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1.  Einleitung

Arzneimittel sind Zubereitungen von Arzneistoffen, welche definitionsgemass zur
Vorbeugung, Linderung, Heilung und Erkennung von Erkrankungen bei Mensch und Tier
dienen. In Deutschland sind derzeit anndhernd 3000 Wirkstoffe als solche zugelassen.
[Rote Liste 2000].

Arzneimittel sind daher unverzichtbarer Bestandteil des modernen Gesundheitswesens.

Am Beispiel der Antiinfektiva (nach einer friheren, heute obsoleten Einteilung: Antibiotika
und Chemotherapeutika) lasst sich darstellen, da® ihr Einsatz flr die moderne Medizin
neben einer verbesserten Hygiene eine der wichtigsten Waffen gegen Infektionskrankheiten
ist. Man geht davon aus, dass seit der Anwendung dieser Substanzen die allgemeine

Lebenserwartung um durchschnittlich 10 Jahre zugenommen hat.

Durch ihren - wirkstoffspezifisch - teilweise weitverbreiteten Einsatz stellen Arzneimittel auch
eine bedeutende Gruppe der sogenannten anthropogenen ,Umwelichemikalien“ dar,
worunter man solche Stoffe verstehen kann, deren qualitatives oder quantitatives Auftreten

in der Natur stark vom Menschen beeinflusst ist.

Neben den selbstverstandlich erwinschten, in der modernen Medizin unverzichtbaren
therapeutischen Wirkungen sind - teils ausserhalb des eigentlichen Verwendungszwecks
am Menschen oder am Tier - leider auch unerwilnschte Effekte des Einsatzes von

Arzneimitteln aus dem Human- und Veterinarbereich in der Umwelt aufgetreten.

Arzneimittel werden nach Verabreichung entweder unverandert oder metabolisiert
ausgeschieden. Diese Ausscheidungsprodukte gelangen teils mit dem Abwasserpfad
(Mensch), teils direkt Uber die Gilleausbringung (Tier) in die Umwelt.

Weitere Eintragspfade sind die unsachgemasse Entsorgung (Toilette, Hausmiuill) sowie der

Spezialfall der Aquakultur (Direktapplikationen in Gewasser).

Aufgrund ihrer - aus therapeutischer Sicht - oftmals zwingend erforderlichen Eigenschaften
wie zum Beispiel der metabolischen Stabilitdt (bedingt die Problematik Persistenz) und
Wasserloslichkeit (bedingt die Problematik einer erhdhten Mobilitat im aquatischen Milieu)
sowie aufgrund ihrer teils hohen biologischen Aktivitat (Beispiel Antiinfektiva, Zytostatika)

konnen humantherapeutisch wirksame und 6kotoxische Effekte dicht beieinanderliegen.



Nachdem in den siebziger und achtziger Jahren des letzten Jahrhunderts der Schwerpunkt
der analytischen Arbeiten vor allem auf der Bestimmung von Pestiziden, Dioxinen und
polychlorierten Biphenylen (PCB) lag, wandte sich das Interesse seit Anfang der neunziger
Jahre (in dieser Zeit gab es die ersten Publikationen Gber den Nachweis von Arzneistoffen in
Gewassern, s.u.) deshalb zusatzlich stark dem Vorkommen, Verbleib und den Wirkungen

von Arzneistoffen in der Umwelt zu.

Bereits in den siebziger Jahren des letzten Jahrhunderts konnten Ethinylestradiol (Hormon
der ,Pille®) sowie Clofibrinsaure (Wirkstoff von Lipidsenkern) u.a. Pharmaka in Oberflachen-
und Abwassern [GARRISON 1976, NORPOTH 1973, SONNEBORN 1978] nachgewiesen
werden.

