abb. B12-B14, Abb. B21). Im Gegensatz hierzu konn-

te flr das Zielgen tetW eine Zunahme der relativen Abundanz im Fermenter beobachtet werden (s.

29



AiSG-Projekt: Abschlussbericht

Abb. B11). Im Falle der Gene sul2 und intl2 lie} sich kein einheitlicher Einfluss der mesophilen
Fermentation auf deren relative Abundanz erkennen (s. Abb. B5-B6, Abb. B15-B16). Die Interpre-
tation der Daten wird dadurch erschwert, dass die Gille, die zusammen mit den Co-substraten das
Fermentermaterial bildet, zu einem friiheren Zeitpunkt in den Fermenter eingebracht wurde, als die
Glille, die fur den Ergebnisvergleich herangezogen wurde. AuRerdem ist durch die Mischung der
Glulle mit Pflanzenmaterial auch ein Verdiinnungseffekt zu bericksichtigen. Obwohl die relative
Abundanz aller untersuchten ARGs und MGEs in den Garresten deutlich niedriger als in der Aus-
gangsgulle war, liegt basierend auf den gPCR-Daten in den Garresten eine hohe Belastung vor.
Daraus resultiert, dass die mesophile Fermentation in Biogasanlagen nicht dazu geeignet ist,
ARGs und MGEs in Schweinegiillen in ausreichendem Malle zu reduzieren. Die relativen Abun-
danzen der untersuchten Gene lagen deutlich ber der Abundanz von ARGs und MGEs in den
Boden, auf die die Garreste als Dlinger ausgebracht wurden. Durch den Eintrag dieser Gene in
den Boden besteht die Mdéglichkeit der Ubertragung von Antibiotikaresistenzen auf die mikrobielle
Bodengemeinschaft. In Tab. 13 ist eine Ubersicht iber den Bereich der relativen Abundanzen der
untersuchten Gene in den unterschiedlichen Prozessierungsschritten zusammengestellt. Da die
ermittelten Werte fur die Plasmid spezifischen Sequenzen ({rfA, korB und traN) sehr niedrig bzw.
unterhalb der Detektionsgrenze lagen, was eine aussagekraftige Auswertung erschwert, wurden

diese in dieser Tabelle nicht bertcksichtigt.

3.5.3 Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaften in unterschiedlichen Prozessie-

rungsstufen der Biogasanlagen

Die DGGE-Analyse von 16S rRNA-Genfragmenten, die aus der Gesamt-DNA mittels PCR ampli-
fiziert wurden, zeigte, dass die bakteriellen Fingerprints der Proben von verschiedenen Stufen des
Biogasprozesses sich deutlich voneinander unterschieden (s. Abb. B28-B35). Wahrend die Wie-
derholungen des gleichen Probentyps iiber eine hohe Ahnlichkeit verfiigten und daher auch zu-
sammen ,clusterten®, bildeten die verschiedenen Stufen des Biogas-Prozesses separate Cluster.
Diese Beobachtung wurde auch durch die Ergebnisse der Pyrosequenzierung der Proben aus
BGA 3 untermauert, die eine deutlichen Anderung in der Zusammensetzung der bakteriellen Ge-
meinschaft wahrend der anaeroben mesophilen Fermentation anzeigten (s. Tab. B25). Des Weite-
ren konnte festgestellt werden, dass die analysierten Garreste zwar alle eine ahnliche Zusammen-
setzung hinsichtlich ihrer bakteriellen Gemeinschaft aufwiesen, sich aber dennoch die Garreste der
einzelnen BGAs voneinander unterschieden (s. Tab. B24, Tab. B26). In allen Garresten sowie der
Gulle und dem Fermenter der BGA 3 waren die dominanten Phyla Firmicutes (54.7-74.6%) und
Bacteroidetes (6.9-26.0%), wobei die Mehrzahl der als Firmicutes eingestuften Sequenzen noch

weiter der Klasse Clostridia zugeordnet wurden. Enterobacteriaceae wurden in keiner Probe nach-
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gewiesen, was darauf hinweist, dass sie in den untersuchten Proben nur in sehr niedriger Abun-

danz oder gar nicht vorkommen.

Tab. 13: Bereiche relativer Abundanzen einzelner Gene in unterschiedlichen Proben (bezogen auf

die Anzahl von 16S rRNA Genkopien). Aufgefiihrt sind die logarithmierten Quotienten aus der An-

zahl Genkopien des Zielgens (|= Abnahme, « = kein einheitlicher Effekt, 1 = Zunahme).

sult sul2 gacEA1
Probe Bereich der | Trend Bereich der Trend Bereich der | Trend
relat. Abun- relat. Abun- relat. Abun-
danz (LOG) danz (LOG) danz (LOG)
Gulle -1,47 bis -2,59 -1,47 bis -2,91 -1,45 bis -2,50
Fermenter -2,28 bis -2,99 ! -1,59 bis -2,89 > -2,99 bis -3,35 !
Nachgarer -2,51 bis -2,82 > -1,82 bis -3,12 > -2,62 bis -4,63 T
Garrest -2,16 bis -3,10 1 -1,82 bis -2,88 1 -2,26 bis -2,88 1
tetM tetQ tetW
Probe Bereich der | Trend Bereich der | Probe Bereich der | Trend
relat. Abun- relat. Abun- relat. Abun-
danz (LOG) danz (LOG) danz (LOG)
Glle -1,32 bis -2,05 -1,69 bis -3,35 | Gllle -1,15 bis -2,58
Fermenter -1,81 bis -2,53 ! -2,61 bis -3,07 | Fermenter | -1,36 bis -1,75 1
Nachgarer -2,06 bis -2,55 > -2,21 bis -3,18 | Nachgarer | -1,37 bis -3,18 -
Garrest -2,02 bis -2,52 | </t | -2,63 bis -2,97 | Garrest -1,35 bis -1,72 PN
intl1 intl2
Probe Bereich der | Trend Bereich der Trend
relat. Abun- relat. Abun-
danz (LOG) danz (LOG)
Gulle -2,16 bis -3,08 -3,09 bis -4,71
Fermenter -3,10 bis -3,63 ! -3,38 bis -4,49 >
Nachgarer -3,42 bis -3,56 > -3,89 bis -5,27 >
Garrest -3,12 bis -3,81 1 -2,97 bis -4,93 1

3.5.4 Exogene Plasmidisolierung

Aus annahernd allen Proben konnten mittels exogener Plasmidisolierung transferable Plasmide in
E. coli und/oder P. putida als Rezipient gefischt werden, wobei die Transferraten meistens im Be-

reich von 10™ bis 10 lagen. Es zeigte sich allerdings im Laufe anschlieRender Analysen, dass bei
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der exogenen Plasmidisolierung mit E. coli als Rezipient ein starkes Hintergrundwachstum durch
andere Bakterien, die resistent gegen die eingesetzten Antibiotika waren, auftrat. Unabhangig da-
von konnten alle P. putida-Transkonjuganten bestéatigt werden. Anhand der Ergebnisse der ange-
wandten DNA-basierten Methoden (s. Tab. B12-B14, Tab. B18-B21) konnten 40 von 101 ge-
fischten Plasmiden der Gruppe der IncP-1¢e-Plasmide zugeordnet werden, die sich durch einen
besonders breiten Wirtsbereich und ihre hohe Transferabilitdt auszeichnen. Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass die meisten Plasmide Klasse 1 Integrons mit Genkassetten unterschiedlicher
Grofe beinhalten. AnschlieRend wurde anhand der gefundenen Unterschiede eine Auswahl der
Plasmide fir weiterfiihrende Analysen getroffen. Diese Plasmide konnten alle erfolgreich in E. coli
DH5a transformiert werden. Die anschlieende Durchfiihrung von Antibiogrammen zeigte, dass
die gefischten Plasmide u.a. Resistenz gegen Tetracycline, Sulfonamide und Trimethoprim vermit-
teln (s.Tab. B23). Zudem konnte mithilfe der gPCR in allen Transformanten das Integrasegen intl/1,
gacEA1 und sul1 sowie mit konventionellen PCR-Systemen fetA und Integron-Genkassetten un-
terschiedlicher Grofe nachgewiesen werden. Die Auswertung der Restriktionsmuster (s. Abb. B50)
und der Antibiogramme ergab eine eher niedrige Diversitat der Plasmide. Die Tatsache, dass die
relative Abundanz der IncP-1-Plasmide in den getesteten Proben mit Werten von 10°° bis zur
Nachweisgrenze lag, aber die Mehrheit der aus diesen Proben gefischten Plasmide dieser Gruppe
angehort, spiegelt deren hohe Transferabilitat wider.

Die erzielten Ergebnisse sprechen daflir, dass weder die Lagerung von Schweinegille noch deren
anaerobe, mesophile Fermentation in BGAs eine geeignete Mitigationsstrategie flir ARGs oder
MGEs darstellen. So besteht bei der Ausbringung der Garreste und Schweinegtllen als Dinger
auf landwirtschaftlich genutzte Boden das Risiko eines Resistenztransfers auf die bakterielle Bo-
dengemeinschaft. Dieses ist von besonderer Bedeutung aufgrund der Tatsache, dass Forsberg et
al. (2012) einen Austausch von ARGs, welche auf MGEs lokalisiert sind, zwischen Bodenbakterien
und klinischen Pathogenen nachgewiesen haben. Im Hinblick auf das zunehmende Auftreten von
multiresistenten oder gar omniresistenten Krankheitserregern besteht somit dringender Bedarf an
geeigneteren MalRnahmen zur Reduzierung von ARGs und MGEs in Schweinegillen und Gar-

resten.

32



AiSG-Projekt: Abschlussbericht

3.6 Laborexperimente

In der Screening-Studie in Schweinemast- und Schweinezuchtbetrieben ohne und mit Biogasanla-
gen konnten Antibiotika-Ruckstande und Antibiotika-Resistenzgene von der Schweinegdlle bis in
die Garreste nachgewiesen werden. Mit den durchgefiihrten Laborexperimenten zur Simulation
konventioneller und alternativer Gullebehandlungsverfahren wurden deswegen 2 Ziele verfolgt:
Zum einen galt es, das Rilckstandsverhalten der ausgewahlten Leitsubstanzen Sulfadiazin und
Enrofloxacin, beide hier als "C-markierte Radiotracer eingesetzt, sowie Doxycyclin wahrend der
Glllelagerung, der anaeroben Stoffumwandlung und der Garrestlagerung zu untersuchen. Zum
anderen wurde Uberprift, inwiefern auf Basis der Giilleseparation, der anaeroben Stoffumwand-
lung, der Garrestnachbehandlung und dem Einsatz (bio)elektrochemischer Verfahren Mitigation-

strategien fiur Antibiotika-Riickstande und Antibiotika-Resistenzgene entwickelt werden kénnen.

3.6.1 Einfluss der Gullelagerung auf Antibiotika und Resistenzgene

Rickstandsverhalten der Leitsubstanzen

Aus zulassungsbegleitenden Untersuchungen fir das Umweltbundesamtes ging das Referenzgul-
le-Konzept zum Testen des Rickstandsverhaltens von Veterindrpharmaka wahrend der Glllelage-
rung hervor (Kreuzig et al., 2007; 2010b). Hieraus lagen bereits fir das Sulfonamid-Antibiotikum
Sulfadiazin Kenntnisse zum Rulckstandsverhalten wahrend der Lagerung in Rinder- und Schwei-
negulle vor (Kreuzig und Holtge, 2005; Kreuzig, 2010). Deswegen wurden in Erganzung hierzu
auch Simulationstests zur Lagerung von Schweinegille aus einem Praxisbetrieb des Untersu-
chungsgebietes durchgefiihrt. In Weiterentwicklung der Analysenmethode wurde fiir beide Ansatze
das Extraktionsverfahren von einer Ethylacetat-Extraktion auf die zweistufige Acetonitril-Extraktion
kombiniert mit anschlieRender Ethylacetat-Verteilung umgestellt. Damit konnte das Riickstands-
verhalten von "C-Sulfadiazin derart weitergehend aufgeklart werden, als dass die Bildung eines
Metaboliten als der wesentliche konzentrationsbestimmende Prozess in der Referenzgiille identifi-
ziert werden konnte. Bei diesem Metaboliten, der auch bei Mohring et al. (2009) und Lamshoft et
al. (2007) beschrieben wird, handelt es sich hdchstwahrscheinlich um 4-Hydroxy-Sulfadiazin, das
dann wahrend der spateren Inkubationsintervalle in die nicht-extrahierbaren Rickstande Uberfiihrt
wird. Dieser Prozess Uberwiegt in der Betriebsgille bereits nach 35-tagiger Inkubation (Abb. 2).
Durch die nachgeschaltete sequentielle Extraktion konnten bis zu 60 % der nicht-extrahierten Ra-
dioaktivitdt wieder freigesetzt werden. Damit wird verdeutlicht, dass die Bildung nicht-extrahier-
barer Rickstande in Gille kein effektiver Eliminationsprozess sein muss. Denn es ist davon aus-
zugehen, dass Gllle nach Ausbringung im Boden weitestgehend umgebaut wird und damit Nahr-

stoffe und Mikroschadstoffe freigesetzt werden.
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Abb. 2: Simulationstests zur anaeroben Lagerung von Schweinegiille mit "*C-Sulfadiazin (1 mg/kg
TM) Uber 119 Tage mit Mineralisation (MIN), extrahierbaren Ruckstadnde mit Sulfadiazin (SDZ) und
Metabolit 1 (M1) sowie nicht-extrahierbaren Ruckstanden (NER).
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Abb. 3: Simulationstests zur anaeroben Lagerung von Schweinegiille mit "*C-Enrofloxacin tber

119 Tage mit Mineralisation (MIN), extrahierbaren Riickstanden (ER) sowie nicht-extrahierbaren
Ruckstanden.

34



AiSG-Projekt: Abschlussbericht

In den Tests mit '“C-Enrofloxacin zeigt sich der persistente Charakter dieses Fluorchinolon-
Antibiotikums in Schweinegdlle. Bis 119 Tage nach Applikation liegt Enrofloxacin als unveranderte
Ausgangsverbindung in der Fraktion der extrahierbaren Rlckstande vor (Abb. 3). Gleichzeitig
zeigt diese Substanz eine hohe Affinitat, nicht-extrahierbare Ruckstédnde zu bilden. Aus dieser
Fraktion kdnnen mittels sequentieller Extraktion 11 % der anfangs applizierten Radioaktivitat als

unveranderte Ausgangsverbindung freigesetzt werden.
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Abb. 4: Simulationstests zur anaeroben Lagerung von Schweinegulle mit Doxycyclin (50 mg/kg
TM) uber 170 Tage. Die parallel durchgefuhrten Zusatzversuche geben zu den einzelnen Inkuba-
tionsintervallen die Wiederfindungsraten wieder, wahrend die Batchtests die Konzentrationsab-

nahme von Doxycyclin zeigen.

Die mit Doxycyclin durchgefuhrten Tests wurden rickstandsanalytisch begleitet. Deswegen wur-
den mit Nullproben aus den einzelnen Inkubationsintervallen Zusatzversuche durchgeflihrt, die die
Qualitat der Analysenmethode mit Wiederfindungsraten um 100 % belegen. Wie aus Abb. 4 her-
vorgeht, nimmt trotz 170-tagiger Inkubation die Ausgangskonzentration von Doxycyclin von 50
mg/kg TM nur auf 20 mg/kg TM ab, so dass auch bei einer Giillelagerung in Keller, Silo oder La-
gune bis zu 6 Monaten nicht mit einer vollstandigen Elimination ausgegangen werden kann. Bei
diesen Laborbatchtests ist allerdings zu beriicksichtigen, dass Doxycyclin nicht wie '*C-Sulfadiazin
und "C-Enrofloxacin als Radiotracer eingesetzt werden konnte und so eine Bilanzierung des
Verbleibs ohne eine mdgliche Bestimmung der Mineralisation und der nicht-extrahierbaren Rick-
stdnde immer nur unvollstandig ist. Deswegen kann diese Konzentrationsabnahme nicht zwangs-

laufig als Abbau bewertet werden, zumal keine Abbauprodukte detektiert werden konnten. Es ist
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eher mit einer Abnahme der Extrahierbarkeit infolge der Bildung nicht-extrahierbarer Doxycyclin-
Rickstande aufgrund seiner Affinitat zur Feststoffmatrix der Schweinegulle zu rechnen. Bei der
Zersetzung der Gllle im Boden kdme es dann aber wieder zur Freisetzung der unveranderten
Ausgangsverbindung. Die in den Simulationstests zur Gullelagerung erzielten Ergebnisse stehen
damit im Einklang mit den positiven Doxycyclin-Nachweisen in den Schweinegulleproben aus den

Praxisbetrieben.

Abundanzen von Antibiotika-Resistenzgenen und Integrons

In den Simulationstests zur Giillelagerung mit *C-Sulfadiazin und "C-Enrofloxacin konnte eine
deutliche Zunahme der Abundanzen der Sulfonamid-Resistenzgene sul/7 und sul2 sowie des Inte-
grasegens intl1 festgestellt werden (s. Abb. B36-B38). Diese Ergebnisse stimmen mit denen von
Heuer et al. (2008) Uberein, die in ahnlichen Untersuchungen eine Zunahme der relativen Abun-
danz der Sulfonamid-Resistenzgene sul1 und su/2 um mehrere Groftenordnungen ermittelten. Die
konventionelle Giillelagerung stellt damit kein Gullebehandlungsverfahren dar, das zur gleichzeiti-
gen Verminderung von persistenten Antibiotika und Resistenzgenen sowie Integrons beitragt. Im
Gegenteil konnte die Belastung von Gullen mit Antibiotika-Resistenzgenen und mobilen geneti-

schen Elementen wahrend der Lagerung tendenziell sogar noch ansteigen.