Diese Untersuchungen gerieten jedoch mehr oder weniger in Vergessenheit und die
eventuelle Problematik von Arzneistoffen in der Umwelt spielte lange Zeit keine Rolle mehr.
Anfang der neunziger Jahre des letzten Jahrhunderts konnte in Deutschland erstmals
Clofibrinsaure in verschiedenen Wasserkompartimenten im Raum Berlin [STAN 1992,
LINKERHAGNER 1994, HEBERER 1996] nachgewiesen werden; nachfolgend wurden
bundesweit sowie international dieser und verschiedene andere Wirkstoffe weiterer
Wirkstoffgruppen (Herz-Kreislauf-Mittel, Kontrazeptiva, .Bronchospasmolytika, Analgetika,
Psychopharmaka, Antibiotika u.a.) in Abwassern, Oberflichen- und Rohwassern
nachgewiesen [ADLER 2001, AHEL 2001, AHRER 2001, ALDER 2001, BARONTI 2000,
BAU 1996, BELFROID 1999, BUSER 1998a/b, 1999, DESBROW 1999, Daughton
1999/2001; ECKEL 1993, GOLET 2001/2002, HALLING-SORENSEN 1998/2000, HARTIG
1999, HEBERER 1997a/b 2001a/b 2002 in press, HIGNITE 1997, HIRSCH 1998/1999,
HLFU HESSEN 1998, HOLM 1995, HUANG 2001, JOHNSON 2000, KOLPIN in press,
KUCH 2000, KUMMERER 1997/2000/2001, LINDSEY 2001, MOHLE 1999, OLLERS 2001,
PUTSCHEW 2000/2001, SACHER 2001, SCHEYTT 2001, SEILER 1999, SPENGLER 1999,
STAN 1997, STEGER-HARTMANN 1996/1997, STUER-LAURIDSEN 2000, STUMPF
1996/1998/1999, TERNES 1998/1999/2000/2001, VERSTAETEN in press, WERRES 2000,
XIAO 2001]. Ebenfalls ab Anfang der neunziger Jahre erschienen erste Berichte Uber
Missbildungen von mannlichen Geschlechtsorganen an Alligatoren in Florida, Uber
feminisierende Effekte an Fischen und Amphibien, Gber Imposex bei bestimmten Schnecken
sowie Rickgang der mannlichen Fertilitat beim Menschen [BIRKHAUSER 1999, CARLSEN
1992, COLBURN 1993; SAFE 1994, SUMPTER 1998/1999, PURDOM 1994] .

Die teils kontroverse Diskussion zur Bedeutung der sogenannten XenooOstrogene auf die
tierische und menschliche Fertilitdt dauert noch an, und auch die Berichte der letzten Jahre
um die zunehmenden Resistenzen von Mikroorganismen gegenlber verschiedenen
antibiotischen Wirkstoffen und deren Ursachen sind in diesem Zusammenhang von
erheblicher gesundheitspolitischer Relevanz [BUNDESGESUNDHEITSBLATT 1989 - 1999,
FEUERPFEIL 1999, HARWOOD 2001].
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Die EU erkannte 2001, dal die zunehmende Resistenz verschiedener Krankheitserreger
gegen Antibiotika eine Gefahr fiir die Offentliche Gesundheit darstellt [EU 2002/77/EG].
Eine Riskoabschatzung Uber Humanpharmaka in der Umwelt (Danemark) wurde von
STUER-LAURIDSEN publiziert [2000].
In der EU und der Schweiz wurden z.B. 1997 Uber 10.000 t an Antibiotika (Reinsubstanz)
verbraucht (s. Tabelle 1).

Nach einer Erhebung des europdischen Dachverbands FEDESA (Fédération Européenne

de la Santé Animale: http://www.fedesa.be/) wurden im Jahre 1997 in Europa folgende

Verbrauchsmengen ermittelt:

Tabelle 1 :
Jahresverbrauchsmengen an Antibiotika 1997 in der EU (in t Reinwirkstoff):

MENSCH

ambulant und stationar: 5400 52%

TIER:

Therapeutika: 3494 33% Penicilline 322
Tetracycline 2294
Macrolide 424
Aminoglykoside 154
Fluorchinolone 43
Sulfonamide u.a. 157

antimikrobielle Zusatzstoffe: 1599 15%

(z.B.Leistungsforderer)

Summe Tier: 5093

TOTAL: 10493 100%

(Quelle: 1997, FEDESA /FEFANA/ Bundesverband fur Tiergesundheit e.V.)

Nach einer Abschatzung des Bundesverbands fur Tiergesundheit e.V. (BfT) anhand der
Tierstapel der europaischen Mitgliedslander kann man in Deutschland (Bestand: ca. 26 Mio.
Schweine und ca. 15 Mio Rinder) von einem Verbrauch von ca. 500 t/J antibiotischer
Substanzen in Tiertherapeutika und ca. 250 t/J in Futterzusatzstoffen ausgehen.

Fir 1999 geht die FEDESA (European Federation of Animal Health) von folgenden

Verbrauchsmengen (in t/a) aus (Tabelle 2):

Tabelle 2: Verbrauchsmengen Antibiotika fir 1999 (FEDESA)

Antibiotika-Verbrauch | 1999 1997 Veranderung 97-99
Total 13216 12752 3,6 % Zunahme
Humantherapie 8,528 (65%) 7659 (60%) 11,3 Abnahme
Veterinartherapie 3,902 (29%) 3494 (27,5%) 11 % Zunahme
Leistungsférderer 786  (6%) 1599 (12,5%) 50 % Abnahme




Im Bereich der Humanantibiotika lagen 1984 die Produktionsmengen (incl.
Exportmengen) bei ca. insgesamt 1831 t, wobei 624 t auf die Penicilline entfielen.

Genaue Verbrauchsmengen konnen aufgrund mangelnder Tranparenz kaum
angebenen werden, es gibt jedoch verschiedene Maoglichkeiten einer annéhernden
Abschatzung. Nach dem Arzneiverordnungsreport 2002 [Arzneiverordnungsreport
2002] kénnen folgende ungefahre Verbrauchsmengen fur Deutschland angegeben

werden:

[Arzneiverordnungsreport 2002, Rote Liste 2000] jeweils in t/a (Deutschland)

1. Penicilline (Amoxicillin, Ampicillin, Phenoxymethylpenicillin): 117,8 — 210,3

2. Cephalosporine: 26,9 - 1614
3. Makrolide (Erxthromycin, Clarithromycin, Roxithromycin): 6,6 — 14,2
4. Fluorchinolone (Ciprofloxacin, Ofloxacin): 32— 54
5. Tetracycline (Doxycyclin, Minocyclin): 57- 11,4
6. Sulfonamide (Sulfamethoxazol, Trimethoprim): 11,6 - 47,6
Summe: 171,8 - 450,3

Diese Zahlen sind zur zusatzlichen, hier nicht erfassten Berlicksichtigung von
Privatverordnungen mit einem Faktor von annahernd 1,2 zu multiplizieren.
Die Schwankungsbreiten bei den Mengenangaben in Tonnen resultieren aus den

unterschiedlichen méglichen empfohlenen Tagesdosen der einzelnen Wirkstoffe.
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2. Problemstellung und Zielsetzung

Die Untersuchungen des vorliegenden Berichts beschranken sich auf den Bereich
ausgewahlter Human-Antiinfektiva (im folgenden Antibiotika genannt) aus den wichtigen
Wirkstoffgruppen der R-Lactame, der Makrolide, der Fluorchinolone, der Sulfonamide, der
Tetracycline sowie Glykopeptide. Es wird dabei weder deren teilweisen Einsatz in
Veterinararzneimitteln zu therapeutischen oder prophylaktischen Zwecken (z.B. als
Futterzusatzstoffe zur sogenannten Leistungsférderung in der Tiermast) noch andere,
ausschlielllich veterindrmedizinisch genutzte Antibiotika (ausser Tylosin und Spiramycin)
berucksichtigt.

Die Grinde zur Projektierung der Forschungsarbeiten lagen zum einen in der seit langerer
Zeit zu beobachtenden Steigerung der Anzahl von Resistenzen bei verschiedenen - teils
fakultativ, teils obligatorisch - pathogenen Mikrooorganismen gegeniber verschiedenen
antibiotischen Wirkstoffen (Stichworte MRSA = methicillinresistenter Staphylococcus aureus,
VRE = vancomycinresistente Enterokokken u.a.) [BUNDESGESETZBLATT 1989-1999,
HARWOOD 2001, FEUERPFEIL 1999, WITTE 1999].

Die unterschiedlichen Mikroorganismen, welche Resistenzen und Multiresistenzen gegen
verschiedene Antibiotika entwickelt haben [WITTE 1999, FEUERPFEIL 1999], gelangen
zwar Uberwiegend Uber menschliche und tierische Ausscheidungen in die Umwelt, jedoch
kénnen subinhibitorische Antibiotikakonzentrationen biologische Effekte (z. B. erhohte
Gentransferraten, auch von Resistenzgenen) hervorrufen, weshalb auch der Eintrag von
Antibiotikariickstdnden bzw. deren aktiven Metaboliten ins Abwasser besondere
Aufmerksamkeit verdient.