3.6.2 Einfluss der Giilleseparation auf Antibiotika

Die Separation von Schweinegulle gewinnt an Bedeutung, um volumenreduzierte Feststoffe ko-
stenglnstiger transportieren oder energieeffizienter in die Biogasanlagen einbringen zu kdnnen.
Deswegen wurden auch hier Simulationstests durchgefiihrt, in denen mit den 19 Leitsubstanzen
dotierte Schweinegllleproben der Zentrifugation unterzogen und dann die Flissig- und Festpha-
sen getrennt aufgearbeitet und rickstandsanalytisch untersucht wurden. Die Tetracycline, Fluor-
chinolone und Makrolide treten mit Ausnahme von Tylosin Uberwiegend in der Feststoffphase auf
(Abb. 5), wahrend die Sulfonamide im Gegensatz zu Trimethoprim Uberwiegend in der Flissig-
phase auftreten. Die Ergebnisse dieser Labortests stehen damit im Einklang mit der Testserie im
Praxisbetrieb BGA 8, in dem mit Sulfadiazin (15.0 mg/kg TM) und Doxycyclin (31.0 mg/kg TM)
belastete Schweinegiille aus einem Keller mit einem Giilleseparator mit einer Leistung von 15 m*/h
getrennt wurde. Auch hier trat Sulfadiazin in Flissig- und Festphase auf, wahrend Doxycyclin
Uberwiegend in der Festphase gefunden wurde. Auch wenn die Gllleseparation eine Steigerung
des Energiebetrages der Schweinegtille als Garsubstrat bewirken kann, |18sst sich hiermit der Ein-

trag von Antibiotika, insbesondere fur Tetracycline, in Biogasanlagen nicht signifikant vermindern.
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ENF: Enrofloxacin, CIF: Ciprofloxacin, DAF: Danofloxacin, MAF: Marbofloxacin, TC: Tetracy-
clin, CTC: Chlortetracyclin, OXY: Oxytetracyclin, DOXY: Doxycyclin, TIA: Tiamulin, TYL: Tylo-
sin, TMC: Tilmicosin, LIN: Lincomycin, ASDZ: Acetyl-Sulfadiazin, ASDM: Acetyl-Sulfadimidin,
SDZ: Sulfadiazin, SDM: Sulfadimidin, SDX: Sulfadoxin, SDMX: Sulfadimethoxin, SMZ: Sul-
famerazin, SMP: Sulfamethoxypyridazin, TMP: Trimethoprim.

Abb. 5: Simulationstests zur Verteilung von Antibiotika wahrend der Separation von Schweinegdlle

unter Laborbedingungen.
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3.6.3 Einfluss der anaeroben Stoffumwandlung auf Antibiotika und Resistenzgene

Ruckstandsverhalten der Leitsubstanzen

Die Untersuchungen zum Auftreten von Antibiotika in verschiedenen Biogasanlagen verdeutlich-
ten, dass mit der Schweinegllle eingetragene Antibiotika schlieBlich in niedrigeren Konzentratio-
nen auch in den Garresten wiedergefunden werden und damit durch die mesophile anaerobe
Stoffumwandlung nicht vollstandig eliminiert werden kénnen. Infolge méglicher Verdlinnungseffek-
te durch den Einsatz von Mais als weiteres Garsubstrat ist eine Bilanzierung des Verbleibs von
Antibiotika in einer Biogasanlage allerdings schwierig. Deswegen wurden mesophile (40 °C) und
thermophile (55 °C) Gartests in Laborbatchsystemen fiir *C-Sulfadiazin, "*C-Enrofloxacin und Do-
xycyclin in Anlehnung an VDI 4630 (2008) und DIN 38414-8 (1985) durchgefiihrt, um das Riick-
standsverhalten der 3 Leitsubstanzen in der anaeroben Stoffumwandlung unter kontrollierten La-
borbedingungen zu untersuchen und damit die in den Biogasanlagen vorgefundenen Riickstands-
situationen abzusichern. Zusétzlich wurden fiir "*C-Sulfadiazin und "*C-Enrofloxacin Géartests auch
bei 70 °C durchgefihrt, um den Temperatureinfluss auf die anaerobe Stoffumwandlung weiterge-
hend spezifizieren zu kénnen. Die Testserien fiir *C-Sulfadiazin und "C-Enrofloxacin wurden bio-
analytisch begleitet, um auch die Verminderung von Antibiotika-Resistenzgenen und mobilen ge-

netischen Elementen abschatzen zu konnen.
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Abb. 6: Mesophile bzw. thermophile Laborbatchtests zur anaeroben Stoffumwandlung mit A: C-
Sulfadiazin mit Schweinegulle (60 g), Maissilage (5 g) und Fermentermaterial (85 g) als Inokulum
zur Simulation der Biogasproduktion in 35 Tagen. Das Verhaltnis der organischen Trockenmassen
(0TM) der Garsubstrate zum Inokulum betrug 0.48.
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Fiir "C-Sulfadiazin zeigte sich in den 35-tagigen Gartests bei 40 °C und 55 °C eine Umwandlung
der Ausgangsverbindung in den Metaboliten, bei dem es sich ob seines chromatographischen Ver-
haltens hdchstwahrscheinlich um 4-Hydroxy-Sulfadiazin handelt (Lamshéft et al., 2007, Mohring et
al., 2009). Diese Umwandlung geht mit einem Anstieg nicht-extrahierbarer *C-Sulfadiazin-Riick-
stédnde einher (Abb. 6). Damit ist Sulfadiazin unter diesen Bedingungen als leicht abbaubar und
damit als eliminierbar einzustufen, zumal der gebildete Metabolit eine deutlich geringere antimikro-
bielle Wirkung zeigt (Mohring et al., 2009). Nichtsdestotrotz konnte Sulfadiazin in einzelnen Gar-
restproben eindeutig nachgewiesen werden (s. Kapitel 3.3.2 und 3.4.2). Bei einer Inkubationstem-
peratur von 70 °C dagegen lagen nach 35 Tagen noch 40 % unverandertes Sulfadiazin vor und die
Anteile des Metaboliten und der nicht-extrahierbaren Rickstande waren deutlich vermindert. Damit
fordert zwar eine Temperatursteigerung auf 70 °C das Absterben von Bakterien und damit die Ab-
nahme der absoluten Abundanzen aller untersuchten Gene, vermindert aber gleichzeitig die anae-
robe Biotransformation von Sulfadiazin. Das Riickstandsverhalten von "C-Enrofloxacin ist dage-
gen nicht temperaturabhangig und wird wiederum maRgeblich durch die Bildung nicht-extrahier-
barer Rickstande bestimmt.

Beziiglich der Gértests mit *C-Sulfadiazin und "C-Enrofloxacin wurden weitere Tests zu den ex-
perimentellen Randbedingungen dieser Simulationstests im Labormalstab durchgefihrt. So wurde
zuerst in weiteren mesophilen Gartests die Konzentration der Radiotracer von 1 bzw. 2 mg/kg TM
auf 10 mg/kg TM erhoht, wobei die hdhere Konzentration allerdings keinen Einfluss auf das Ruck-
standsverhalten der beiden Testsubstanzen hatte. In einer weiteren Testserie wurde anstelle von
Maissilage als Garsubstrat Glycerin eingesetzt, ohne allerdings damit einen beschleunigten Abbau
der Testsubstanzen erzielen zu kdnnen. SchlieBlich wurde aus ausgewahlten Gartests die nicht-
extrahierbare Fraktion chemisch weitergehend charakterisiert. Hierzu wurden die mit Acetonitril
und Ethylacetat extrahierten Proben ein zweites Mal mit denselben Losungsmitteln behandelt. An-
schlielend folgte die Extraktion mit salzsaurem Methanol und die Silylierung mit N-Dimethyl-
formamid und Chlortrimethylsilan (Haider et al.,, 1992, Heise et al., 2006). In Gartests mit 4C-
Sulfadiazin konnten noch 17 % freigesetzt werden, so dass damit 23 % als gebundene Rickstan-
de angesehen werden kénnen (Klaus et al., 1998). Bei "C-Enrofloxacin verblieben 42 % gebun-
dene Rickstande, was die Affinitat dieser Testsubstanz zu der Garrestmatrix unterstreicht.

Ferner wurden Untersuchungen zum Rickstandsverhalten des haufig in Input- und Output-
Materialien von Biogasanlagen gefundenen Doxycyclins durchgefliihrt. Wie aus Abb. 7 zu ersehen
ist, lieRen sich im mesophilen und thermophilen Betrieb der Batch-Laborfermenter fiir Doxycyclin
im Vergleich zu den parallel durchgefuhrten Zusatzversuchen Konzentrationsabnahmen von 20 %
feststellen. Die Ergebnisse verdeutlichen aber, dass Doxycyclin auch in der anaeroben Stoffum-
wandlung persistent ist. Damit stehen die Ergebnisse dieser Labortests wiederum im Einklang mit

den Ergebnissen aus den Untersuchungen der Biogasanlagen.
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In einem weiteren Test wurden nur Gllle-Feststoffe nach Gillleseparation anstatt der flissigen
Schweinegtlle eingesetzt. Dabei wurde ein neueres Gulleaufbereitungs- und Nutzungsverfahren
simuliert, bei dem nur die energiereicheren Glille-Feststoffe in die Biogasanlage eingebracht wer-
den (Kowalewsky, 2009). Im Vergleich zu den Gartests mit Flussiggulle fallt die Konzentrationsab-
nahme allerdings deutlich geringer aus, was auf die héhere Affinitat von Doxycyclin zur Festphase

als zur Flussigphase der Schweinegulle zurtickzufiihren ist.
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Abb. 7: Mesophile bzw. thermophile Laborbatchtests zur anaeroben Stoffumwandlung mit Doxy-
cyclin (20 mg/kg TM), Schweinegiille bzw. Feststoffphase nach Gilleseparation (60 g), Maissilage
(5 g) und Fermentermaterial (85 g) zur Simulation der Biogasproduktion in 35 Tagen. Das Verhalt-
nis der organischen Trockenmassen (0TM) der Garsubstrate zum Inokulum betrug 0.49 bzw. 0.51.
Die parallel durchgefiihrten Zusatzversuche geben zu den einzelnen Inkubationsintervallen die
Wiederfindungsraten wider, wahrend die Batchtests die Konzentrationsabnahme von Doxycyclin
zeigen.

Abundanzen von Resistenzgenen, Integrons und bakterielle Gemeinschaften

Die Ergebnisse der Gartests verdeutlichen den Einfluss der Temperatur wahrend der Fermentation
auf die Abundanz der Gene sul1, sul2 und intl1 sowie auf die Zusammensetzung der bakteriellen
Gemeinschaft. Wahrend in keinem der mesophil (40 °C) betriebenen Batchtests eine Reduktion
von sul1, sul2 und intl1 auftrat, konnte im Gegensatz hierzu in allen thermophil (55 °C) betriebenen
Ansatzen flr alle drei Gene eine Abnahme der Abundanz beobachtet werden (Abb. 8) (s. Abb.
B41-B43). Ahnliche Ergebnisse fiir int/1 und diverse Tetracyclin-Resistenzgene wurden von Diehl
und Lapara (2010) berichtet. Wurden die Batchtests bei 70 °C (extrem thermophil) betrieben, so
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nahm die absolute Abundanz aller untersuchten Gene im Laufe des Versuches deutlich ab. Auffal-
lig hierbei war, dass die Abnahme der Gene rrn, sul1 und int/1 in gleichem Male (jeweils um ca.
eine Grolenordnung) stattfand (s. Abb. B47), was auf ein Absterben der betreffenden Bakterien
bei dieser hohen Temperatur hinweist. Lediglich fur das Resistenzgen sul2 konnte sowohl eine
deutliche Abnahme der relativen als auch der absoluten Abundanz bei der extrem thermophilen
Behandlung beobachtet werden (s. Abb. B46-B47). Die beschriebenen Effekte traten jeweils unab-

hangig vom Einsatz der Antibiotika Enrofloxacin und Sulfadiazin auf.
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Abb. 8: Relative Abundanzen von Sulfonamid-Resistenzgenen (sul1, sul2) und Integrons der Klas-
se 1 (intl1) bezogen auf Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn) unter Einfluss unterschiedlicher Fer-
mentationstemperaturen (40°C = mesophil, 55°C = thermophil, 70°C = extrem thermophil) und
Antibiotika (SDZ = Sulfadiazin, ENRO= Enrofloxacin) vor und nach 35-tagiger Inkubation.

Auch anhand der DGGE-Analyse konnte gezeigt werden, dass die Temperatur wahrend der Fer-
mentation maRgeblichen Einfluss auf die Zusammensetzung der bakteriellen Gemeinschaft hat. So

clusterten die Proben, die bei gleicher Temperatur behandelt wurden, bei der Auswertung der
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Bandenmuster mittels der GelComparll-software zusammen, wahrend keine Aufteilung der Antibio-
tika-dotierten und nicht dotierten Ansatze auftrat (s. Abb. B44-B45, Abb. B48-B49). Aus den ge-
wonnenen Ergebnissen lasst sich schlussfolgern, dass das Mitigationspotential anaerober Fermen-
tation in Bezug auf ARGs und MGEs in besonderem Malle von der Fermentationstemperatur ab-
hangt. Bei dem Temperaturanstieg von 55 °C auf 70 °C lassen sich die Abundanzen von ARGs
und MGEs reduzieren. Neben diesem positiven Effekt vermindert sich allerdings die anaerobe Bio-
transformation von Sulfadizin, was durch die reduzierte Bildung des Sulfadiazin-Metaboliten und
der nicht-extrahierbarer Sulfadiazin-Rickstande angezeigt wird.
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Abb. 9: Simulationstests zur anaeroben Lagerung von Gérresten mit *C-Sulfadiazin (1 mg/kg TM)
Uber 182 Tagen mit Mineralisation (MIN), extrahierbaren Rickstanden mit Sulfadiazin (SDZ) und
Metabolit 1 (M1) sowie nicht-extrahierbaren Rickstanden (NER).

3.6.4 Einfluss der Garrestlagerung auf Antibiotika

Da in Garresten aus verschiedenen Praxisbetrieben sowie aus Labor-Gartests Antibiotika-Ruck-
stande nachgewiesen wurden, schlossen sich Simulationstests zur Lagerung von Garresten an,
um unter diesen Testbedingungen den Beitrag der anaeroben Biotransformation auf die Verminde-
rung der Antibiotika-Konzentrationen beurteilen zu konnen. Die Ergebnisse dieser Simulationstests
fur "C-Sulfadiazin unterscheiden sich von den Simulationstests zur Gilllelagerung dadurch, dass
hier eine schnellere und verstarkte Bildung nicht-extrahierbarer Sulfadiazin-Rickstande zu ver-

zeichnen ist. Da dieses gleich zu Testbeginn, einem Zeitpunkt, zu dem der Sulfadiazin-Metabolit
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noch eine untergeordnete Rolle spielt, erfolgt, ist davon auszugehen, dass direkt die unveranderte
Ausgangsverbindung in die nicht-extrahierbare Fraktion Uberfihrt wird. Tritt so Sulfadiazin nicht
nur in der Gllle, sondern auch im Fermenter- und Nachgarermaterial sowie in den Garresten einer
Biogasanlage zu einem bestimmten Zeitpunkt auf und Iasst sich danach nicht mehr nachweisen,
ist damit nicht zwangslaufig auf Elimination durch Abbau zu schlieen. Mit zunehmender Inkubati-
onszeit Uberwiegt dann die nicht-extrahierbare Fraktion. Im Gegensatz zu den Simulationstests zur
Gullelagerung erreicht am Ende dieser Testserie die Mineralisation als effektivsten Eliminations-
prozess von Mikroschadstoffen 1.7 % der anfangs mit dem Radiotracer applizierten Radioaktivitat
(Abb. 9).

Fur Enrofloxacin ergeben sich in der 119-tagigen Testserie zur Garrestlagerung keine relevanten
Unterschiede zur Giillelagerung. GroRe Teile der applizierten Ausgangsverbindung liegen unver-
andert in der extrahierbaren oder nicht-extrahierbaren Fraktion vor, so dass auch hier nicht von
einer vollstandigen Elimination dieses Fluorchinolon-Antibiotikums durch anaerobe Lagerung aus-

gegangen werden kann.
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Abb. 10: Simulationstests zur anaeroben Lagerung von Garresten mit Doxycyclin (20 mg/kg TM)
Uber 120 Tage. Die parallel durchgefiihrten Zusatzversuche geben zu den einzelnen Inkubations-
intervallen die Wiederfindungsraten wider, wahrend die Batchtests die Konzentrationsabnahme

von Doxycyclin zeigen.

In den 120-tagigen Simulationstests zur Lagerung von Garrest zeigt auch Doxycyclin ein weitge-

hend Ubereinstimmendes Rickstandsverhalten wie wahrend der Gullelagerung. In beiden Testse-
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rien lasst sich Doxycyclin nicht eliminieren (Abb. 10). Die auch hier festgestellte Konzentrations-
abnahme lasst nicht zwangslaufig auf Abbauprozesse, sondern eher auf eine Festlegung in der
komplexen Feststoffmatrix der Garreste schlief3en (s. auch Kapitel 3.6.5).

Damit zeichnet sich ab, dass als persistent einzustufende Antibiotika durch anaerobe Prozesse
wahrend der Lagerung von Gullen und Garresten sowie im Fermentationsprozess zur Biogaspro-
duktion nicht vollstandig eliminiert werden kénnen. Die Anregung von Gans et al. (2010), Garreste
mindestens 100 Tage vor der Ausbringung zu lagern, kbnnen somit die Eintrage dieser Antibiotika

in Boden nur sehr begrenzt minimieren.

3.6.5 Einfluss der Nachbehandlung von Garresten auf Antibiotika

Aerobe Nachbehandlung von Garresten

Da sich das Fluorchinolon-Antibiotikum Enrofloxacin in den Simulationstests zur Garrestlagerung
als persistent erwies, wurde unter Verwendung eines Durchflusssystems untersucht, inwiefern eine
10-tdgigen Beliuftung (1 L/h) von Garresten zu einer aeroben Biotransformation der applizierten
Leitsubstanz fiihren kann. Dabei kam es fiir "*C-Enrofloxacin zu einer geringfiigigen Intensitétsver-
schiebung in den extrahierbaren Fraktionen von 69 % auf 42 %, wogegen die nicht-extrahierbaren
Ruckstande von 27 % auf 54 % anstiegen. Damit zeigt sich, dass auch durch eine aerobe Nach-
behandlung persistente Antibiotika nicht eliminiert werden kénnen. Ferner ware eine aerobe Nach-
behandlung unweigerlich mit einem hohen Energieverbrauch fir die Beluftung und mit betrachtli-
chen Emissionen verbunden, woraus flir ein solches Nachbehandlungsverfahren eine negative

Wirtschaftlichkeitsbetrachtung resultierte.
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Abb. 11: Simulationstests mit A: *C-Sulfadiazin und B: “C-Enrofloxacin zur thermischen Nachbe-

handlung von Garresten. ER: Extrahierbare Riickstdande, NER: Nicht-extrahierbare Rickstande.

Thermische Nachbehandlung von Garresten

In einigen landwirtschaftlichen Betrieben werden die Garreste nicht direkt als flussige Wirtschafts-
dinger ausgebracht, sondern nach Garrestseparation getrocknet (VDI 4631, 2011, LfL, 2012, Leit-
faden Biogas, 2013), um damit Transportvolumina und Transportkosten zu reduzieren. Hierzu
werden die Feststoffe der Garreste mittels Bandtrocknern bei 70 °C getrocknet. Fir die Simulati-

onstests zur thermischen Nachbehandlung wurden deswegen Garreste zur Separation zentrifu-
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giert. Die Festphasen wurden mit "C-Sulfadiazin bzw. "C-Enrofloxacin dotiert und in einem
Durchflusssystem im Luftstrom bei 70 °C und 100 °C Uber 15 h bzw. 7 h getrocknet. Die getrock-
neten Rickstande wurden anschlielRend extrahiert und radiotraceranalytisch untersucht.