In diesem Gesamtzusammenhang ist auch die ,Empfehlung des Rates vom 15. 11. 2001 zur
umsichtigen Verwendung antimikrobieller Mittel in der Humanmedizin® [Empfehlung des
Rates der EU 2001], Amtsblatt zu sehen, welche in einer ganzen Reihe von geforderten
Punkten speziell auf eine — medizinisch begriindbare und vertretbare — Reduzierung des
Einsatzes und Gebrauchs antimikrobieller Mittel bei Mensch und Tier abhebt.

Es wird empfohlen, sowohl entsprechende therapeutische Erkenntnisse (gemass Indikation)
als auch Grundlagen aus dem medizinischen Fachbereich der Hygiene zu berlcksichtigen,
um die Problematik der zunehmenden Antibiotikaresistenzen, welche den Stellenwert einer
.Bedrohung der Volksgesundheit® hat, zu reduzieren oder zu beseitigen. Die Ursachen flr
diese Bedrohung kénnen keinesfalls durch zeit- und kostenintensive Entwicklung jeweils
neuer Wirkstoffe unter Kontrolle gebracht werden, vielmehr muss der Ursachenbekdmpfung

verstarkte Aufmerksamkeit zuteil werden.
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Zum anderen lagen bis Projektbeginn (1999) nur relativ wenig Daten und Untersuchungen
zur Konzentration von Antibiotika in der Umwelt vor.

Beide Sachverhalte warfen die Frage auf, ob auch das Vorkommen von Antibiotika z.B. in
Krankenhausabwassern, aber auch anderen Wasserkompartimenten zur gesteigerten
Resistenzbildung bei pathogenen und nichtpathogenen Mikroorganismen beitragen kann und
wie man mdglicherweise im Rahmen einer speziellen Abwasserbehandlung darauf reagieren
kann., wie dies u.a. von Adams et al. [ADAMS 2002] sowie Brauch [BRAUCH 2000] sowie
TERNES [TERNES 2000b] diskutiert wird.

Zur Verbesserung der bis zum Projektbeginn 1999 insgesamt unbefriedigenden Datenlage
zum Vorkommen und zu Konzentrationen von Antibiotika in der aquatischen Umwelt wurde
im hier vorgestellten Untersuchungsvorhaben im Rahmen einer chemisch-analytischen
Doktorarbeit am Institut fir Hygiene und Offentliche Gesundheit der Universitat Bonn fiir eine
Reihe von relevanten, antibiotisch wirksamen Originalwirkstoffe (ohne Berilicksichtigung von
Metaboliten oder Konjugaten) eine geeignete, d.h. leistungsfahige und damit empfindliche
und robuste HPLC-MS/MS Multimethode ausgearbeitet.

Diese Analytik wurde nachfolgend zum Nachweis der Substanzen im Sammelabwasser des
Universitatsklinikums Bonn (im folgenden kurz UKB, vormals: Medizinische Einrichtungen
Bonn, MEB), in Klaranlagenzu- und -ablaufen, in Oberflachengewassern sowie in
verschiedenen Rohwassern (Uferfiltrate, Wasser eines Staugewassers, Grundwasser) sowie

Trinkwasser eingesetzt.

Grundlage fur die Auswahl der Wirkstoffe waren sowohl die Uber die Krankenhausapotheke
des UKB ermittelten Abgabemengen (1998 und 1999, s. Abbildung 1) von verschiedenen
Wirkstoffen als auch die Uber den Arzneiverordnungsreport 1999 und 2000
[ARZNEIVERORDNUNGREPORT 1999, 2000] errechneten Abgabemengen der
niedergelassenen Arzte (ohne Privatverordnungen, welche im Arzneiverordnungsreport nicht

erfasst werden und welche man zuzuglich mit ca. 20% veranschlagen musste).

Ein weiteres Auswahlkriterium war die Wirkstoffliste des Bund/Landerauschusses fir
Chemikaliensicherheit [BLAC 1999], deren antibiotische Wirkstoffe nachtraglich und auf
Wunsch des Landesumweltamtes NRW teilweise zusatzlich in das Programm ibernommen

worden waren.

Abbildung 1 gibt die berechneten Mengen der abgegebenen bzw. verordneten Wirkstoffe flir

das UKB sowie flr den kommunalen Bereich wieder.
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Abbildung 1: Antibiotika-Abgabemengen des Universitatsklinikums Bonn 2000 jeweils in kg

Antibiotikaverbrauch der UKB im Jahr 2000,
sortiert nach der Menge der eingesetzten Wirkstoffe (>1.000 g)

160.000,00
.
g Teil 1
2 el
140.000,00 =
Gesamtmenge (UKB): 516.831 g
120.000,00 -
100.000,00 -
80.000,00 -
@
%D
60.000,00 - 3|3
w3
0
<
«©
R
40.000,00 - )
.
gooﬁ(\l
2 K O N|® © ¥ o|lg «—
- ~o~
20.000,00 1 IS8 3EB28838 0w
““*—\—eeg‘f“‘mgwmwmmmmvwx—m
1o ® © o 3 8 N Y I[Py T ST I3 I YLLK
TITITTH A HE R
0,00 - , 1 N 1 S P P g i
X
£ £ EE S E S EE S EEE 5 ESTEEELE S EEEELE EESE TS E 3T s £ £ 38 £ £
ST 583833 £ £3523853 88§23 285555222825 28888820¢8¢353
53 £ § 8 58 Ee<e $ESNEZ2 S E& O EEQRPF SR LETETELESTE S 58 X 3 a &
T E3Soc3585888s2ss¢83g¢8522:§82833832¢88¢2835
e <0328°38065E " 83x538=25880E<cgsgo0ofzr TZE gO9Epg
8 O @ = c © s = - > E = < g 8
@ @ 5 E S
z Z 0
o
c
[
£
o

Die errechneten Zahlen beruhen auf der Summe der Wirkstoffe der jeweils von der
Krankenhausapotheke abgegebenen Mitteln und stellen jeweils die theoretisch maximale
Menge dar, welche Uber die hauptsachlich ambulant versorgten Patienten pro Jahr ins
Klinikabwasser gelangen konnte.

Die realen (und nachgewiesenen) Dosen liegen dagegen wesentlich niedriger, da nicht nur
unveranderte Originalsubstanz, sondern auch Wirkstoffkonjugate (meist Glucuronide) oder
Metabolite ins Abwasser ausgeschieden werden und bestimmte Anteile der jeweiligen
Wirkstoffe verstoffwechselt werden (s. Tabelle 6).

Diese Daten sowie die theoretischen Abgabe- und Verordnungsmengen sollten einer
quantitativen Bilanzierung des Eintrags, des Abbaus sowie mdglichen Verbleibs der
Wirkstoffe im aquatischen Okosystem dienen.

Ferner sollte aufgrund der im Verlauf des Projekts erhaltenen Daten ermittelt werden, ob
und in welchem Umfang eine Minimierung der Belastung von Krankenhausabwéssern und
hauslichen Abwassern mit den untersuchten Substanzen notwendig und moglich ist, da es

bei Stolibelastungen moéglicherweise auch zu einer Beeintrachtigung der Klarwerksleistung
kommen kann.
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Die Untersuchungen sollten darliber hinaus eventuelle Belastungen von Uferfiltratswasser,
welches zur Trinkwassergewinnung verwendet wird, durch diese Pharmaka bzw. deren
Metaboliten aufzeigen. Tabelle 3 zeigt die Reihenfolge der Verbrauchsmengen im Klinikum

sowie im kommunalen Bereich.

Tabelle 3: Ranglisten der Antibiotikaverbrauchsmengen nach Mengen gelistet

Rangliste UKB-Antibiotika Rangliste "kommunale" Antibiotika
(nach Arzneiverordnungsreport 1999)