Die Trocknung bei 70 ° C und bei 100 °C hat auf das Riickstandsverhalten von "C-Sulfadiazin nur
einen sehr geringen Einfluss (Abb. 11). So liegen die Rickstdnde auch nach der Behandlung
Uberwiegend in der extrahierbaren Fraktion vor. Wie das Metaboliten-Screening eindeutig belegt,
kann hier ausschlieBlich die applizierte Ausgangsverbindung nachgewiesen werden. Der in allen
Tests zur anaeroben Biotransformation detektierte Metabolit tritt hier nicht auf. Auch die gebildeten
nicht-extrahierbaren Rickstéande sind mit 10 % der mit dem Radiotracer applizierten Radioaktivitat
von untergeordneter Bedeutung. Hieraus ist eindeutig zu erkennen, dass die Bildung des Sulfadia-
zin-Metaboliten sowie der nicht-extrahierbaren Riickstande ausschlieRlich auf biotische Abbaupro-
zesse zuruckzufihren sind.

In den Tests mit “C-Enrofloxacin erfolgt mit zunehmender Temperatur eine verstarkte Verschie-
bung in die nicht-extrahierbare Fraktion. Da in den Extrakten ebenfalls keine Bildung von Trans-
formationsprodukten nachgewiesen werden konnte, scheint durch den Trocknungsprozess die
Ausgangsverbindung so stark in der Garrestematrix festgelegt zu werden, dass sie sich einer kon-
ventionellen Losungsmittelextraktion entzieht. Da Garreste in Boden aber mit der Zeit einer Um-
setzung bzw. einem Abbau unterliegen, muss dann langfristig allerdings wieder mit einer Freiset-
zung von Enrofloxacin gerechnet werden. Somit kdnnen Sulfadiazin- und Enrofloxacin-Ruckstande
auch durch die thermische Nachbehandlung von Garresten nicht eliminiert werden.

Fir Doxycyclin ergibt sich eine dhnliche Rickstandssituation. Wie aus Abb. 12 hervorgeht, kann
auch dieses Tetracyclin-Antibiotikum durch die Trocknung bei 70 °C und 100 °C nicht aus den
Garresten entfernt werden. Im Vergleich zu den parallel durchgefiihrten Zusatzversuchen kénnen
zwar nach dem ersten Extraktionsschritt geringfligige Konzentrationsabnahmen festgestellt wer-
den. Doch wird mit der zweiten Extraktion mit salzsaurem Methanol belegt, dass Doxycyclin-
Rickstande aus der Feststoffmatrix mit dem harscheren Extraktionsmittel als unveranderte Aus-
gangsverbindung freigesetzt werden konnen. Die in den einzelnen Testserien flir Doxycyclin fest-
gestellten Konzentrationsabnahmen sind damit eher auf eine Festlegung in der Matrix von Glille-,
Fermenter- und Garrestproben als auf Abbaureaktionen zurtickzufiihren. Da Schweinegille und
Garreste nach Ausbringung auf landwirtschaftlich genutzte Boden weitgehend umgewandelt wer-
den, um die Freisetzung organisch gebundener Nahrstoffe und damit die eigentliche Dingewir-

kung zu erzielen, kann auch die Remobilisierung von Doxycyclin nicht ausgeschlossen werden.
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Abb. 12: Simulationstests zur Garresttrocknung bei 70 °C und 100 °C mit Doxycyclin (20 mg/kg
TM). Die parallel durchgefuhrten Zusatzversuche geben zu den einzelnen Inkubationsintervallen
die Wiederfindungsraten wider, wahrend die Batchtests die Konzentrationsabnahme von

Doxycyclin zeigen.

3.6.6 Einfluss (bio)elektrochemischer Verfahren auf Antibiotika

Auch in der kommunalen Abwasserbehandlung stellen Mikroschadstoffe heute noch ein Problem
da. So steht hier unter anderem der Einsatz (bio)elektrochemischer Verfahren im Fokus aktueller
Forschungsaktivitaten (Martinez-Huitle und Ferro, 2005), um diese Mikroschadstoffe in "Electro-
chemical Advanced Oxidation Processes" moglichst zur Kohlenstoffdioxid und Wasser zu minerali-
sieren. In einem dieser Verfahren wird die Bor-dotierte Diamantelektode (BDDE) angewendet, bei
der in-situ Hydroxyl-Radikale als starkes Oxidationsmittel erzeugt werden (Guinea et al., 2010). In
den mit "*C-Sulfadiazin und "C-Enrofloxacin durchgefiihrten Tests wurde die Fliissigphase nach
Gulleseparation eingesetzt, um den leicht abbaubaren Kohlenstoff-Anteil in diesen Abbautests zu
reduzieren. Nach 18-stiindiger Versuchsdauer lagen noch 50 % bzw. 59 % als '*C-Sulfadiazin-
und "C-Enrofloxacin-Riickstdnde vor, wogegen nur 6 % bzw. 7 % der Leitsubstanzen zu "C-
Kohlenstoffdioxid oxidiert werden konnten. In diesen Tests traten Substanzverluste von 44 % bzw.
34 % auf, die eventuell auf die Reduktion von Kohlenstoffdioxid an der Platin-Kathode zu Kohlen-
stoffmonoxid zuriickgefuihrt werden kénnen (Smolinka et al., 2005), welches mittels Gaschromato-
graphie mit Warmeleitfahigkeitsdetektor auch eindeutig nachgewiesen werden konnte. Dieses lasst

sich in den dem Probengefall nachgeschalteten, mit Kaliumhydroxid-Lésung gefiillten Fallen aller-
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dings nicht zuriickhalten. Diese Ergebnisse zeigen, dass die im Rahmen dieses Forschungsvorha-
bens begonnene Entwicklung des BDDE-Labortestsystems noch einer Weiterentwicklung bedarf,
um die in einem solch komplexen System auftretenden Abbauwege der Leitsubstanzen aufklaren
zu kénnen.

Ahnliche Randbedingungen ergaben sich fir die Experimente mit der Biobrennstoffzelle, die bisher
im Labormalstab fiir Tests zur Abbaubarkeit ausgewahlter Sulfonamide und Fluorchinolone in
artifiziellem und realem Abwasser eingesetzt wurde. Auch wenn sich hier bereits viel versprechen-
de Ergebnisse, die deutliche Konzentrationsabnahmen von Sulfamethoxazol (99 %), Sulfadiazin
(31 %) und Enrofloxacin (64 %) zeigten, ergaben, sind auch hier die substanzspezifischen Abbau-
wege noch nicht aufgeklart. Darliber hinaus ist das experimentelle Design beider Behandlungsver-
fahren noch nicht soweit ausgereift, dass so komplexe Probenmatrices wie Schweinegiillen und

Garreste untersucht werden konnen.
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4. Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Dieses an der Schnittstelle von angewandter Forschung und Grundlagenforschung positionierte
Forschungsvorhaben wurde zur Unterstitzung des Entscheidungshilfebedarfes des Bundesminis-
teriums flr Erndhrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz von November 2011 bis Juli 2014
durchgefiihrt. Mit der Screening-Studie in ausgewahlten Schweinemast- und Schweinezuchtbetrie-
ben mit konventionellem Gillemanagement sowie in Schweinezuchtbetrieben mit hofeigenen Bio-
gasanlagen in Niedersachsen liegen nun Daten vor, die einen Zusammenhang zwischen den be-
triebsspezifischen Antibiotika-Anwendungsmustern und dem Auftreten von Antibiotika-Rickstan-
den sowie Antibiotika-Resistenzgenen und mobilen genetischen Elementen in teilweise hohen
Konzentrationen bzw. Abundanzen in Schweinegiillen bis zu den Garresten aufzeigen. Anhand der
vorliegenden Rickstandsdaten aus den Praxisbetrieben und den durchgeflihrten Laborexperimen-
ten zeichnet sich ab, dass es augenblicklich keine praxisrelevanten Strategien fir Gullebehand-
lungsverfahren zur Verminderung von Antibiotika-Rickstdanden und Antibiotika-Resistenzgenen
gibt. Deswegen ist es angezeigt, in ausgewahlten Betrieben den Pfad von Antibiotika aus
Schweinegullen und Garresten bis zu Boden-Pflanzen-Systemen weiterzuverfolgen, um somit
erstmals ein Gesamtbild zur Antibiotika-Belastung auf Betriebsebene aufnehmen zu kdnnen. Da in
diesem Forschungsvorhaben in Ermangelung umfassender riickstandsanalytischer Methodenkata-
loge nicht alle angewendeten Antibiotika in diese Untersuchungen einbezogen werden konnten,
sind Forschungsaktivitaten zur Weiterentwicklung analytischer Nachweismethoden zu initiieren.
Ferner sollte auch auf das Zulassungsverfahren flr Veterinarpharmaka Einfluss genommen wer-
den, damit die Hersteller flir die neuen Praparate auch Analysenmethoden fir den Nachweis in
Gllle, Boden und Pflanzen liefern, so dass diese Bestandteil der Zulassung werden, wie es bereits
seit Jahrzehnten in der Pflanzenschutzmittelzulassung praktiziert wird. Ferner sollten die vorlie-
genden Ergebnisse in die Beratung von Schweinemast- und Schweinezuchtbetrieben einbezogen
werden, um in Zusammenarbeit mit Beratern, Landwirten und Tierarzten das Optimierungspotenti-
al der konventionellen Schweinehaltungssysteme zu Uberprifen, inwieweit der Einsatz von Antibio-

tika vermindert werden kann.
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5. Zusammenfassung

Die im Rahmen dieses Forschungsvorhabens, das zur Erflillung des Entscheidungshilfebedarfes
des Bundesministeriums fiir Erndhrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz von November
2011 bis Juli 2014 bearbeitet wurde, durchgeflihrte Screening-Studie in Schweinemast- und
Schweinezuchtbetrieben in Niedersachsen belegt, dass die Antibiotika in Schweinegllle nachge-
wiesen werden kdnnen, die vermehrt an groRere Tiergruppen Uber Futter und Wasser verabreicht
werden. Entsprechend der Anwendungsmuster treten dabei insbesondere flr Tetracycline Konzen-
trationen >200 mg/kg TM Schweinegllle auf. An Einzeltiere verabreichte Antibiotika kénnen infolge
von auftretenden Verdiinnungseffekten oftmals nicht nachgewiesen werden. Die Untersuchungen
der Betriebe mit Biogasanlagen geben einen Uberblick Uber den Verbleib von mit Schweinegiille
als Garsubstrat eingetragene Antibiotika bei der Passage von Fermenter bis Endlager. Insgesamt
zeichnet sich ab, dass eingetragene Antibiotika durch die anaerobe Stoffumwandlung in Biogasan-
lagen nicht vollstandig eliminiert werden. Das gilt auch fir Antibiotika-Resistenzgene und mobile
genetische Elemente, die in allen Schweinegulleproben teilweise in sehr hohen Abundanzen nach-
gewiesen werden. Uber Fermenter- und Nachgarermaterialien nehmen diese zwar ab, steigen in
den Garresten aber wieder annahernd auf das Niveau der Schweinegullen an. Abnahmen von An-
tibiotika-Ruckstanden sowie Resistenzgen-Abundanzen sind dabei ggf. nur auf Verdiinnungseffek-
te durch nicht belastete Garsubstrate, wie z.B. Maissilage, zurtickzufiihren. Damit lasst sich kon-
statieren, dass die anaerobe Stoffumwandlung in Biogasanlagen eine vollstandige Elimination von
Antibiotika und Antibiotika-Resistenzgenen nicht sicherstellen kann. Bei der Verwendung von bela-
steten Schweinegillen und Garresten als Dinger auf landwirtschaftlich genutzten Béden besteht
damit die Mdglichkeit eines Resistenztransfers auf die bakterielle Bodengemeinschaft. Letzteres ist
von besonderer Bedeutung, da ein Austausch von Resistenzgenen zwischen Bodenbakterien und
klinischen Pathogenen bereits nachgewiesen wurde.

Die in den Praxisbetrieben ermittelten Belastungen der Schweinegillen bis zu den Garresten
konnten anhand des in Labortests zur Simulation der Gillelagerung und Gilleseparation, der an-
aeroben Stoffumwandlung, der Garrestlagerung und Garrestnachbehandlung sowie (bio)elektro-
chemischer Methoden zur Behandlung wasseriger Gulle- bzw. Garrestfraktionen festgestellten
Ruckstandsverhaltens ausgewahlter Antibiotika bestatigt werden. Sie zeigen aber auch, dass sich
durch konventionelle und alternative Gulllebehandlungsverfahren keine Verminderungsstrategien
abzeichnen. Die effektivste Strategie zur Verminderung von Antibiotika-Rickstanden und Resis-
tenzgen-Abundanzen kann sich damit nur auf die Optimierung der konventionellen Schweinehal-

tung mit einem verminderten Einsatz von Antibiotika konzentrieren.
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6. Gegeniiberstellung der urspriinglich geplanten zu den tatsachlich erreichten Zielen

Das im Forschungsantrag vom 18.02.2011 aufgestellte Arbeitsprogramm konnte mit wenigen er-
gebnisorientiert vorgenommenen Anderungen bis Juli 2014 erfolgreich umgesetzt werden. Da die
an diesem Forschungsvorhaben mitwirkenden landwirtschaftlichen Betriebe frihzeitig zum Vorha-
benbeginn gefunden werden konnten, konnte sich die breit angelegte Probenahme fiir die riick-
standsanalytische Bestandsaufnahme auf Frihjahr und Herbst 2012 sowie Frihjahr 2013 konzen-
trieren, um dann 2 Betriebe mit hofeigenen Biogasanlagen als "Versuchsbetriebe" bis Frihjahr
2014 detaillierter zu untersuchen. Die ruckstandsanalytischen Untersuchungen aller Proben kon-
zentrierte sich auf 21 ausgewahlte Leitsubstanzen der Wirkstoffklassen der Diaminopyrimidine
(Trimethoprim), Sulfonamide (Sulfadiazin, Acetyl-sulfadiazin, Sulfamerazin, Acetyl-sulfadimidin,
Sulfadimidin, Sulfamethoxypyridazin, Sulfadoxin, Sulfadimethoxin), Tetracycline (Oxytetracyclin,
Tetracyclin, Chlortetracyclin, Doxycyclin), Fluorochinolone (Marbofloxacin, Ciprofloxacin, Danoflo-
xacin, Enrofloxacin, Orbifloxacin, Difloxacin), Makrolide (Tylosin) und Pleuromutiline (Tiamulin). In
Ermangelung fur Gulle bis Garrest anwendbarer Analysenmethoden konnten verschiedene Makro-
lide, B-Laktame, Aminoglykoside und Polymyxine nicht in die Untersuchungen einbezogen werden.
Im Rahmen der bioanalytischen Untersuchungen wurden alle Praxisgullen sowie alle Proben aus
Biogasanlagen aus den Probenahmen Herbst 2011, Frihjahr 2012 und Herbst 2012 bearbeitet. Im
Herbst 2012 wurde der Nachweis von ARGs und MGEs mittels konventioneller PCR und anschlie-
Render Southern Blot-Hybridisierung bezlglich der Proben aus Biogasanlagen auf die Garreste
fokussiert, da diese Methodik trotz ihrer hohen Sensitivitat und Spezifitat lediglich semiquantitative
Ergebnisse liefert. Ungeachtet dessen wurden bei der Analyse mittels quantitativer real-time-PCR
alle Prozessierungsstufen einbezogen.

Da die Ergebnisse dieser drei Probenahmen bereits eine teils hohe Belastung der Giillen und Gar-
reste mit ARGs und MGEs aufzeigten, konzentrierten sich die weiterfihrenden Untersuchungen
auf die Analyse der Ubertragbarkeit von Antibiotika-Resistenzen aus Gérresten mittels exogener
Plasmidisolierung und anschlieffiender Charakterisierung gefischter Plasmide. Der ausschlieRlich
DNA-basierte Nachweis von Sequenzen, die spezifisch fir ARGs und MGEs sind, erlaubt noch
keine Aussagen Uber deren Funktionalitdt oder tatsachliche Transferierbarkeit. Stattdessen kann
es sich sowohl um Relikte abgestorbener Bakterien handeln als auch um Gene, die in ihren Wirten
nicht exprimiert werden kénnen, oder um Gene, die in inaktiven Wirtsbakterien vorliegen. Mittels
exogener Plasmidisolierung kénnen hingegen nur funktionsfahige Plasmide aus lebenden Bak-
terien der Proben gefischt werden, die tatsachlich ihre Antibiotika-Resistenzen Ubertragen.

Die im Antrag angedachten Laborexperimente zur Uberprifung, ob Strategien fiir Giillebehand-
lungsverfahren zur gleichzeitigen Verminderung von Antibiotika-Ruickstdnden und Antibiotika-Re-
sistenzgenen entwickelt werden kdnnen, wurden nicht nur im geplanten Umfang umgesetzt, son-

dern um Untersuchungen des oft in den Praxisbetrieben angewendeten und in Giille- bis Garrest-
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proben wiedergefundenen Tetracyclin-Antibiotikums Doxycyclin erweitert, ohne allerdings praxis-
taugliche Behandlungsverfahren identifizieren zu kédnnen. Somit bleibt nur, am Antibiotika-Einsatz
als der Quelle der Belastung von Schweinegillen mit Antibiotika-Rickstdanden und Antibiotika-

Resistenzgenen anzusetzen.
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8. Anhang

8.1 Riickstandsanalytische Untersuchungen in Praxisbetrieben (A)

Tab. A1: Antibiotika-Abgaben und Riickstande in BRA 1.

Schweinehaltung 1000 Mastschweine; Gullelagerung: Keller, Silo; anteilig
Fremdgdlle.
Probenahme 15.02.2012 + 06.03.2012
Antibiotika-Abgaben 09/2011 bis 02/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Tetracyclin 6 140-288 | Silo" 179
143
171
Silo” 126
Keller™ 207
201
Keller® 191
Tylosin 3 20-356 Silo" n.d.
n.d.
n.d.
Silo” n.d.
Keller™ n.d.
n.d.
Keller® n.d.

': Bypass-Sammler, % Probensonde, : Giille geriihrt, *: Giille ungeriihrt, TM: Trockenmasse, n.d.:

nicht detektiert.
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Tab. A1: Fortsetzung.

Probenahme 04.09.2012

Antibiotika-Abgaben 02/2012 bis 09/2012

Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]

Tetracyclin 8 140-208 | Silo" 300

Tylosin 9 20-355 n.d.

1. Bypass-Sammiler, " Gille gerUhrt, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert.

Tab. A 1: Fortsetzung.

Probenahme 22.02.2013

Antibiotika-Abgaben 09/2012 bis 02/2013

Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]

Tetracyclin 6 144-176 | Silo" 265

Tylosin 2 30-153 n.d.

1. Bypass-Sammiler, " Gille gerUhrt, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert.
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Tab.

A2: Antibiotika-Abgaben und Riickstande in BRA 2.

Schweinehaltung

320 Mastplatze; Rinderstall, Gullelagerung: Lagune

(%5 Schweineglille, 75 Rindergulle), Betriebs- und Fremdgul-

le.
Probenahme 14.02.2012
Antibiotika-Abgaben 09/2011 bis 02/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Doxycyclin 2 120-200 | Lagune® 13.6°
Lagune® 9.32
28.9
Tylosin 1 200 Lagune® n.d.?
Lagune® n.d.
n.d.

3. Rulcklauf Vakuumtankwagen,*: Gulle geruhrt, * Gulle ungerihrt, ® Analysenmethode a, TM:

Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert.

Tab. A2: Fortsetzung.

Probenahme 04.09.2012

Antibiotika-Abgaben 02/2012 bis 09/2012

Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]

Doxycyclin 1 120 Lagune® 20.3

Tylosin 1 200 n.d.

%: Riicklauf Vakuumtankwagen, : Giille geriihrt, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert.
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Tab. A2: Fortsetzung.

Probenahme 19.02.2013

Antibiotika-Abgaben 09/2012 bis 02/2013

Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]

Chlortetracyclin k.A. k.A. Lagune® 1.7

Doxycyclin 1 240 11.0

Tetracyclin k.A. k.A. 29

®: Riicklauf Vakuumtankwagen, : Giille geriihrt, k.A.: keine Angabe, TM: Trockenmasse.

Tab. A3: Antibiotika-Abgaben und Rickstande in BRA 3.

Schweinehaltung 300 Mastplatze;
Glllelagerung: Keller; Betrieb Ende 2012 verpachtet.
Probenahme 15.02.2012
Antibiotika-Abgaben 09/2011 bis 02/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Tetracyclin 2 100 Keller® 7.6°
2: Probensonde, #: Giille ungerihrt, : Analysenmethode a, TM: Trockenmasse.
Tab. A3: Fortsetzung.
Probenahme 04.09.2012
Antibiotika-Abgaben 02/2012 bis 09/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Tetracyclin 3 100-200 | Keller™ 52.9

': Bypass-Sammler, *: Giille ungeriihrt, TM: Trockenmasse.
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Tab. A4: Antibiotika-Abgaben und Rickstande in BRA 4.

Schweinehaltung

420 Mastplatze in 2 Stallen; 1 Rinderstall,
Giillelagerung: Keller, Schweinegiille 100 m®, Rindergiille.

Probenahme 15.02.2012
Antibiotika-Abgaben 09/2011 bis 02/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Tetracyclin 3 242-248 | Keller” (SG) 10.2°
Keller® 4.7°
(SG/RG)

' Bypass-Sammler, % Probensonde, : Gillle gerihrt, * Giille ungeriihrt, SG: Schweinegiille, RG:

Rinderglille, ®: Analysenmethode a, TM: Trockenmasse.

Tab. A4: Fortsetzung.

Probenahme 04.09.2012

Antibiotika-Abgaben 02/2012 bis 09/2012

Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]

Tetracyclin 2 242-249 | Keller™ (SG) 161

' Bypass-Sammler, *: Giille ungeriihrt, SG: Schweinegiille, TM: Trockenmasse.
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Tab. A5: Antibiotika-Abgaben und Riickstande in BRA 5.

Schweinehaltung 1100 Mastschweine in 2 Stallen;

Gullelagerung: Keller.
Probenahme 16.02.2012
Antibiotika-Abgaben 09/2011 bis 02/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration

Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]

Tetracyclin 5 160-304 | Keller® 2.4°
Tylosin 3 30-230 n.d.?

2: Probensonde, # Giille ungerihrt, #: Analysenmethode a, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detek-

tiert.

Tab. A5: Fortsetzung.

Probenahme 04.09.2012

Antibiotika-Abgaben 02/2012 bis 09/2012

Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]

Tetracyclin 3 150-299 | Keller® 263

2. Probensonde, *: Giille ungeriihrt, TM: Trockenmasse.
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Tab. A6: Antibiotika-Abgaben und Rickstande in BRA 6.

Schweinehaltung

350 Mastschweine,
Gullelagerung: Keller.

Probenahme 16.02.2012

Antibiotika-Abgaben 09/2011 bis 02/2012

Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]

Sulfadiazin 1 135 Keller® n.d.?

Trimethoprim 1 135 n.d.?

Tetracyclin 3 135-230 7.7%

2. Probensonde, *: Giille ungeriihrt, ®: Analysenmethode a, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detek-

tiert.

Tab. A6: Fortsetzung.

Probenahme 04.09.2012

Antibiotika-Abgaben 02/2012 bis 09/2012

Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]

Sulfadiazin 1 220 Keller® 0.7

Acetyl-Sulfadiazin™ 1.5

Trimethoprim 1 220 n.d.

Tetracyclin 1 220 287

2. Probensonde, * Giille ungeriihrt, ™: Metabolit von Sulfadiazin, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht

detektiert.

66




AiSG-Projekt: Abschlussbericht

Tab. A7: Antibiotika-Abgaben und Riickstande in BRA 7.

Schweinehaltung 1545 Mastschweine in 3 Stallen,
Glullelagerung: Keller, Lagune. In Lagune anteilig Hihner-
trockenkot eingebracht.
Probenahme: 16.02.2012 + 22.03.2012
Antibiotika-Abgaben 09/2011 bis 02/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Sulfadimidin k.A. k.A. Keller® n.d.
Lagune” 0.5
0.6
Sulfadiazin 1 380 Keller® n.d.
Trimethoprim Lagune” n.d.
Chlortetracyclin 3 580-820 | Keller® 1.9
29.5
Lagune” n.d.
4.9
Doxycyclin 1 365 Keller® n.d.
Lagune” n.d.
Oxytetracyclin k.A. k.A. Keller® n.d.
Lagune” 6.2
Tetracyclin k.A. k.A. Keller® 2.4
Lagune” 1.5
Enrofloxacin 1 30 Keller® n.d.
Tylosin 1 800 Lagune” n.d.

' Bypass-Sammiler, % Probensonde, : Gillle geriihrt, *: Giille ungeriihrt, *: Analysenmethode a,

TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert, k.A.: keine Angabe.
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Tab. A7: Fortsetzung.

Probenahme 04.09.2012
Antibiotika-Abgaben 02/2012 bis 09/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Sulfadimidin k.A. k.A. Lagune” n.d.
Sulfadiazin 1 580 n.d.
Trimethoprim 1 580 n.d.
Chlortetracyclin 2 580-820 26.6
Doxycyclin K.A. k.A. n.d.
Oxytetracyclin k.A. k.A. n.d.
Tetracyclin 1 385 55
Enrofloxacin 1 150 n.d.

': Bypass-Sammler, ": Giille geriihrt, TM: Trockenmasse, k.A.: keine Angabe, n.d.: nicht detektiert.

Tab. A7: Fortsetzung.

Probenahme 25.02.2013
Antibiotika-Abgaben 09/2012 bis 02/2013
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Sulfadimidin k.A. KA. Lagune®™* n.d.
Sulfadiazin k.A. k.A. Lagune® n.d.
Trimethoprim K.A. K.A. Lagune®* n.d.
Chlortetracyclin 3 583-820 36.0
46.3
26.9
Doxycyclin k.A. k.A. n.d.
Oxytetracyclin k.A. k.A. n.d.
Tetracyclin kA kA 40.3
42.7
30.0
Enrofloxacin k.A. k.A. n.d.

3. Riicklauf Vakuumtankwagen, *: Probenahme morgens, ’: Probenahme mittags, *: Probenahme

abends, : Gille geruhrt, k.A.: keine Angabe, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert.
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Tab. A8: Antibiotika-Abgaben und Riickstande in BRA 8.

Schweinehaltung 380 Mastschweine in 2 Stallen (300+80),
Glullelagerung: Keller.
Probenahme 16.02.2012 + 22.03.2012
Antibiotika-Abgaben 09/2011 bis 02/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Tiamulin 1 16 Keller® n.d.
Tylosin 3 80-150 n.d.
2: Probensonde, # Giille ungerihrt, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert.
Tab. A8: Fortsetzung.
Probenahme 04.09.2012
Antibiotika-Abgaben 02/2012 bis 09/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- | Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Tylosin 1 300 Keller® n.d.

2: Probensonde, *: Giille ungerthrt, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert.
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Tab. A9: Antibiotika-Abgaben und Rickstande in BRB 1.

Schweinehaltung 840 Sauen, 24500 Ferkel/a,
Gullelagerung: Silos
Probenahme 27.03.2012
Antibiotika-Abgaben 09/2011 bis 03/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Sulfadimidin 7 6-90 Silo" 2.7°
1.0
Acetyl-Sulfadimidin™ 1.5
1.0
Sulfadimethoxin 1 30 n.d.
Trimethoprim 8 6-90 n.d.?
n.d.
Tetracyclin 2 1000-1400 0.72
8.5
Tylosin 1 2 nd?®
n.d.

1. Bypass-Sammler, " Glille gerihrt, M. Metabolit von Sulfadimidin, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht
detektiert.
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Tab.

A10: Antibiotika-Abgaben und Riickstéande in BRB 2.

Schweinehaltung

200 Sauen, 5000 Ferkel/a,
Gullelagerung: Silo.

Probenahme 06.03.2012
Antibiotika-Abgaben 09/2011 bis 03/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Sulfadimidin 3 6 Silo" 2.2
Acetyl-Sulfadimidin" n.d.
Trimethoprim 3 6 n.d.
Chlortetracyclin 1 100 55.1
Doxycyclin 2 80-210 15.4
Oxytetracyclin 6 4-15 2.7
Enrofloxacin 3 10-30 n.d.
Tylosin 2 8-25 n.d.

': Bypass-Sammler, ": Gillle geriihrt, ™: Metabolit von Sulfadimidin, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht

detektiert.

Tab. A10: Fortsetzung.
Probenahme 19.09.2012
Antibiotika-Abgaben 03/2012 bis 09/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- | Konzentration

Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]

Sulfadimidin 1 4 Silo* n.d.
Acetyl-Sulfadimidin n.d.
Trimethoprim 1 4 n.d.
Chlortetracyclin k.A. k.A. n.d.
Doxycyclin 100 50.0
Oxytetracyclin 4 8-10 n.d.
Enrofloxacin k.A. K.A. n.d.
Tylosin 4 1-25 n.d.

1. Bypass-Sammiler, " Giille geruhrt, M- Metabolit von Sulfadimidin, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht

detektiert, k.A.: keine Angabe.
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Tab. A10: Fortsetzung

Probenahme 20.02.2013
Antibiotika-Abgaben 09/2012 bis 02/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- | Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Sulfadimidin k.A. k.A. Silo" n.d.
Acetyl-Sulfadimidin™ n.d.
Trimethoprim k.A. k.A. n.d.
Chlortetracyclin k.A. k.A. n.d.
Doxycyclin 1 1600 11.5
Oxytetracyclin 2 5 n.d.
Enrofloxacin 1 30 n.d.
Tylosin 1 8 n.d.

': Bypass-Sammiler, : Giille geriihrt, ™: Metabolit von Sulfadimidin, k.A.: keine Angabe, TM: Troc-

kenmasse, n.d.: nicht detektiert.
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Tab. A11: Antibiotika-Abgaben und Riickstande in BRB 3.

Schweinehaltung 220 Sauen, 5900 Ferkel/a, 2000 Mastschweine,
Glllelagerung: Silo, Keller.
Probenahme 27.03.2012
Antibiotika-Abgaben 09/2011 bis 03/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Sulfadimidin k.A. k.A. Keller® 0.8
Acetyl-Sulfadimidin" n.d.
Sulfadimethoxin K.A. k.A. 0.5
Trimethoprim K.A. k.A. 0.2
Chlortetracyclin k.A. k.A. n.d.
Doxycyclin k.A. k.A. 19.3
Oxytetracyclin k.A. k.A. 0.6
Tetracyclin k.A. k.A. 24.4
Enrofloxacin K.A. k.A. n.d.
Tylosin k.A. k.A. n.d.

2. Probensonde, *: Giille ungeruhrt, M. Metabolit von Sulfadimidin, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht
detektiert, k.A.: keine Angabe.

73



AiSG-Projekt: Abschlussbericht

Tab. A11: Fortsetzung.

Probenahme 20.09.2012
Antibiotika-Abgaben 03/2012 bis 09/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- | Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Sulfadimidin k.A. k.A. Keller® n.d.
Silo* n.d.
Acetyl-Sulfadimidin™ k.A. k.A. Keller® n.d.
Silo” n.d.
Sulfadimethoxin k.A. k.A. Keller® n.d.
Silo* n.d.
Trimethoprim k.A. k.A. Keller® n.d.
Silo* n.d.
Chlortetracyclin k.A. k.A. Keller® n.d.
Silo* n.d.
Doxycyclin k.A. k.A. Keller® 19.0
Silo” 9.4
Oxytetracyclin k.A. k.A. Keller® n.d.
Silo* n.d.
Tetracyclin k.A. k.A. Keller® 4.6
Silo* n.d.
Enrofloxacin k.A. k.A. Keller® n.d.
Silo* n.d.
Tylosin k.A. KA. Keller® n.d.
Silo* n.d.

2. Probensonde, * Giille ungeriihrt, : Giille geriihrt, ™: Metabolit von Sulfadimidin, k.A.: keine An-

gabe, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert.
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Tab. A12: Antibiotika-Abgaben und Rickstéande in BRB 4.

Schweinehaltung 130 Sauen, 3500 Ferkel/a, 800 Mastschweine,
Gulllelagerung: Keller, Fremdgulle: 10 % Rindergille.

Probenahme 28.03.2012

Antibiotika-Abgaben 09/2011 bis 03/2012

Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration

Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]

Doxycyclin 1 130 Keller, Ab- 17.8°
ferkel®
Keller, 20.3
Mast*

Oxytetracyclin 9 5-75 Keller, Ab- 19.5°
ferkel®
Keller, 13.6
Mast*

Enrofloxacin 1 30 Keller, Ab- 0.3°
ferkel®
Keller, n.d.
Mast®

Tylosin 5 8-200 Keller, Ab- n.d.
ferkel®
Keller, n.d.
Mast®

2 Probensonde, ": Giille geriihrt, : Analysenmethode ¢, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert.
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Tab. A12: Fortsetzung.

Probenahme 19.09.2012

Antibiotika-Abgaben 03/2012 bis 09/2012

Antibiotika Abgaben Entnahme- | Konzentration

Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]

Chlortetracyclin 1 35 Keller, Ab- n.d.
ferkel®
Keller, 15.8
Mast?

Oxytetracyclin 7 1-60 Keller, Ab- 211
ferkel®
Keller, 14.9
Mast”

Enrofloxacin 1 30 Keller, Ab- n.d.
ferkel®
Keller, n.d.
Mast®

Tylosin 2 8-50 Keller, Ab- n.d.
ferkel®
Keller, n.d.
Mast?

2: Probensonde, : Giille geruhrt, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert.
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Tab. A13: Antibiotika-Abgaben und Riickstéande in BRB 5.

Schweinehaltung

100 Sauen, 2700 Ferkel/a, 650 Mastschweine,

Gullelagerung: Silo.

Probenahme 10.05.2012

Antibiotika-Abgaben 09/2011 bis 03/2012

Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]

Sulfadiazin 1 5 kg Silo" n.d.

Acetyl-Sulfadiazin™ - - n.d.

Trimethoprim 1 5 kg n.d.

Chlortetracyclin 5 kg 26.4

Doxycyclin 3 5 kg 27.7

Enrofloxacin K.A. k.A. n.d.

': Bypass-Sammler, ": Gillle geriihrt, V: Metabolit von Sulfadiazin, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht

detektiert, k.A.: keine Angabe.

Tab. A13: Fortsetzung.

Probenahme 20.09.2012

Antibiotika-Abgaben 03/2012 bis 09/2012

Antibiotika Abgaben Entnahme- | Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]

Doxycyclin 2 500-700 | Silo% 101

Enrofloxacin 3 4-125 n.d.

2 Probensonde, *: Giille ungeriihrt, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert.
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Tab. A13: Fortsetzung.

Probenahme 21.02.2013

Antibiotika-Abgaben 09/2012 bis 02/2013

Antibiotika Abgaben Entnahme- | Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]

Doxycyclin 1 700 Silo" 32.0

Enrofloxacin 2 4-35 n.d.

1. Bypass-Sammler, " Gille gerthrt, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert.

Tab. A14: Antibiotika-Abgaben und Rickstande in BRB 6.

Schweinehaltung 265 Sauen, 7000 Ferkel/a,
Gullelagerung: Keller.
Probenahme 28.03.2012
Antibiotika-Abgaben 09/2011 bis 03/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Chlortetracyclin 6 120-715 | Keller* 15.6°
48.3
Tylosin 4 34-67 n.d.’
n.d.

2: Probensonde, : Giille geriihrt, °: Analysenmethode b, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert.
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Tab.

A15: Antibiotika-Abgaben und Riickstéande in BRB 7.

Schweinehaltung 130 Sauen, 3500 Ferkel/a, 800 Mastschweine,
Glllelagerung: Keller, Fremdgulle: 10 % Rindergille.

Probenahme 27.03.2012

Antibiotika-Abgaben 09/2011 bis 03/2012

Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration

Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]

Sulfadiazin 4 200-500 | Keller” n.d.

Acetyl-Sulfadiazin™ - - n.d.

Trimethoprim 4 200-500 n.d.

Doxycyclin 1 200 n.d.

Tetracyclin 2 380-400 227

Enrofloxacin 5 4-190 n.d.

Tylosin 1 1 n.d.

2: Probensonde, : Giille geriihrt, ™: Metabolit von Sulfadiazin, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detek-

tiert.

Tab. A15: Fortsetzung.
Probenahme 20.09.2012
Antibiotika-Abgaben 03/2012 bis 09/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- | Konzentration

Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]

Sulfadiazin 1 400 Keller®” n.d.
Acetyl-Sulfadiazin™ - —- n.d.
Trimethoprim 1 400 n.d.
Doxycyclin 1 400 n.d.
Tetracyclin 1 400 1.5
Enrofloxacin 4 4-50 1.3
Tiamulin 1 50 1.4
Tylosin 1 1 n.d.

2: Probensonde, : Glille gerihrt, M- Metabolit von Sulfadiazin, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detek-

tiert.
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Tab. A15: Fortsetzung.

Probenahme 28.02.2013

Antibiotika-Abgaben 09/2012 bis 02/2013

Antibiotika Abgaben Entnahme- | Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]

Sulfadiazin 2 400-440 | Keller” n.d.

Acetyl-Sulfadiazin™ — - n.d.

Trimethoprim 400-440 n.d.

Tetracyclin 400-440 89.2

Enrofloxacin 4-64 n.d.

% Probensonde, ": Giille geriihrt, : Metabolit von Sulfadiazin, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detek-

tiert.

Tab. A16: Antibiotika-Abgaben und Rickstande in BRB 8.