1. Piperacillin 1. Phenoxymethylpenicillin

2. Ampicillin 2. Amoxicillin

3. Cefuroxim 3. Doxycyclin

4. Sulbactam 4. Sulfamethoxazol / Trimethoprim

5. Sulfamethoxazol 5. Erythromycin

6. Benzylpenicillin 6. Roxythromycin

7. Flucloxacillin 7. Clarythromycin

8. Tazobactam 8. Azithromycin

9. Ciprofloxazin 9. Clindamycin

10.Cefazolin 10.Cefaclor

11.Ceftriaxon 11.Ciprofloxacin

12.Sultamicillin 12.0floxacin

13.Clindamycin

Sulbactam und Tazobactam sind selbst keine Antibiotika, sondern wirken im Sinne einer R-
Lactamase-Inhibierung und werden in Kombination mit nicht [-Lactamase-stabilen -
Lactamen (Amoxicillin, Piperacillin) verabreicht. Sultamicillin stellt ein Prodrug aus Ampicillin
und Sulbactam dar, welches im Darm hydrolytisch gespalten wird.

Sulfamethoxazol und Trimethoprim werden fast ausschliesslich als Kombipraparat
angewendet (Mengenverhaltnis Sulfamethoxazol / Trimethoprim 5:1)

Aus dieser Gegenuberstellung lasst sich erkenne, dal} die ambulanten Verordnungen
der niedergelassenen Arzte ein anderes Spektrum an Wirkstoffen aufweisen. Dies
l&sst sich dadurch begrinden, dass in einen Uniklinikum haufig solche Infektionen
behandelt werden, welche bei niedergelassenen Arzten eine nur untergeordnete

Rolle spielen.
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Aufgrund der o.a. ermittelten Verbrauchsmengen und aufgrund der Relevanz fir das BLAC-

Untersuchungsprogramm wurden folgende Substanzen ausgewahlt:

Untersuchte Wirkstoffe:

R-Lactam-Antibiotika:

Tetracycline:

Gyrasehemmer:

Sulfonamide:

Makrolide:

Glykopeptid:

zusatzlich:

Oralpenicilline und Aminopenicilline: Piperacillin, Flucloxacillin,
Mezlocillin, Phenoxymethylpenicillin (Penicillin V),
Benzylpenicillin (Penicillin G), Methicillin, Oxacillin, Cloxacillin,
Dicloxacillin, Nafcillin, Amoxicillin, Ampicillin, (Sultamicillin),
(Cephalosporine: Cefuroxim, Ceftriaxon, Cefaclor),

Doxycyclin, Tetracyclin, Chlortetracyclin, Oxytetracyclin,
Ciprofloxacin, Ofloxacin,

(Trimethoprim), Sulfamethoxazol, Sulfadimidin,

Erythromycin, Roxithromycin, Azithromycin, Clindamycin,

Clarythromycin,

Vancomycin,

Spiramycin, Tylosin,

jeweils als reiner Wirkstoff ohne Berucksichtigung von Metaboliten

Im folgenden wird zunachst eine kurze allgemeine Einflihrung in die Geschichte, die

Einteilung von Antibiotika und Chemotherapeutika anhand ihrer Wirkmechanismen gegeben

und einige Eigenschaften der jeweils untersuchten Stoffgruppen aufgelistet.
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Zur Entwicklungsgeschichte der Antibiotika

Die empirische Medizin friherer Jahrhunderte kannte nur wenige spezifisch antiinfektiv
wirksame Mittel. In der Literatur werden die von dem Augustinerménch Antonio de la
Calancha um 1600 verwendete Rinde der Chinchona (Chinarinde, "Chinin") als Mittel zur
Fieberbekdmpfung bei Malaria genannt. Gegen Amoebenruhr wurde 1698 von Christoph F.
Kneussel die Wurzel des brasilianischen Halbstrauches Uragoga Ipeca-duanha empfohlen.
Zur lokalen Entzindungsbekdampfung werden die Quecksilbersalbe gegen Syphilis
(Fracastoro, 1483 - 1553), Phenol gegen Wundinfektionen (Joseph Lister, 1867) und
Silbernitratidsung gegen Gonoblenorrhoe der Neugeborenen (Carl Credé, 1884) erwahnt.
Der Begriff der antiifektiven Therapie, der Chemotherapie von Infektionskrankheiten, wurde
1906 von Paul Ehrlich eingeflihrt. Er verstand darunter die selektive Abtétung von Parasiten
ohne erhebliche Schadigung des Organismus (Ehrlich’'sches Prinzip der selektiven
Toxizitat). Der oft verwendete Begriff Antibiotika, der sich aus ihrer Entstehung in
verschiedenen Mikroorganismen (Bakterien, Pilze) ableitet, wird gegenwartig unter dem
Oberbegriff Chemotherapeutikum gefiihrt, unter dem auch synthetisierte Substanzen
eingeordnet werden. Haufig wird heute auch der Terminus Antiinfektiva verwendet.

Paul Ehrlich entdeckte, dass Infektionserreger im Gewebe des Wirtsorganismus spezifisch
angefarbt werden konnten.

Daraus schloss er, dass Farbstoffe mit entsprechend hoher Toxizitat Infektionserreger in vivo
toten oder schadigen mufiten, ohne den Wirt nennenswert zu beeintrachtigen (Frimmer
1986). Diese Konzeption verfolgend entwickelte er aus Atoxyl einem Arsenderivat des
Anilins, - zusammen mit seinem japanischen Assistenten Hatta — das Neoarsphenamin

(Neosalvarsan®), das erste Chemotherapeutikum gegen die Syphilis.

Zwischen 1932 und 1935 entdeckte Gerhard Domagk die Wirksamkeit des Azofarbstoffs
"Prontosil rubrum" gegen experimentelle Kokkeninfektionen und flihrte diesen in die
Therapie gegen bakterielle Infektionen ein. Prontosil war nach unserer heutigen Definition
ein  "prodrug", aus dem die aktive Komponente Sulfanilamid (p-Aminobenzen-
sulfonsaureamid) im Organismus erst gebildet werden mull [Mutschler 2001]. Seitdem ist
Sulfanilamid die strukturelle Basis der antimikrobiell wirksamen Sulfonamide. Ausgehend von
dem Grundmolekil Sulfanilamid wurde eine grofie Zahl von Modifikationen mit erweitertem
Wirkungsspektrum  und  veranderten  pharmakokinetischen und  toxikologischen
Eigenschaften, jedoch relativ gleichbleibendem Wirkungsspekirum synthetisiert, was zur
Wirkstoffgruppe der Sulfonamide fihrte.

Das groRe Interesse an den Sulfonamiden Uberschattete zeitweise die Entdeckung der
antibakteriellen Aktivitdt des aus Penicillium notatum gewonnenen Naturstoffes Penicillin
durch Alexander Fleming 1929. Ein breiter Einsatz im zweiten Weltkrieg wurde, durch die

von HW. Florey und E. Chain (1940) entwickelten Methoden zur Gewinnung grol3er
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Penicilinmengen aus den Flemingschen Penicilliumkulturen, ermdglicht. Die
Antibiotikaforschung, die Suche nach weiteren therapeutisch anwendbaren antibakteriellen
Naturstoffen und vorteilhaften chemischen Abwandlungen, wurde jetzt intensiviert. In der
Human- und Tiermedizin werden Uber 50 Substanzen dieser Gruppe therapeutisch
eingesetzt werden, das Phenoxymethylpenicillin hat den Ausgangswirkstoff Benzylpenicillin
inzwischen bei vielen vielen Indikationen abgel6st.
Streptomycin wurde 1944 von S.A. Waksman als erstes Aminoglycosid aus Kulturfiltraten
von Streptomyces griseus isoliert. Wenig spater stellte man durch katalytische Hydrierung
des Streptomycins das Dihydrostreptomycin her. Seitdem spielen Aminoglycoside eine
wichtige Rolle bei der Bekampfung insbesondere von Infektionen mit gramnegativen
Erregern.
Allerdings ist ihre Bedeutung in der Humanmedizin in den letzten Jahren aufgrund der
Entwicklung der besser vertraglichen Breitspektrum-Lactame zurlickgegangen,
wahrend in der Veterinarmedizin z.B. Gentamicin weiterhin breite Anwendung findet.
1943 wurde aus zerstortem Gewebe und Strallenschmutz eines Knochenbruches bei einem
jungen Madchen namens Tracy der Tracy-l Stamm von Bacillus subtilis isoliert, was zur
Entdeckung und zu dem Namen von Bacitracin fuhrte.
Seit 1948 wurden basierend auf den Forschungsarbeiten von G. Brotzu die Cephalosporine
entwickelt.
Chloramphenicol wurde urspringlich (1947) aus Streptomyces venezuelae isoliert, ab 1950
aber rein synthetisch hergestellit.
Im Jahre 1957 wurde erstmals Trimethoprim hergestellt.
Ab Ende der 50er Jahre wurden aus der Gruppe der Makrolid-Antibiotika (etwa 40) einige
wenige ( z.B. Erythromycin, Tylosin, Spiramycin und Kitasamycin) in die Veterindrmedizin
eingefuhrt. In der Humanmedizin werden darlberhinaus zur Zeit Roxithro-, Flurithro- und
Clarithromycin mit verbesserten Eigenschaften als moderne Makrolide benutzt.
Die Bedeutung der DNA-Gyrase wurde durch Watson und Crick erst in den 50er Jahren
erkannt. Als erstes Chinolon wurde Nalidixinsdure 1960 eingesetzt. Die Weiterentwicklung zu
Norfloxacin, Enoxacin, Ofloxacin, Ciprofloxacin, Enrofloxacin u.a. verbreiterte das
antibakterielle Spektrum.
Flemings Entdeckung des Penicillins |0ste in aller Welt die systematische Suche nach
anderen Antibiotika aus, die heute als weitgehend abgeschlossen gelten kann. Jedoch gibt
es weltweite Bestrebungen zur chemischen Modifikation natirlicher Antibiotika und deren
Optimierung fiir therapeutische Zwecke.
Nachdem vor etwa 30 Jahren die letzte neue Antibiotikaklasse, die Chinolone, fir die
Humanmedizin verfliigbar wurde, kann in naher Zukunft mit der Einfiilhrung von zwei neuen
Klassen - Oxazolidinone und Everninomycine gerechnet werden. Diese scheinen praktisch
keine Kreuzresistenzen zu bisher in der Humanmedizin verwendeten Antibiotika zu haben
und gegen einige der wichtigsten Problemkeime wirksam zu sein.