Schweinehaltung

220 Sauen, 6000 Ferkel/a,
Glillelagerung: Silo.

Probenahme 10.05.2012
Antibiotika-Abgaben 09/2011 bis 05/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Sulfadiazin 1 60 Silo" n.d.
Acetyl-Sulfadiazin™ - — n.d.
Sulfadimidin 18 3-20 5.6
Acetyl-Sulfadimidin™ n.d.
Trimethoprim 19 3-60 n.d.
Doxycyclin 1 30 5.0
Enrofloxacin 8 30-65 n.d.

': Bypass-Sammler, ": Giille geriihrt, : Metabolit von Sulfadiazin bzw. Sulfadimidin, TM: Trocken-

masse, n.d.: nicht detektiert.
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Tab. A16: Fortsetzung.

Probenahme 21.09.2012
Antibiotika-Abgaben 05/2012 bis 09/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- | Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Sulfadiazin 2 85-180 Silo" n.d.
Acetyl-Sulfadiazin n.d.
Sulfadimidin 7 3-10 23.0
Acetyl-Sulfadimidin" n.d.
Trimethoprim 9 3-180 n.d.
Doxycyclin 2 85-180 52.6
Enrofloxacin 2 30-65 n.d.

': Bypass-Sammler, ": Giille geriihrt, : Metabolit von Sulfadiazin bzw. Sulfadimidin, TM: Trocken-

masse, n.d.: nicht detektiert.
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Tab. A17: Antibiotika-Abgaben und Rickstande in BGA 1.

Schweinehaltung 1000 Mastplatze, 400 Aufzuchtplatze.
Gullelagerung: Silo, Keller, anteilig: Fremdgtille.
Biogasanlage 430 kW. Substrat: 40 % Schweinegiille (15 m*/d), 60 % Si-
lomais (14 t/d), Kartoffelschlempe (8 m*/d), wenig Riiben.
Fermenter (Verweilzeit: 100 d), Nachgarer, Endlager.
Probenahme 29.03.2012
Antibiotika-Abgaben 09/2011 bis 03/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Sulfadiazin 1 800 Silo 7.3
Endlager * 0.9
Acetyl-Sulfadiazin" 5.5
n.d.
Trimethroprim 1 800 n.d.
n.d.
Doxycyclin K.A. K.A. n.d.
n.d.
Oxytetracyclin 1 5 n.d.
n.d.
Tetracyclin k.A. k.A. 59
0.9

2. Probensonde, *: Riicklauf Vakuumtankwagen, ": geriihrt, ™: Metabolit von Sulfadiazin, TM: Troc-

kenmasse, n.d.: nicht detektiert, k.A.: keine Angabe.
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Tab. A17: Fortsetzung.

Probenahme 17.09.2012, anteiliger Einsatz von Fremdglille
Antibiotika-Abgaben 03/2012 bis 09/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Sulfadiazin k.A. k.A. Keller % n.d.
Fermenter ¢ 0.4
Endlager # n.d.
Acetyl-Sulfadiazin n.d.
n.d.
n.d.
Doxycyclin k.A. k.A. n.d.
1.2
1.3
Oxytetracyclin k.A. K.A. n.d.
n.d.
n.d.
Tetracyclin k.A. K.A. 1.1
1.2
1.6

2. Probensonde, *: Auslassventil, : geriihrt, *: Giille ungeriihrt, ™: Metabolit von Sulfadiazin, TM:

Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert, k.A.: keine Angabe.
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Tab. A17: Fortsetzung.

Probenahme 25.02.2013, anteilig: Fremdgulle
Antibiotika-Abgaben 09/2012 bis 02/2013
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Sulfadiazin k.A. k.A. Keller # n.d.
Fermenter * n.d.
Endlager % n.d.
Acetyl-Sulfadiazin™ — — n.d.
n.d.
n.d.
Doxycyclin K.A. k.A. n.d.
1.3
9.2
Oxytetracyclin K.A. k.A. n.d.
n.d.
n.d.
Tetracyclin k.A. k.A. 1.8
0.6
n.d.

2. Probensonde, *: Auslassventil, ": geriihrt, *: Giille ungeriihrt, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht de-
tektiert, k.A.: keine Angabe.
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Tab. A17: Fortsetzung.

Probenahme 19.09.2013, anteilig: Fremdgtille
Antibiotika-Abgaben 02/2013 bis 09/2013
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Doxycyclin k.A. k.A. Keller % 3.2
Fermenter ¢ 3.3
Nachgarer % 2.6
Tetracyclin K.A. K.A. 0.5
1.8
1.4

2. Probensonde, *: Auslassventil, k.A.: keine Angabe, : geriihrt, *: Giille ungeriihrt, TM: Trocken-

masse, n.d.: nicht detektiert.
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Tab. A18: Antibiotika-Abgaben und Rickstande in BGA 2.

Schweinehaltung 475 Sauen, 13000 Ferkel/a.
Glllelagerung: Keller.
Biogasanlage 500 kW. Substrat: 35 % Schweinegllle, 65 % Silomais,
Gras, Ganzpflanzensilage Sonnenblume, Zwiebeln.
Fermenter, Nachgarer, Endlager.
Probenahme 28.03.2012
Antibiotika-Abgaben 09/2011 bis 03/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Sulfadoxin 5 12-28 Keller # n.d.
Endlager * n.d.
Trimethoprim 5 12-28 n.d.
n.d.
Chlortetracyclin 1 17 n.d.
0.9
Doxycyclin 3 1000-1600 n.d.
8.2
Enrofloxacin 4 17-28 n.d.
n.d.

2. Probensonde, *: Auslassventil, : geriihrt, *: Giille ungeriihrt, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht de-
tektiert.
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Tab. A18: Fortsetzung.

Probenahme 20.09.2012

Antibiotika-Abgaben 03/2012 bis 09/2012

Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Sulfadoxin 7 6-28 Keller # n.d.
Fermenter ¢ n.d.

Nachgarer * n.d.
Endlager ¢ n.d.
Trimethoprim 7 6-28 n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
Chlortetracyclin 1 17 n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
Doxycyclin 5 1300-2000 39.5
54
7.9
7.4
Enrofloxacin 7 12-56 1.4
n.d.
n.d.
n.d.
Tylosin 1 500 n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

% Probensonde, *: Auslassventil, : geriihrt, *: Giille ungeriihrt, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht de-
tektiert.
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Tab. A18: Fortsetzung.

Probenahme 28.02.2013

Antibiotika-Abgaben 09/2012 bis 02/2013

Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Sulfamerazin 7 10-17 | Keller 1 % n.d.
Keller 2 % n.d.
Fermenter ¢ n.d.

Nachgarer * n.d.
Endlager ¢ n.d.
Trimethoprim 7 10-17 n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
Chlortetracyclin 2 10 n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
Doxycyclin k.A. k.A. n.d.

1.9

1.1

4.6
10.5

% Probensonde, *: Auslassventil, : geriihrt, *: Giille ungeriihrt, k.A.: keine Angabe, TM: Trocken-

masse, n.d.: nicht detektiert.
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Tab. A18: Fortsetzung.

Probenahme 28.02.2013
Antibiotika-Abgaben 09/2012 bis 02/2013
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
ort [mg/kg TM]
Enrofloxacin 7 12-56 | Keller 1 % n.d.
Keller 2 % n.d.
Fermenter * n.d.
Nachgarer * n.d.
Endlager ¢ n.d.
Tetracyclin k.A. k.A. 0.7
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

2. Probensonde, *: Auslassventil, : geriihrt, * Giille ungeriihrt, k.A.: keine Angabe, TM: Trocken-

masse, n.d.: nicht detektiert.
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Tab. A19: Antibiotika-Abgaben und Rickstande in BGA 3.

Schweinehaltung 550 Sauen, 550 Mastplatze.
Glllelagerung: Keller, Zwischenlager.
Biogasanlage 410 kW. Substrat: 35-40 % Schweinegiille (10 m*/d), 60-65
% Silomais (18 t/d).
Fermenter, Nachgarer, Endlager.
Probenahme 28.03.2012
Antibiotika-Abgaben 09/2011 bis 03/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Doxycyclin 1 280 Keller # 24.7
Fermenter ¢ n.d.?
Nachgarer n.d.?
Endlager ¥ n.d.
Enrofloxacin 4 66-100 n.d.
n.d.?
n.d.?
n.d.
Tylosin 4 20-60 n.d.
n.d.?
n.d.?
n.d.

2. Probensonde, *: Auslassventil, : Gillle geriihrt, *: Analysenmethode a, TM: Trockenmasse, n.d.:
nicht detektiert.
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Tab. A19: Fortsetzung.

Probenahme 19.09.2012
Antibiotika-Abgaben 03/2012 bis 09/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Doxycyclin 3 200-300 | Keller* 166
Fermenter ¢ 0.4
Nachgarer * 2.0
Endlager ¢ 2.1
Enrofloxacin k.A. K.A. n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

2. Probensonde, *: Auslassventil, : geriihrt, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert, k.A.: keine

Angabe.

Tab. A19: Fortsetzung.

Probenahme

30.01.2013

Antibiotika-Abgaben

09/2012 bis 02/2013

Antibiotika

Abgaben

Anzahl Tiere

Entnahme-
ort

Konzentration
[mg/kg TM]

Doxycyclin

k.A. k.A.

Enrofloxacin

5 33-150

Tylosin

2 10-20

Keller %

Fermenter ¢
"

Nachgarer
Endlager ¢

11.7
2.0
n.a.
3.0

n.d.
n.d.
n.a.
n.d.

n.d.
n.d.
n.a.
n.d.

2. Probensonde, *: Auslassventil, " geruhrt, TM: Trockenmasse, n.a.: nicht analysiert, n.d.: nicht
detektiert, k.A.: keine Angabe.
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Tab. A19: Fortsetzung.

Probenahme 27.02.2013

Antibiotika-Abgaben 09/2012 bis 02/2013

Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Doxycyclin k.A. k.A. Keller # 13.7
Fermenter ¢ 35

Nachgarer ¢ 3.3
Endlager ¢ 4.8
Enrofloxacin 5 33-150 n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
Tylosin 2 10-20 n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

2. Probensonde, *: Auslassventil, : geruhrt, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert, k.A.: keine

Angabe.
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Tab. A19: Fortsetzung.

Probenahme 18.03.2013
Antibiotika-Abgaben 09/2012 bis 02/2013
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Doxycyclin k.A. k.A. Keller 13.9
Fermenter ¢ 1.5
Nachgarer * 2.5
Endlager ¢ 4.0
Enrofloxacin 5 33-150 n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
Tylosin 2 10-20 n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

% Probensonde, *: Auslassventil, : geriihrt, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert, k.A.: keine

Angabe.
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Tab. A19: Fortsetzung.

Probenahme 17.09.2013
Antibiotika-Abgaben 02/2013 bis 09/2013
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Doxycyclin k.A. k.A. Keller 68.6
Fermenter ¢ 1.1
Nachgarer * 2.1
Endlager ¢ 3.9
Enrofloxacin 4 33 n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

2. Probensonde, *: Auslassventil, : geriihrt, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert, k.A

Angabe.

Tab. A19: Fortsetzung.

Probenahme 16.01.2014

Antibiotika-Abgaben 09/2013 bis 03/2014

Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration

Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]

Doxycyclin k.A. k.A. Keller # 48.8
Fermenter ¢ 2.9
Nachgarer ¢ n.a.
Garreste ¥ 2.3

2. Probensonde, *: Auslassventil, geruhrt, kK.A.: keine Angabe, TM: Trockenmasse, n.a.: nicht ana-

lysiert.
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AiSG-Projekt: Abschlussbericht

Tab. A20: Antibiotika-Abgaben und Rickstande in BGA 4.

Schweinehaltung 265 Sauen, 7200 Ferkel/a, 2100 Mastplatze.
Glullelagerung: Keller, Silo.
Biogasanlage 250 kW. Substrat: 35-40 % Schweinegiille (10 m*/d), 60-65
% Silomais (18 t/d).
Fermenter (Verweilzeit: 90-100 d), Nachgarer, Endlager.
Probenahme 28.03.2012
Antibiotika-Abgaben 09/2011 bis 03/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Doxycyclin 28 140-700 | Silo* 32.1
Fermenter ¢ n.a.
Nachgarer/ 4.9
Enrofloxacin 20 20-300 Endlager ¢ 2.4
n.a.
n.d.
Chlortetracyclin K.A. k.A. 1.0
n.a.
n.d.

2 Probensonde, *: Auslassventil, : geriihrt, TM: Trockenmasse, n.a.: nicht analysiert, n.d.: nicht
detektiert, k.A.: keine Angabe.
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Tab. A20: Fortsetzung.

Probenahme 20.09.2012
Antibiotika-Abgaben 03/2012 bis 09/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Doxycyclin 21 150-400 | Silo % 110
Fermenter ¢ 7.0
Nachgarer/ 10.1
Enrofloxacin 6 100-275 | Endlager * 1.4
n.d.
0.2
Chlortetracyclin k.A. K.A. n.d.
n.d.
n.d.
Tetracyclin k.A. k.A. n.d.
1.0
2.1

2. Probensonde, *: Auslassventil, : geruhrt, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert, k.A.: keine

Angabe.
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Tab. A20: Fortsetzung.

Probenahme 28.02.2013

Antibiotika-Abgaben 09/2012 bis 02/2013

Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Sulfadiazin 2 22-28 Silo * n.d.
Keller % n.d.

Fermenter ¢ n.d.

Nachgarer/ n.d.
Trimethoprim 2 22-28 Endlager n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
Doxycyclin 26 83-400 21.4
30.0

6.4
10.2
Enrofloxacin 15 3-125 0.8
4.7
n.d.
0.3
Ciprofloxacin' k.A. k.A. n.d.
0.8
n.d.
n.d.
Tetracyclin k.A. k.A. n.d.
n.d.
0.7
1.3

2: Probensonde, *: Auslassventil, ": gerihrt, M. Metabolit von Enrofloxacin, TM: Trockenmasse, n.d.:
nicht detektiert, k.A.: keine Angabe.
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Tab. A20: Fortsetzung.

Probenahme 29.05.2013
Antibiotika-Abgaben 02/2013-05/2013
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Doxycyclin 15 130-520 | Keller, Mast % 54.5
Keller, Zucht # 20.1
Fermenter ¢ 4.0
Nachgarer/
Endlager ¢ 7.7
Enrofloxacin 15 6-225 0.8
1.7
n.d.
n.d.
Marbofloxacin 4 12-33 n.d.
3.5
n.d.
n.d.

2: Probensonde, *: Auslassventil, gerihrt, # ungeruhrt, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert.

Tab. A20: Fortsetzung.

Probenahme 23.08.2013

Antibiotika-Abgaben 05/2013-08/2013

Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]

Chlortetracyclin 1 130 Fermenter * n.d.

Doxycyclin 11 110-330 4.5

Enrofloxacin 13 9-225 n.d.

Marbofloxacin 2 6 n.d.

Tylosin 1 2 n.d.

*: Auslassventil, : geriihrt, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert.
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Tab. A20: Fortsetzung.

Probenahme 09.01.2014
Antibiotika-Abgaben 08/2013-01/2014
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Chlortetracyclin 1 30 Fermenter ¢ n.d.
Nachgarer/
Endlager ¢ n.d.
Doxycyclin 21 110-350 8.7
11.5
Enrofloxacin 23 3-200 n.d.
n.d.
Marbofloxacin 11 5-32 n.d.
n.d.

*: Probenahme am Auslassventil, : geriihrt, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert.
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Tab. A21: Antibiotika-Abgaben und Rickstande in BGA 5

Schweinehaltung 600 Sauen, 3900 Tiere. Giillelagerung: Keller, Silo.
Biogasanlage 716 kW. Substrat: 30 % Schweinegiille (19 m%d), 70 % Si-
lomais (30 t/d) + Zuckerribe (8 t/d), im Herbst 2012: Hih-
nertrockenkot anstatt Zuckerribe.
Fermenter 1+2, 1 Endlager.
Probenahme 17.09.2012
Antibiotika-Abgaben 09/2011 bis 03/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Doxycyclin k.A. k.A. Silo % 15.1
Keller 1% 1.7
Keller 2 % 133
Fermenter 1% 2.5
Fermenter 2 % 2.2
Endlager * 3.2
Huhnertrocken-
kot n.d.
Enrofloxacin K.A. K.A. n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

2. Probensonde, *: Auslassventil, : geruhrt, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert, k.A.: keine

Angabe.
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Tab. A21: Fortsetzung.

Probenahme 17.09.2012

Antibiotika-Abgaben 09/2011 bis 03/2012

Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration

Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]

Tylosin k.A. k.A. Silo % n.d.
Keller 1% 6.4
Keller 2 % n.d.
Fermenter 1% n.d.
Fermenter 2 % n.d.
Endlager ¢ n.d.
Huhnertrocken-
kot n.d.

2. Probensonde, *: Auslassventil, : geriihrt, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert, k.A.: keine

Angabe.

Tab. A21: Fortsetzung.

Probenahme 01.03.2013

Antibiotika-Abgaben 09/2012 bis 02/2013

Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration

Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]

Doxycyclin k.A. k.A. Silo 39.6
Keller 381
Fermenter 1% 6.7
Fermenter 2 % 2.5
Endlager ¢ 7.8

2. Probensonde, *: Auslassventil, : geriihrt, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert, k.A.: keine

Angabe.
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Tab. A22: Antibiotika-Abgaben und Rickstande in BGA 6.

Schweinehaltung Gullelagerung: Keller und Silo.
Biogasanlage 1070 kW. Substrat: 30 % Schweinegulle, Bullenmist, HUh-
nertrockenkot, Silomais, Griinroggen.
Fermenter 1+2, Endlager.
Probenahme 21.09.2012
Antibiotika-Abgaben 03/2012 bis 09/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Doxycyclin k.A. K.A. Keller #* n.d.
Silo * n.d.
Fermenter ¢ n.d.
Nachgarer * n.d.
Endlager * 2.2
Huihner-
trockenkot n.d.
Tetracyclin k.A. k.A. 3.8
14.4
9.2
4.4
6.4
n.d.
Enrofloxacin k.A. k.A. n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
1.7

% Probensonde, *: Auslassventil, : geriihrt, *: ungeriihrt, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert,

k.A.: keine Angabe.
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Tab. A22: Fortsetzung.

Probenahme 21.09.2012

Antibiotika-Abgaben 03/2012 bis 09/2012

Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration

Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]

Ciprofloxacin - - Keller %* n.d.
Silo n.d.
Fermenter ¢ n.d.
Nachgarer + n.d.
Endlager ¢ n.d.
Huhner-
trockenkot 1.1

2. Probensonde, *: Auslassventil, : geriihrt, *: ungeriihrt, ™: Metabolit von Enrofloxacin, TM: Troc-

kenmasse, n.d.: nicht detektiert.
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Tab. A23: Antibiotika-Abgaben und Rickstande in BGA 7

Milchkuhhaltung Gullelagerung: Keller
Biogasanlage 500 kW. Substrat fiir Fermenter 1: Rindergiille (12 m*/d),
Silomais (19 t/d) + Futterreste (0.5 t/d) + Mist (gehackselt,
4.4 t/d Substrat fiir Fermenter 2: + Rindergiille (40 m®)
Fermenter 1, Fermenter 2 / Nachgarer, Endlager.
Probenahme 18.09.2012
Antibiotika-Abgaben 01/2012 bis 09/2012
Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Chlortetracyclin k.A. k.A. Silo & 0.4
Fermenter 1+ n.d.
Fermenter 2 /
Nachgarer * n.d.
Endlager n.d.
Tetracyclin k.A. k.A. 0.7
0.4
0.3
0.4
Enrofloxacin K.A. k.A. n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

% Probensonde, *: Auslassventil, : geriihrt, k.A.: keine Angabe, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht
detektiert.
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Tab. A24: Antibiotika-Abgaben und Rickstande in BGA 8.

Schweinehaltung 200 Sauen, 700-800 Ferkel, Gillelagerung: Keller.
Biogasanlage 1100 kW. Substrate: Separierte Giillen (30 m®d; Rind (4000
t/a), Pferd (500 t/a), Schwein (700 t/a)), Silomais (75 t/d),
Ganzpflanzensilagen (10 t/d; Gras, Hafer, Sonnenblumen),
Fermenter 1+2, Nachgarer, Endlager 1+2.
Probenahme 20.11.2012
Antibiotika-Abgaben 01/2012 bis 11/2012
Antibiotika Anwendungen Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
Sulfadiazin 1 286 Vorgrube # 15.0
Acetyl-Sulfadiazin ™ 19.0
Trimethoprim 1 286 0.3
Doxycyclin 1 429 31.0
Sulfadiazin Separation: 22.0
Acetyl-Sulfadiazin ™ Flussigphase 27.0
Trimethoprim n.d.
Doxycyclin 57.0
Sulfadiazin Separation: 4.0
Acetyl-Sulfadiazin ™ Festphase 3.8
Trimethoprim 0.2
Doxycyclin 31.0

2. Probensonde, *: Auslassventil, : geriihrt, ¥: Metabolit von Sulfadiazin, TM: Trockenmasse, n.d.:
nicht detektiert.
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Tab. A24: Fortsetzung.

Probenahme 20.11.2012

Antibiotika-Abgaben 01/2012 bis 11/2012

Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration

Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]

MIX 1 k.A. k.A. Fermenter 1% n.d.
Fermenter 2 n.d.
Nachgarer * n.d.
Endlager ¢ n.d.

4

MIX 1: Screening auf 21 Leitsubstanzen, 2. Probensonde, *: Auslassventil, : geruhrt, TM: Troc-

kenmasse, n.d.: nicht detektiert, k.A.: keine Angabe.

Tab. A24: Fortsetzung.

Probenahme 19.09.2013

Antibiotika-Abgaben 09/2012 bis 03/2013

Antibiotika Abgaben Entnahme- Konzentration

Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]

Sulfadiazin k.A. k.A. Fermenter ¢ n.d.
Endlager * 0.4

Tetracyclin k.A. k.A. Fermenter ¢ n.d.
Endlager ¢ 0.3

4. Auslassventil, k.A.: keine Angabe, " geruhrt, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht detektiert.
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Tab. A25: Antibiotika-Abgaben und Rickstande in BGA 9.

Rinderhaltung -
Biogasanlage 1800 KW. Fermenter 1 (24.7 t/d Mais, 20 m3/d Gille mit 4
m? Wasser).
Fermenter 1+2 (47.6 t/d Mais), Nachgarer (12.7 t/d Mais),
Endlager 1+2.
Probenahme 01.03.2013
Antibiotika-Abgaben 09/2012 bis 03/2013
Antibiotika Anwendungen Entnahme- Konzentration
Anzahl Tiere ort [mg/kg TM]
MIX 1 k.A. k.A. Fermenter 1% n.d.
Fermenter 2* n.d.
Nachgarer n.d.
Endlager ¢ n.d.

4 Probenahme am Auslassventil, geruhrt, k.A.: keine Angabe, TM: Trockenmasse, n.d.: nicht

detektiert.
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8.2 Bioanalytische Untersuchungen in Praxisbetrieben und Labortests (B)

Quantitative real-time PCR: Antibiotikaresistenzgene

sul1 (vermittelt Resistenz gegen Sulfonamide)
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Abb. B1: (BGA1-4, Probenahme Fruhjahr 2012) relative Abundanz des Sulfonamid-Resistenzgens
sul1 bezogen auf Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn).
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Abb. B2: (BGA1-8; Probenahme Herbst 2012) relative Abundanz des Sulfonamid-Resistenzgens
sul1 bezogen auf Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn).
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Abb. B3: (Gulleproben Beratungsring A, Probenahme Fruhjahr 2012) relative Abundanz des Sul-

fonamid-Resistenzgens sul/1 bezogen auf Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn).

1,5
MBRB1 Tank

®BRB2 Tankt
-2,0 - — %j ®BRB3 Keller
: ®BRB3 Keller +PPL
" BRB4 Keller Abferkelb.
BRB4 Keller ger. Mast
“BRB5 Tank
. BREBG Keller
BRA7 Lagune

“BRAS Keller

Log(sul1/rrn)
I
o

-30 -

-3,5 -

Abb. B4: (Gllleproben Beratungsring B, Probenahme Frihjahr 2012) relative Abundanz des Sul-

fonamid-Resistenzgens sul1 bezogen auf Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn).

In allen untersuchten Giillen und Biogas-Proben konnte sul1 nachgewiesen werden. Bei beiden
Probenahmen wurde in allen BGAs beobachtet, dass die relative Abundanz von sul1 im Gérrest
geringer ist als in der Glille. Die geringste relative Abundanz ist jeweils im Fermenter zu verzeich-
nen (mit Ausnahme von BGA 6 Probenahme Herbst 2012), gefolgt von einer leichten Zunahme in
den gelagerten Gérresten. Die relative Abundanz von sull in den Gérresten ist mit 10° immer
noch sehr hoch. Dieses entspricht einem von 1000 Bakterien welches dieses Gen trdgt. Da
zwischen 1,8*10"'-1,8*10"? Bakterien pro Gramm pelletierter Probe enthalten sind (vgl. Abb. B24-
B27), bedeutet dieses dass pro Gramm pelletiertem Gérrest immer noch ca. 1,81 08-1,8*10° sul1-

Kopien enthalten sind.
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sul2 (vermittelt Resistenz gegen Sulfonamide)
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Abb. B5: (BGA1-4, Probenahme Frihjahr 2012) relative Abundanz des Sulfonamid-Resistenzgens
sul2 bezogen auf Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn).
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Abb. B6: (BGA1-8; Probenahme Herbst 2012) relative Abundanz des Sulfonamid-Resistenzgens
sul2 bezogen auf Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn).
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Abb. B7: (Gulleproben Beratungsring A, Probenahme Frihjahr 2012) relative Abundanz des Sul-

fonamid-Resistenzgens sul2 bezogen auf Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn).
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Abb. B8: (Gulleproben Beratungsring B, Probenahme Fruhjahr 2012) relative Abundanz des Sul-

fonamid-Resistenzgens sul2 bezogen auf Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn).

Beim Vergleich der relativen Abundanz von sul2 in den Giille-, Fermenter-, Nachgérer- und Gar-

resteproben lassen sich im Gegensatz zu sul1 keine Rlickschllisse auf eine Reduktion im Laufe

der anaeroben Gérung ziehen. Die relativen Abundanzen von sul1 und sul2 liegen in der gleichen

GréBenordnung (107°-10%°).
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tetM (vermittelt Resistenz gegen Tetrazykline)
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Abb. B9: (BGA1-8; Probenahme Herbst 2012) relative Abundanz des Tetrazyklin-Resistenzgens
tetM bezogen auf Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn).

In allen untersuchten Proben von BGAs (Probenahme Herbst2012) konnte tetM nachgewiesen
werden. Hierbei wurde in allen BGAs beobachtet, dass die relative Abundanz von tetM im Gé&rrest
geringer ist als in der Glille. Die geringste relative Abundanz ist , sofern vorhanden, meist im
Nachgérer zu verzeichnen, gefolgt von einer leichten Zunahme in den gelagerten Gérresten. Die

relative Abundanz von tetM in den Gérresten ist mit ca. 10%° immer noch sehr hoch.
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tetQ (vermittelt Resistenz gegen Tetrazykline)
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Abb. B10: (BGA1-8; Probenahme Herbst 2012) relative Abundanz des Tetrazyklin-Resistenzgens
tetQ bezogen auf Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn).

In allen untersuchten Proben von BGAs (Probenahme Herbst2012) konnte tetQ nachgewiesen
werden. Hierbei wurde in der Mehrzahl der BGAs beobachtet, dass die relative Abundanz von tetQ
im Gérrest geringer ist als in der Glille (Ausnahmen BGA1 und BGAY). Die relative Abundanz von

tetQ in den Gérresten ist mit ca. 10 immer noch sehr hoch.
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tetW (vermittelt Resistenz gegen Tetrazykline)
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Abb. B11: (BGA1-8; Probenahme Herbst 2012) relative Abundanz des Tetrazyklin-Resistenzgens
tetW bezogen auf Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn).

In allen untersuchten Proben von BGAs (Probenahme Herbst2012) konnte tetW nachgewiesen
werden. Hierbei wurde im Gegensatz zu den (ibrigen untersuchten Genen eine Zunahme der rela-
tiven Abundanz in den Fermentern der meisten BGAs beobachtet (BGA1, 2, 3 und,7). Die relative

Abundanz von tetW in den Gérresten ist mit 10" sehr hoch.

114



AiSG-Projekt: Abschlussbericht

gacEA1 (vermittelt Resistenz gegen quaternare Ammoniumverbindungen)
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Abb. B12: (BGA1-8; Probenahme Herbst 2012) relative Abundanz des Resistenzgens
qgacE/qacEA1 bezogen auf Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn).

Alle Proben aus Biogasanlagen enthalten qacEA1, welches mit Integrons der Klasse 1 assoziiert
ist. Die relativen Abundanzen sind (wie im Falle von intl1 und sul1) in den Gé&rresten niedriger als
in den Giilleproben (die niedrigsten Werte liegen meist im Fermenter vor) und diese steigt in meis-

ten BGAs wéhrend der Lagerung wieder leicht an.
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Quantitative real-time PCR: mobile genetische Elemente

Integron-spezifische Sequenzen: intl1 (spezifisch fiir Integrons der Klasse 1)
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Abb. B13: (BGA1-4, Probenahme Frihjahr 2012) relative Abundanz des Integrasegens int/1 be-

zogen auf Anzahl 16S-Genkopien (rrn).
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Abb. B14: (BGA1-8; Probenahme Herbst 2012) relative Abundanz des Integrasegens intl1 be-
zogen auf Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn).

Alle Proben aus Biogasanlagen enthalten das Integrase-Gen intl1. Integrons der Klasse 1 beinhal-
ten in ihrer 3°CS sul1. Die relativen Abundanzen sind (wie im Falle von sul1) in den Gé&rresten
niedriger als in den Glilleproben (die niedrigsten Werte liegen meist im Fermenter vor) und diese

steigt in meisten BGAs wéhrend der Lagerung wieder leicht an.
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Die relativen Abundanzen von intl1 in den einzelnen Proben sind deutlich niedriger als die von
sul1 (vgl. Abb. B1-B3), was dafiir spricht, dass die detektierten sul1-Gene nicht ausschlielllich auf

Integrons, sondern auch z.B. auf Plasmiden vorliegen.

Integron-spezifische Sequenzen: intl2 (spezifisch flr Integrons der Klasse 2)

1
n
(8]

B BGA1 Gilllesilo

BGA Garrest
' mBGA2 Garrest
; I I _  mBGA3Glllesilo
I EBGA3 Fermenter
' I T BGA3 Nachgarer
{— BGA3 Gérreste
| BGA4 Gilllesilo
=2 T BGA4 Fermenter
6.0 - T

Abb. B15: (BGA1-4, Probenahme Frihjahr 2012) relative Abundanz des Integrasegens intl/2 be-

LOG(inti2/rn)
o2 B2 b b
o (8] (=) (8] o

1
(8]
o

zogen auf Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn).

BGA1 BGA2 BGA3 BGA4 BGAS BGAG BGA7 BGAS

S e e S

LOG(inti2/rrn)

Gulle

sep. Gillle fest

Gulle
sep. Gille fliss.

Gille
Fermenter

Gulle
Gille Keller

Gulle
Fermenter

Gille
Fermenter

Gulle
Fermenter

Fermenter
Garrest
Nachgarer
Garrest
Nachgarer
Garrest
Nachgarer
Gille Silo
Giille SB
Flatdeck
Gille Keller
Fermenter
Garrest
Fermenter
Nachgéarer
Garrest
Nachgéarer
Garrest
Fermenter 1
Fermenter 2
Nachgarer
Garrest |

Abb. B16: (BGA1-8; Probenahme Herbst 2012) relative Abundanz des Integrasegens intl2 be-
zogen auf Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn).
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In allen Proben ist intl2 in geringeren Mengen als intl1 detektierbar. Es lasst sich kein einheitlicher
Effekt der anaeroben Gérung auf die relative Abundanz von intl2 feststellen (Zunahme in BGA 1 &
7, Abnahme in BGA 2 & 6, keine Anderung wéhrend Fermentation in BGA 3).

Plasmid-spezifische Sequenzen: traN (spezifisch fur LowGC-Plasmide)

EBGA 1 Glllesilo
I mBGA1 Garrest
T B BGA2 Garrest
L mBGA3 Glllesilo
HBGA 3 Fermenter
'BGA3 Nachgéarer
mBGA3 Garrest

BGA4 Gllesilo
BGA4 Fermenter

Abb. B17: (BGA1-4, Probenahme Frihjahr 2012) relative Abundanz von fraN (spezifisch fir
LowGC-Plasmide) bezogen auf Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn).

Log(traN/rrn)
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Abb. B18: (BGA1-7; Probenahme Herbst 2012) relative Abundanz von traN (spezifisch fur
LowGC-Plasmide) bezogen auf Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn).
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EBRA 1
EBRA 1 Keller

5,0 mBRA 1.5T
EBRA 2
-5,5 I EBRA 2 Keller
BRA 3
-6,0 T I EERA 4
l I mBRA 4 Rind
oy BRA 5
BRA 6
EBRA 7
-7.0

Abb. B19: (Glilleproben Beratungsring A, Probenahme Friihjahr 2012) relative Abundanz von traN
bezogen auf Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn).

LOG(traN/rrn)

-4.0 EBRB1Tank

BEBRB2 Tank
-4.5 - T
J_ BBRB3 Keller
EBRB3 Keller +PPL
_5‘0 2}
mBRB4 Keller Abferkelb.
I
‘BRB4 Keller ger. Mast
-5,5 - e b
mBRB5 Tank
6.0 | - BREG Keller
BRA7 Lagune
65 mBRAS Keller

Abb. B20: (Gulleproben Beratungsring B, Probenahme Fruhjahr 2012) relative Abundanz von traN

Log(traN/rrn)

bezogen auf Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn).

Die ermittelten Werte der relativen Abundanz von traN sind generell sehr niedrig, in den Gérresten
einiger BGAs konnte kein traN mehr detektiert werden (deshalb nicht in Graphik erfasst). Es I&dsst

sich anhand der Ergebnisse ein Trend zur Reduktion von LowGC-Plasmiden durch die anaerobe

mesophile Fermentation erkennen.
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Plasmid-spezifische Sequenzen: korB (spezifisch flr IncP-1-Plasmide)

-2
BGA1 BGA2 BGA3 BGA4 BGAS BGAG BGA7
A | | | A
-3 ‘- H \f \f \
€ -4
ol
T . -
2
g I
S 6 L
J‘ _____
"8 i e i ILI_I s ILI o ILI RN N Iglul ’ I_gl_|
25%250%250%2502%%E5§2$50E2$m§
:HL:H:Lh:H:Lh:H:L q.)=-l-lh:=-|-l:hh:-l-l:hL
85585%585%585%%23§558§5g585%5
E®O ESO ESO EGCSZEWEO WEGO ESO
[ v © o © sopOt=20o =0 ® T ©
(T = L= L= Sm sz L=

Abb. B21: (BGA1-7; Probenahme Herbst 2012) relative Abundanz von korB (spezifisch fiir IncP-1

-Plasmide) bezogen auf die Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn).

Die ermittelten relativen Abundanzen von korB in den BGA-Proben sind sehr niedrig (nahe der

Detektionsgrenze). In den meisten BGAs l&sst sich zungchst eine Abnahme in Fermenter beo-

bachten, aber in den Gérresten steigt die relative Abundanz wieder an und liegt zum Teil sogar

héher als in den Giillen. Es erfolgt keine Reduktion von IncP-1-Plasmiden durch die mesophile

anaerobe Gé&rung.
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Plasmid-spezifische Sequenzen: trfA (spezifisch flir IncP-1s-Plasmide)

-4,0 I
A 1 Glllesilo
z m1 Gérrest
=-50 W2 Garrest
i
= m3 Gillesilo
by
£-55 —— m3Fermenter
Q 3 Nachgarer
o I
—-6.0 3 Garrest
4 Giillesilo
83 4 Fermenter
_7’0 =l

Abb. B22: (BGA1-4, Probenahme Fruhjahr 2012) relative Abundanz von trfA (spezifisch fur InP-1¢-
Plasmide) bezogen auf Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn).

Anmerkung: Da die ermittelten Werte der Mehrzahl der Proben aus Biogasanlagen vom Herbst

2012 fur trfA unterhalb der Detektionsgrenze lagen entfiel die grafische Auswertung.
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Quantitative real-time PCR: Bestimmung 16S RNA-Genkopien

12,4

mBGA 1 Giullesilo

12,2 mBGA1 Garrest
12,0 T EBGA2 Garrest
11,8 ——  =BGA3Gillesilo

——  HEBGA 3 Fermenter

11,4 ———  mBGA3Nachgarer

11,2 _ HEBGA3Garrest

11,0 BGA4 Gilllesilo
BGA4 Garreste

Abb. B24: (BGA1-4, Probenahme Frihjahr 2012) rRNA Genkopien (rrn) pro Gramm pelletierter
Probe.
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Abb. B25: (BGA1-8; Probenahme Herbst 2012) Anzahl rRNA Genkopien (rrn) pro Gramm pel-

letierter Probe.
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12,4

12,2

12,0

Log(rrn)

EBRB1Tank
EBRB2Tank
EBRB3 Keller
EBRB3 KPPL
EBRB4 Abferkel
BBRB4 Keller
=BRB5
=BRB6 Keller
BRAY Lagune
EBRAS Keller

Abb. B26: (Gulleproben aus Beratungsring B; Probenahme Frihjahr 2012) Anzahl 16S rRNA

Genkopien (rrn) pro Gramm pelletierter Probe.

13,0

12,5

12,0

LOG(rrn)
o

-
ig
o

105 -

100 -

EBRA 1
BBRA 1 Keller
EBRA 1.5T
EBRA2
EEBRA 2 Keller
BRA 3
EBRA 4
BEBRA 4 Rind
BRA 5
BRA 6
EBRA7

Abb. B27: (Gllleproben aus Beratungsring A; Probenahme Friuhjahr 2012) Anzahl 16S rRNA

Genkopien (rrn) pro Gramm pelletierter Probe.
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Hybridisierung Southern Blots:

Antibiotikaresistenzgene und Resistenzgene gegen quaterndres Ammonium

Tab. B1: BGA 1,2 & 4 (Probenahme Frihjahr 2012). Nachweis von Antibiotikaresistenz-genen
(sult, sul2 gegen Sulfonamide, tetA gegen Tetracycline) und gacEA1 (Resistenz gegen quaternare
Ammoniumverbindungen) mittels PCR, Southern Blot und anschlieRender Hybridisierung mit spe-
zifischen Sonden. (-: kein Signal, +: Signal, ++: starkes Signal, +++: sehr starkes Signal, (+): nach

langer Exposition sehr schwaches Signal)

Probe sult sul2 sul3 tetA qacEAT*
BGA1Gllle 1 +++ +++ - +4+ ++
2 +++ +++ - +++ S+
3 +t+ +H+ - +++ e+
4 +4++ +++ - +++ +++
BGA 1 Garrest 1 4+ +++ - ++ 4
2 +4++ +++ - ++ ++
3 +4++ +++ - ++ +++
4 +++ +++ - ++ +++
BGA2 Gdrrest1 +++ +++ - e o+
2 +4++ +++ - +++ +++
3 +++ +4+ - +++ Tt
BGA4 Gille 1 +++ +++ (+) +++ ++
2 +4++ +++ - +++ ++
3 +++ +++ (+) +++ +++
4 +++ +++ - 4+ i
BGA4 Fermenter 1 +++ +++ + +++ e+
2 +++ +++ + +++ 44+
3 +4++ +++ - 4+ St
+4++ +++ - +++ +++
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Tab. B2: BGA 3 (Probenahme Frihjahr 2012). Nachweis von Antibiotikaresistenzgenen (sul1, sul2
gegen Sulfonamide, tetA gegen Tetrazykline) und qacEA1 (Resistenz gegen quaternare Ammoni-
umverbindungen) mittels PCR, Southern Blot und anschlielender Hybridisierung mit spezifischen
Sonden.( -: kein Signal, +: Signal, ++: starkes Signal, +++: sehr starkes Signal, (+): nach langer

Exposition sehr schwaches Signal)

Probe sul1 sul2 sul3 tetA gacEAT*
BGA3 Gllle 1 +++ +++ - +++ +++
2 +++ ++ (+) +++ +++
3 +++ +++ + +++ +++
4 ++t +4+ (+) +4+ +++
BGA3 Fermenter 1 4 +++ (+) +++ -
2 +++ +++ (+) +++ +++
3 +++ +++ (+) +++ +++
BGA3 Nachgérer 1 + 4+ - i+ it
2 +++ +++ - +++ ++
3 +++ +++ (+) +++ ++
BGA3 Garrest 1 +++ +++ (+) +++ ++
2 +++ +++ + +++ ++
3 +++ +++ + +++ ++
4 +++ +++ + - -+

Tab. B3: BGA1-8 (Probenahme Herbst 2012). Nachweis von gacEA1 und gacE (Resistenz gegen
quaternare Ammoniumverbindungen) und Antibiotikaresistenzgenen (sul1, sul2, sul3 gegen Sul-
fonamide, tetA, tetM, tetX gegen Tetrazykline) mittels PCR, Southern Blot und anschlieRender Hy-
bridisierung mit spezifischen Sonden. n=4 .(-: kein Signal, +: Signal, ++: starkes Signal, +++: sehr

starkes Signal)

BGA | Quelle sult | sul2 | sul3 | tetA | tetM | tetX | qacE | qacEA1
1 Garrest +++ | +++ | - +++ ++ +++ - +++
2 Garrest +++ | +++ | - +++ ++ +++ - +++
3 Gllle +++ | +4++ | + +++ ++ +++ - +++
Fermenter +++ |t | (+) |+t ++ +++ - +++
Garrest +++ | | (+) |+t ++ +++ - +++
4 Nachg./Garrest | +++ | +++ | (+) | +++ ++ +++ - +++
5 Garrest +++ | +++ | - +++ ++ +++ - +++
6 Garrest +++ | +++ | - +++ ++ +++ - +++
7 Garrest +++ | +++ | - +++ ++ +++ - +++
8 Garrest +++ | +++ | - ++ ++ +++ - ++
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Tab. B4: Gilleproben Beratungsring A (Probenahme Frihjahr 2012). Nachweis von Antibiotikare-
sistenzgenen (sul1, sul2 und sul3 gegen Sulfonamide) mittels PCR, Southern Blot und
anschlieRender Hybridisierung mit spezifischen Sonden. (-: kein Signal, +: Signal, ++: starkes Sig-

nal, +++: sehr starkes Signal, (+): nach langer Exposition sehr schwaches Signal)

sample sult sul2 sui3

BRAL11 Ee e+t (+)
2 ++ N (+)

3 ok +++ -

4 ++ 44+ .

BRA1 Keller 1 ++ 4+ i
2 ++ 44 4
3 ++ +++ (+)

4 +t +++ »
BRAL.5 Tank ++ +++ (+)
BRA21 ++ +4+4 _
2 ++ 4+ (+)

3 +t +++ =
4 ++ +44+ (+)

BRA2 Keller ++ +++ +
BRA3 1 s ++ "

2 +4 ++ =

3 ++ ++ "
4 ++ ++ (+)

BRA4 1 ++ ++ .

2 ++ ++ =

3 ++ ++ .

4 ++ ++ -
BRA4Rind 1 ++ ++ R
2 ++ +4 .

3 ++ ++ =

4 ++ ++ »
BRAS 1 ++ ++ (+)

2 +t ++ =

3 +++ ++ ,

4 +4+ ++ _

BRAG 1 +++ ++ -

2 +++ ++4 +

3 +++ 4t -

4 +4+ 4+ _

BRA7 1 +4+4 A _

2 +++ et =

3 +++ +++ -

4 +++ +++ -
BRA8 1 +++ bt (+)
2 +++ ++ (+)
3 +++ +++ (+)
4 +44 ++ (+)
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Tab. B5: Gilleproben aus Beratungsringen A und B (Probenahme Herbst 2012). Nachweis von
Antibiotikaresistenzgenen (sul1, sul2, sul3, tetA, tetM und tetX) und qacEA1 mittels PCR, Southern
Blot und anschlielRender Hybridisierung mit spezifischen Sonden. (-: kein Signal, +: Signal, ++:

starkes Signal, +++: sehr starkes Signal, (+): nach langer Exposition sehr schwaches Signal)

Betrieb | sul1 | sul2 | sul3 | tetA tetM tetX gacE | qacEA1
BRA1 +++ +++ - +++ +++ ++ - +++
BRA2 +++ | +++ | - +++ +++ ++ - +++
BRA3 +++ +++ - +++ +++ ++ - +++
BRA4 +++ +++ - +++ +++ ++ - +++
BRA5S +++ | +++ | - ++ + ++ - +++
BRAG +++ +++ - +++ ++ ++ - +++
BRA7 +++ +++ - ++ + ++ - +++
BRAS8 +++ +++ - +++ ++ ++ - +++
BRB2 +++ | +++ | - +++ ++ ++ - +++
BRB3

Keller +++ | +++ | - +++ ++ ++ (+) +++
Silo +++ +++ - +++ + ++ - +++
BRB4

Ferkel +++ | +++ | - +++ ++ ++ - +++
Mast +++ | +++ | - +++ ++ ++ - +++
BRB5

Silo a +++ | +++ | - +++ ++ ++ - ++
Silob +++ +++ - +++ ++ ++ - +++
BRB7 +++ +++ - +++ ++ ++ - +++
BRBS8 +++ | +++ | - +++ +++ ++ - +++

In allen BGA Proben aus dem Friihjahr 2012 und Herbst 2012 konnten mit dieser semi-
quantitativen Methode starke Abundanzen der Antibiotikaresistenzgene sul1, sul2, tetA, tetX und
von qacEA1 (Resistenz gegen quaterndres Ammonium, assoziiert mit klinischen Klasse 1 Inte-
grons) nachgewiesen werden. Ebenso konnte in allen BGA Proben aus der Herbstprobenahme
das Tetrazyklin-Resistenzgen tetM gefunden werden. In keiner der BGA-Proben aus dem Herbst
2012 konnte das vollstdndige Gen qacE detektiert werden. sul3 wurde in wesentlich geringerem
Male als sul1 und sul2 in den BGAs 3 und 4 nachgewiesen.

Zusétzlich konnten in allen untersuchten Giillen aus den Beratungsringen A und B sul1 und sul2
nachgewiesen werden. sul3 wurde in wesentlich geringerem Mal3e als sul1 und sul2 in allen Héfen
der Probenahme aus dem Friihjahr 2012 auler BRA 4 und 7 detektiert. In keiner der Giillen aus
BRB und BRA aus der Probenahme vom Herbst 2012 wurde sul3 nachgewiesen. Des Weiteren
wurden in allen Gilleproben aus dem Herbst 2012 die Tetrazyklin-Resistenzgene tetA, tetM und
tetX sowie qacEA1 detektiert.
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Plasmidspezifische Sequenzen

Tab. B6: BGA 1,2 & 4 (Probenahme Frihjahr 2012). Nachweis Plasmid-spezifischer Sequenzen
mittels PCR, Southern Blot und anschlief’ender Hybridisierung mit spezifischen Sonden. (-: kein
Signal, +: Signal, ++: starkes Signal, +++: sehr starkes Signal, (+): nach langer Exposition sehr

schwaches Signal, ?: nicht auswertbar)

Inc.-group IncU IncP-1(all IncQ IncW IncN
subgroups)
BGAlGiille 1 +++ +++ +++ + -
2 +++ +++ +++ ++ =
3 +++ +++ +++ + -
4 +++ +++ +++ + =
BGA 1 Garrest1 (+) ++ ++ + -
2 {+) + ++ + -
3 - ++ ++ ++ =
4 - ++ ++ + -
BGA2 Girrest1 - +++ +++ + -
2 - +++ +++ + -
3 - +++ +++ + =
BGA4 Gille 1 - +4++ ++ 4 _
2 ++ +++ ++ + -
3 - +++ ++ + =
4 ++ +++ +4++ + =
BGA4 Fermenter ? ++ 4+ + -
1 ? ++ +++ + i
2 ? + +++ + =
3

Tab. B7: BGA 3 (Probenahme Frihjahr 2012). Nachweis Plasmid-spezifischer Sequenzen mittels
PCR, Southern Blot und anschlieRender Hybridisierung mit spezifischen Sonden.

(-: kein Signal, +: Signal, ++: starkes Signal, +++: sehr starkes Signal)

Inc.-group IncU IncP-1(all IncQ IncW IncN
subgroups)
BGA3 Giille 1 - +++ +++ +++ -
2 - +++ +++ 4+ =
3 - e+ +++ 4+ =
4 ++ +++ +++ +++ -
BGA3 Fermenter 1 - ++ ++ + -
2 - ++ ++ + -
3 ++ ++ ++ + -
BGA3 Nachgédrer 1 - + ++ + -
2 - + ++ + -
3 - + ++ + -
BGA3 Gérrest1 - - ++ ++ -
2 - ++ ++ +++
3 - ++ ++ 4+ =
4 - ++ +4++ +4++ =
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Tab. B8: Gilleproben Beratungsring A (Probenahme Frihjahr 2012). Nachweis Plasmid-
spezifischer Sequenzen mittels PCR, Southern Blot und anschlieliender Hybridisierung mit spezi-
fischen Sonden. (-: kein Signal, +: Signal, ++: starkes Signal, +++: sehr starkes Signal, n.d.: nicht

untersucht, ?: nicht auswertbar)

Betrieb, Ort der | IncU INCP-1qge | INCQ
Probenahme

1 - +++ +++
1 Keller - ++ +++
1 Tank ? +++ +++
2 - ++ +++
2 Keller ++ ++ +++
3 + ++ +++
4 - + +++
4 +Rindergulle - + +++.
5 - + +++
6 + + +++
7 Keller - ++ +++
7 Lagune - + +
8 Keller + ++ +++
8 Keller, Bei- - + +
pass

Tab. B9: Giilleproben Beratungsring B (Probenahme Frihjahr 2012). Nachweis Plasmid-
spezifischer Sequenzen mittels PCR, Southern Blot und anschlieliender Hybridisierung mit spezi-

fischen Sonden. (-: kein Signal, +: Signal, ++: starkes Signal, +++: sehr starkes Signal)

Betrieb, Ort der Pro- IncU INcP-1a¢) IncQ

benahme

1 ++ + ++
2 + ++ +++
3 ++ ++ +++
3+ PPL ++ ++ ++
4 ++ ++ ++
4 Abferkelbereich - + ++
5 ++ + ++
6 + ++ ++
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Tab. B10: BGA1-8 (Probenahme Herbst 2012). Nachweis Plasmid-spezifischer Sequenzen und
Integrons der Klasse 1 (int/1) und 2 (intl2) mittels PCR, Southern Blot und anschlieBender Hy-
bridisierung mit spezifischen Sonden. (-: kein Signal, +: Signal, ++: starkes Signal, +++: sehr

starkes Signal

BGA | Quelle IncN | IncP-1 | IncQ | IncW | LowGC intl1 intl2
1 Garrest - + +++ | +++ - +++ +++
2 Garrest - + +++ | +++ ++ +++ +++
3 Gllle + ++ +++ | +++ ++ +++ +++

Fermenter - + +++ | +++ ++ +++ +++

Garrest (+) + +++ | +++ - +++ +++
4 Nachg./Garrest | - + +++ |+t - +++ +++
5 Garrest - (+) +++ | +++ (+) +++ +++
6 Garrest - (+) +++ | +++ + +++ +++
7 Garrest - - +++ | +++ - +++ +++
8 Garrest - (+) +++ | +++ - +++ +++
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Tab. B11: Giilleproben aus Beratungsringen A und B (Probenahme Herbst 2012). Nachweis
Plasmid-spezifischer Sequenzen und integrons der Klasse 1 und 2 mittels PCR, Southern Blot und
anschlielender Hybridisierung mit spezifischen Sonden. (-: kein Signal, +: Signal, ++: starkes Sig-

nal, +++: sehr starkes Signal)

Betrieb | IncN IncP-1 IncQ IncW | LowGC IncU intl1 intl2
BRA1 - ++ +++ - - - +++ +++
BRA2 - ++ +++ +++ - - +++ +++
BRA3 - ++ +++ ++ - - +++ +++
BRA4 - ++ +++ - - - +++ +++
BRA5S - + + - - - +++ +++
BRAG - ++ +++ - - - +++ +++
BRA7 - ++ + - - +++ +++ +++
BRAS8 - ++ +++ +++ - +++ +++ +++
BRB2 + ++ +++ +++ + +++ +++ +++
BRB3

Keller - ++ +++ +++ - +++ +++ +++
Silo + ++ +++ +++ - +++ +++ +++
BRB4

Ferkel - ++ +++ +++ - - +++ +++
Mast + ++ +++ ++ - + +++ +++
BRB5

Silo a + ++ +++ - - + +++ +++
Silob + ++ +++ ++ - ++ +++ +++
BRB7 ++ ++ +++ ++ - - +++ +++
BRBS8 + ++ +++ +++ - - +++ +++

In fast allen BGA-Proben aus dem Friihjahr 2012 und dem Herbst 2012 konnten Plasmide mit ei-
nem breiten (IncP-1-und IncQ-Plasmide) oder mittleren Wirtsspektrum (IncW) nachgewiesen wer-
den (Ausnahme BGA7 Herbst 2012). Diese sind zum Teil in der Lage selbststédndig von einem
Wirtsbakterium auf ein anderes zu springen (konjugative IncP-1 und IncW-Plasmide) oder lassen
sich unter Anwesenheit von konjugativen Plasmiden mobilisieren (IncQ) und sind somit ebenfalls in
der Lage in neue Wirtszellen zu gelangen. Desweiteren wurden in allen BGAs mit Ausnahme von
BGA 2 IncU-Plasmide detektiert, welche konjugativ sind und mit Integrons der Klasse 1 assoziiert
sind. IncN-Plasmide wurden ausschlief3lich in BGA3 nachgewiesen.

Zusétzlich konnten in allen Giillen aus den Beratungsringen A und B IncP-1-Plasmide detektiert
werden, sowie in vielen Proben IncU-, IncW-, IncN und IncQ-Plasmide. LowGC-Plasmide konnten
nur in einer Giilleprobe aus der Herbstprobenahme 2012 aus dem Beratungsring B nachgewiesen
werden. Des Weiteren wurden in allen Proben aus dem Herbst 2012 die Integrase-Gene intl1 und

intl2 detektiert (spezifisch fiir Integrons der Klasse 1 und 2).
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Ergebnisse Denaturierende Gradienten Gelelektrophorese (DGGE)
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Abb. B28: DGGE-Fingerprints von 16S rRNA-Genfragmenten amplifiziert aus Gesamt-DNA aus
BGAs 1-4 (Probenahme Friihjahr 2012).
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Abb. B29: UPGMA basierend auf DGGE-Analyse von 16S-rRNA Fragmenten amplifiziert aus Ge-
samt- DNA von Proben aus BGAs 1-4 (Probenahme Fruhjahr 2012).
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Abb. B30: DGGE-Fingerprints von 16S rRNA-Genfragmenten amplifiziert aus Gesamt-DNA aus
BGAs 1,2 & 4 (Probenahme Herbst 2012).

134



AiSG-Projekt: Abschlussbericht

BGA 1, 2 und 4 Herbst 2012

BGA 1 H12 Garrest 1
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Abb. B31: UPGMA basierend auf DGGE-Analyse von 16S-rRNA Fragmenten amplifiziert aus Ge-
samt- DNA von Proben aus BGAs 1, 2 & 4 (Probenahme Herbst 2012).
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Abb. B32: DGGE-Fingerprints von 16S rRNA-Genfragmenten amplifiziert aus Gesamt-DNA aus
BGAs 3 & 7 (Probenahme Herbst 2012).
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BGA 3 und 9 Herbst 2012
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Abb. B33: UPGMA basierend auf DGGE-Analyse von 16S-rRNA Fragmenten amplifiziert aus Ge-
samt- DNA von Proben aus BGAs 3 & 7 (Probenahme Herbst 2012).
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Abb. B34: DGGE-Fingerprints von 16S rRNA-Genfragmenten amplifiziert aus Gesamt-DNA aus

BGAs 5 & 6 (Probenahme Herbst 2012).
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Abb. B35: UPGMA basierend auf DGGE-Analyse von 16S-rRNA Fragmenten amplifiziert aus Ge-
samt- DNA von Proben aus BGAs 5 & 6 (Probenahme Herbst 2012).
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Ergebnisse Abbautest:

Quantitative real-time PCR:

sul1 (vermittelt Resistenz gegen Sulfonamide)

-0,5
B Kontrolle ohne

Enrofloxacin
m Ansatz mit
I Enrofloxacin
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o Ansatz mit
-25 I T
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Inkubationszeit [Tage]

1
—

LOG(sul/rm)
-

Abb. B36: Abbautests von Enrofloxacin und Sulfadiazin in Schweinegdlle: relative Abundanz des
Sufonamid-Resistenzgens sul1 bezogen auf Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn) im Laufe der Inku-

bationzeit.

sul2 (vermittelt Resistenz gegen Sulfonamide)

-0,5
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) — Sulfadiazin
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Inkubationszeit[Tage]

1
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Abb. B37: Abbautests von Enrofloxacin und Sulfadiazin in Schweinegdlle: relative Abundanz des
Sufonamid-Resistenzgens sul2 bezogen auf Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn) im Laufe der Inku-

bationzeit.
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Integron-spezifische Sequenzen: intl1 (spezifisch fur Integrons der Klasse 1)

-0,5
B Kontrolle chne
. -1 Enrofloxacin
f
g 15 1 B Ansatzmit
‘E': Enrofloxacin
8 -2 @ Kontrolle ohne
2 Sulfadiazin
-2,5 S
o Ansatz mit
-3 ~ Sulfadiazin

0O 35 35 70 70 0 35 35 70 70
Inkubationszeit[Tage]

Abb. B38: Abbautests von Enrofloxacin und Sulfadiazin in Schweinegdlle: relative Abundanz des

Sufonamid-Resistenzgens intl1 bezogen auf Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn) im Laufe der Inku-

bationzeit.

Denaturierende Gradienten Gelelektrophorese (DGGE):
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Abb. B39: DGGE-Fingerprints von 16S rRNA-Genfragmenten amplifiziert aus Gesamt-DNA aus

‘IGS-Marker
165-Marker

Proben der Abbautests von Enrofloxacin und Sulfadiazin in Schweinegdlle.
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Abb. B40: UPGMA basierend auf DGGE-Analyse von 16S-rRNA Fragmenten amplifiziert aus Ge-

samt- DNA aus Proben der Abbautests von Enrofloxacin und Sulfadiazin in Schweinegdille.
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Ergebnisse Gartests (mesophil und thermophil):

Quantitative real-time PCR:

sul1 (vermittelt Resistenz gegen Sulfonamide)
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Abb. B41: Gartest mesophil (40°C) und thermophil (55°C): relative Abundanz des Sufonamid-
Resistenzgens sul1 bezogen auf Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn) im Laufe der Inkubationzeit.
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Abb. B42: Gartest mesophil (40°C) und thermophil (55°C): relative Abundanz des Sufonamid-

Resistenzgens sul2 bezogen auf Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn) im Laufe der Inkubationzeit.
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Integron-spezifische Sequenzen: intl1 (spezifisch fur Integrons der Klasse 1)
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Enrofloxacin
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1. . . .

Ansatz mit
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Kontrolle ohne
Sulfadiazin

Ansatz mit
Sulfadiazin
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Abb. B43: Gartest mesophil (40°C) und thermophil (55°C): relative Abundanz des Integrasegens
intl1 bezogen auf Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn) im Laufe der Inkubationzeit.
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Abb. B44: DGGE-Fingerprints von 16S rRNA-Genfragmenten amplifiziert aus Gesamt-DNA aus
Proben der Gartests durchgefihrt bei 40°C (mesophil) und 55°C (thermophil).
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Abb. B45: UPGMA basierend auf DGGE-Analyse von 16S-rRNA Fragmenten amplifiziert aus Ge-
samt- DNA aus Proben der Gartests durchgeflihrt bei 40°C (mesophil) und 55°C (thermophil).
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Ergebnisse Gartests (extrem thermophil):

Quantitative real-time PCR:
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Abb. B46: Gartest extrem thermophil (70°C): relative Abundanzen der Sufonamid-Resistenzgene
sul1 und sul2 sowie des Integrasegens intl1 bezogen auf Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn) im

Laufe der Inkubationzeit.

12

I m Kontrolle Tag 0
11 —
10 | H Kontrolle Tag 35

B Enrofloxacin Tag 35

Sulfadiazin Tag 35

LOG(Genkopien Zielgen/g pellet)

B Inokulum

intl1 sult sul2 mn

Abb. B47: Gartest extrem thermophil (70°C): absolute Abundanzen der Sufonamid-Resistenzgene
sult und sul2 sowie des Integrasegens intl1 bezogen auf Anzahl 16S RNA-Genkopien (rrn) im

Laufe der Inkubationzeit.
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Denaturierende Gradienten Gelelektrophorese (DGGE):

s

Abb. B48: DGGE-Fingerprints von 16S rRNA-Genfragmenten amplifiziert aus Gesamt-DNA aus
Proben des Gartests durchgefihrt bei 70°C (extrem thermophil).
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Abb. B49: UPGMA basierend auf DGGE-Analyse von 16S-rRNA Fragmenten amplifiziert aus Ge-
samt- DNA aus Proben der Gartests durchgeflihrt bei 70°C (extrem thermophil).
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Tab. B15: Pseudomonas putida-Transkonjuganten (TK) aus Garresten von BGA1, BGA2 & BGA4.
Nachweis von Antibiotikaresistenzgenen (tetA, tetM, tetX und tetO gegen Tetrazykline) und qacEA {1
(Resistenz gegen quaterngre Ammoniumverbindungen) mittels PCR und qPCR. (+ = positiv, - = hegativ,

n.a. = nichtanalysiert

TKNr. | BGA | tetA tetM | tet@ tetX tetO | gacEall
PCR | PCR | PCR | PCR | PCR | gqPCR
Ps.1 1 - - - - - -
Ps.2 1 - - - - - -
Ps.3 1 - - - - - -
Ps.4 1 - - - - - -
Ps.5 1 - - - - - -
Ps.6 1 - - - - - -
Ps.7 1 - - - - - -
Ps.8 1 - - - - - -
Ps.9 1 - - - - - -
Ps.10 1 - - - - - -
Ps.26 2 + n.a. n.a. n.a. n.a. +
Ps.28 2 + n.a. n.a. n.a. n.a. +
Ps.29 2 + n.a. n.a. n.a. n.a. +
Ps.30 2 + n.a n.a. n.a n.a. +
Ps.31 2 + n.a. n.a. n.a. n.a. +
Ps.32 2 + n.a n.a. n.a n.a. +
Ps.33 2 + n.a. n.a. n.a. n.a. +
Ps.34 2 - - - - - n.a.
Ps.35 2 + n.a. n.a. n.a. n.a. +
Ps.76 4 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Ps.77 4 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Ps.78 4 n.a n.a n.a. n.a n.a. n.a.
Ps.80 4 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Ps.89 4 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Ps.93 4 n.a n.a n.a. n.a. n.a. n.a.
Ps.94 4 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Ps.95 4 n.a n.a. n.a. n.a n.a. n.a.
Ps.99 4 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Ps.100| 4 n.a n.a n.a. n.a n.a. n.a.
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Tab. B16: Pseudomonas putida-Transkonjuganten (TK) aus Garresten von BGA3. Nachweis
von Antibiotikaresistenzgenen (fetA, tetM, tetQ, tetW, und tetX gegen Tetrazykline) mittels
PCR und gPCR. (+ = positiv, - = negativ, n.a. = nicht analysiert)

TKNr.

BGA

tetA
PCR

tethl
PCR

tetX
PCR

tetO
PCR

tet@
qPCR

tetlV/
gPCR

Ps.51
Ps.52
Ps.53
Ps.54
Ps.55
Ps.56
Ps.57
Ps.59
Ps.61
Ps.62
Ps.63
Ps.64
Ps.65
Ps.66
Ps.67
Ps.68
Ps.69
Ps.70
Ps.71
Ps.72
Ps.73
Ps.74
Ps.75

LW WL W W WL WWLW W WWW W WWWwWwWwww
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Tab. B17: Pseudomonas putida-Transkonjuganten (TK) aus Garresten von BGAS5, BGA7 & BGAG.
Nachweis von Antibiotikaresistenzgenen (fetA, tetM, tetQ, tetX und tetO gegen Tetrazykline) und
gacEAT (Resistenz gegen quaternare Ammoniumverbindungen) mittels PCR und qPCR. (+ =
positiv, - = hegativ, h.a. = nicht analysiert)

TKNr. |BGA | tetA | tetM | tetQ | tetX | tetO | gacEall
PCR | PCR | PCR | PCR | PCR | qPCR
Ps101| 5 + n.a. n.a. n.a. n.a. +
Ps.102| 5 - - - - - -
Ps103| 5 - - - - - -
Ps.105| 5 - - - - - -
Ps.106| 5 + n.a. n.a. n.a. n.a. +
Ps.107| 5 + n.a. n.a. n.a. n.a. +
Ps.108| 5 - - - - - -
Ps.109| 5 - - - - - -
Ps110| 5 + n.a. n.a. n.a. n.a. +
Ps.127| 7 + n.a. n.a. n.a. n.a. +
Ps.128| 7 + n.a. n.a. n.a. n.a. +
Ps.129| 7 + n.a. n.a. n.a. n.a. +
Ps130| 7 + n.a. n.a. n.a. n.a. +
Ps.131| 7 + n.a. n.a. n.a. n.a. +
Ps.132| 7 + n.a. n.a. n.a. n.a. +
Ps.133| 7 + n.a. n.a. n.a. n.a. +
Ps.134| 7 + n.a. n.a. n.a. n.a. +
Ps.135| 7 + n.a. n.a. n.a. n.a. +
Ps.151| 6 + n.a. n.a. n.a. n.a. +
Ps.152| 6 + n.a. n.a. n.a. n.a. +
Ps.153| 6 + n.a. n.a. n.a. n.a. +
Ps.154| 6 + n.a. n.a. n.a. n.a. +
Ps.155| 6 + n.a. n.a. n.a. n.a. +
Ps.156| 6 + n.a. n.a. n.a. n.a. +
Ps.157| 6 + n.a. n.a. n.a. n.a. +
Ps.158| 6 + n.a. n.a. n.a. n.a. +
Ps.159| 6 + n.a. n.a. n.a. n.a. +
Ps.160| 6 + n.a. n.a. n.a. n.a. +
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Tab. B22: Escherichia colFTranskonjuganten (TK) aus Gérresten von BGA1, BGA2, BGA3,
BGAS, BGAT & BGAS. Nachweis von Antibiotikaresistenzgenen (sul1, sui2 gegen Sulfonamide,
tetA gegen Tetrazykline)mittels PCR und qPCR. (+ = positiv, - = hegativ, n.a. = nicht analysiert)

TKNr. | BGA | tetA sull sul2 | TKNr. | BGA | sull sul2z | TKNr. | BGA tetA sull sul2
PCR |gPCR | qPCR qPCR | gPCR PCR gPCR | gPCR
E.1 1 5 “ + E.26 s + - E.76 5 + + +
E2 1 5 5 + E.27 2 - + E77 5 + + +
E.3 1 - + - E.28 2 + - E.78 5 + + +
E4 1 _ _ i E.29 2 - + E.79 5 + + +
ES 1 _ _ i E.30 2 - + E.80 5 + + +
EG 1 ; Py ] E.31 2 + : E.81 5 + + +
E.32 2 - + E.82 5 + + +
E'; 1 j - T | E3s | 2 - + | E83 | 5 + ; +
E.9 1 . n i E.34 2 + - E.84 5 + + +
E-10 1 N N i E.35 2 + - E.85 5 + + +
- dos : = + : n.a. - +
E12 11 | na. | + - | E53 | 3 s + | E103 | 7 n.a. , +
E13 | 1 | na. + : E54 | 3 « + | E104 | 7 na. . +
qu 1 n.a. + = E55 | 3 = + | E105 | 7 na. < +
. n.a. + = E.57 3 - + E.106 7 n.a. - +
E17 1 n.a. + = E.59 3 - + E.107 7 n.a. - +
E.19 1 n.a. + - E.61 3 + - E.108 7 n.a. - +
E.21 1 n.a. + - E.62 3 (+) + E.109 7 n.a. - +
E.22 1 n.a. + - E.63 3 + - E.110 7 n.a. - +
E23 1 h.a. + 2 E.64 3 + - E.126 6 n.a. + -
E.25 1 n.a. + & E.65 3 - + E.127 6 n.a. + -
E.66 3 - + E.128 6 n.a. + -
E.67 3 - + E.129 6 n.a. - +
E.68 3 - + E.130 6 n.a. + -
E.69 3 - + E.131 6 n.a. + -
E.70 3 - + E.132 6 n.a. + -
E.71 3 - + E.133 6 n.a. + -
E.72 3 - + E.134 6 n.a. + -
E.73 3 - + E.135 6 n.a. + -

E.74 3 - +

E.75 3 - +
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Gréfde

2 £, . .2 Restriktionsmuster Genkassette[bp] Resistenzmuster#
] E17 B 2200 1
| _ E9 B 2200 1
— g E10 B 2200 1
= | E12 B 2200 1
e — _ Ps26 D 1000 g
I Ps110 c 1000 6
E "~ Ps32 e 1000 4
" Ps28 E 1600 1
=] l Ps134 A 1700+ 2300 2
Ps156 A 2200 1
Ps128 A 2200 1
| Ps29 A 1700 + 2300 2
- ~ Ps101 A 1600 5
~ Ps154 A 2200 1
S Ps152 A 2200 1
Ps151 A 1500 1

Abb. B50: Cluster Analyse (UPGMA) der Restriktionsmuster transformierter Plasmide nach Notl-
Verdau, zugehdrige Grofe der Integron-Genkassetten und Resistenzmuster (E = Plasmid ur-
spriinglich in E. coli CV601 gfp* gefischt, Ps = Plasmid urspriinglich in P. putida KT2442 gfp* ge-
fischt).
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Tab. B26: Annotation der durch 454-Pyrosequenzierung aus den Garresten von 8 mesophilen
Biogasanlagen (BGA) gewonnenen Sequenzen auf dem Phylum-Level (Angaben in %, n=3). Auf-
gefuhrt sind nur die Phyla, deren Anteil in wenigstens einer Probe mindestens 0,1% betrug.

Phylum BGA1 | BGA2 | BGA3 | BGA4 | BGA5 | BGA6 | BGA7 | BGAS
unassigned 8.8 10.8 10.9 24.9 18.9 10.4 8.8 33.3
Acidobacteria 0.2 0.1 0.2 0.1 0.1 0 0.1 0.1
Actinobacteria 01 0.1 0.3 0.1 0.1 0.3 0.7 0.3
Bacteroidetes 26 11.8 211 7.5 16.4 9.7 12.7 6.9
Chloroflexi 01 0.1 0 0 0 0 0
Fibrobacteres 0.4 0 0.1 0 0.2 0 0.1

Firmicutes 60.5 74.6 61.6 65.5 59.9 75.3 73.6 54.7
Fusobacteria 0 0 0 0 0.1 0 0
Proteobacteria 1.3 1.5 2.7 0.1 2.2 2.8 2.4
Spirochaetes 1.6 0.4 1.5 0.7 0.7 0.4 0.6 0.5
Synergistetes 0.2 0.3 0.4 0.7 0.1 0.2 0.4 0.8
Tenericutes 0.8 0.2 1.1 0.3 1.2 1 0.5 0.3
Verrucomicrobia 0 0 0.1 0 0 0 0 0
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Tab. B 29: Verwendete quantitative real-time PCR Systeme zur Quantifizierung von MGEs, Inte-

grons, ARGs und qacEAT1 in TC-DNA aus Schweinegullen und Proben aus BGAs. Alle aufgefuhr-
ten Sonden wiesen folgende Modifizierungen auf: 5° = 5/6-FAM, 3° = 5/6 TAMRA.

Zielgen Primer Sequenz [57- 37] Referenz
16S rDNA | 1492R ggwtaccttgttacgactt Suzuki et al.,
1369F cggtgaatacgttcycgg 2000
TM1389F (Sonde) cttgtacacaccgcccgtc
IncP-1 korB-F tcatcgacaacgactacaacg Jechalke et al.,
(korB) korB-Fz tcgtggataacgactacaacg 2013
korB-R ttettcttgececttcgecag
korB-Rge korB- ttyttcytgcccttggccag
Rd ttcttgactcccttcgccag
tp_korBgz (Sonde) tsaggtcgttgcgttgcaggttytcaat
tp_korB (Sonde) tcagytcrttgcgytgcaggttctcgat
IncP-1¢ | gTrafA € 941f acgaagaaatggttgtcctgttc Heuer et al.,
(trfA) gTrafA € 1014r acgaagaaatggttgtcctgttc 2012
tpTRFAE 965 (Sonde) ccggcgaccattacagcaagttcattt
LowGC v216q667f gcttggcggtcagcaatt Heuer et al.,
(traN) v216q741r ttaggaataacaatcgctacacctttac 2009
v216tp689 (Sonde) cttctggcetgctccgacacgaage
intl1 Intl1-LCA1 gccttgatgttacccgagag Barraud et al.,
intl1-LC5 gatcggtcgaatgcgtgt 2010
Intl1-probe (Sonde) attcctggcecgtggttctgggttit
intl2 Intl2-LC2 tgcttttcccacccttace Barraud et al.,
Intl2-LC3 gacggctaccctctgttatctc 2010
intl2-probe (Sonde) tggatactcgcaaccaagttatttttacgctg
qacE/ gacEall-F gPCR cgcattttattttctttctctggtt Jechalke et al.
gacEA1 | qacEall-R gPCR cccgaccagactgcataagce ,2014
gacEall (Sonde) tgaaatccatcccetgtcggtgt
sult qSUL_1-653f ccgttggccttectgtaaag Heuer & Smalla,
qSUL_1-719r ttgccgatcgcgtgaagt 2007
tpSUL1 (Sonde) cagcgagccttgcggegg
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Tab. B 29: Fortsetzung.

Zielgen | Primer Sequenz [5°- 37] Referenz

sul2 qSUL2_595f cggctgcgcttcgatt Heuer et al.,
qSUL2_654r cgcgcgcagaaaggatt 2008
tpSUL2_614 (Sonde) cggtgcttctgtctgtttcgege

tetM tetM_qfw ggtttctcttggatacttaaatcaater Smith et al.,
tetM_qrv ccaaccatayaatccttgttcre 2004
tetM_tp (Sonde) atgcagttatggargggatacgctatggy

tetQ g-tetQ-fw aggtgctgaaccttgtttgattc Smith et al.,
g-tetQ-rv ggccggacggaggattt 2004
g-tetQ-probe (Sonde) tcgcatcagcatcccgcete

tetW g-tetW-fw gcagagcgtggttcagtct Peak et al.,
g-tetW-rv gacaccgtctgcttgatgataat 2007
g-tetW-probe (Sonde) ttcgggataagctctccgeecga

169