17



Neue antimikrobielle Wirkstoffgruppen fiir die Veterinarmedizin sind dahingegen nicht zu
erwarten, was aus veterindrmedizinischer Sicht bedauert wird. Verbraucherschutz und
wirtschaftliche Uberlegungen der pharmazeutischen Industrie fiihrten bereits 1997 zum

Verlust von tber 100 Praparaten in diesem Bereich.

Zur Einteilung von Antibiotika und Chemotherapeutika anhand ihrer

Wirkmechanismen und Wirkungstypen:

Heute sind vier hauptsachliche Mechanismen fir die Wirkung von Antiinfektiva bekannt:

1. Hemmung der Zellwandsynthese: B-Lactam-Antibiotika, Glykopeptide, Fosfomycin

2. Stérung der Permeabilitdt der Zytoplasmamembran: Polypeptid-Antibiotika, Polyen-

Antimycotica

3. Blockade der  Proteinsynthese: Aminoglycoside, Tetracycline, Makrolide,

Chloramphenicol, Lincosamide

4. Unterdrickung der Nucleinsduresynthese: Sulfonamide, Gyrasehemmer, antivirale

Polymerasehemmer, Rifampicin, Flucytosin

Der Wirkungsbereich umfasst: bakterielle Infektionskrankheiten, Mykosen, Protozoenbefall,
Viruserkrankungen (teilweise) sowie Krankheiten durch Wurmbefall.

Beim Wirkungstyp lassen sich zwei Typen unterscheiden:

Bakteriostase: Hemmung der Keimvermehrung, da die Proteinsynthese beeinflusst wird
(Sulfonamide, Tetracycline, Trimethoprim, Chloramphenicol, einige altere
Makrolide)
und

Bakterizidie: @ Keimzerstérung tritt haufig auf, da Bildung der Zellwand oder
Membranpermeabilitdt  beeinflusst wird: Gyrasehemmer, B-Lactam-
Antibiotika, Aminoglycoside, Polypeptid- und Glykopeptidantibiotika u.a.).
Die Bakterizidie ist jedoch nicht nur von Art und Konzentration des Wirkstoffs
abhangig, sondern auch durch Keimdichte und Wachstumsphase der

Erreger sowie die Einwirkdauer bestimmt [Mutschler 2001].
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Weitere wichtige Begriffe stellen die Wirkstarke, der postantibiotische Effekt sowie das

Phanomen der ersten Dosis eines Antiinfektivums dar:

Die Wirkstarke bestimmt, welche Konzentration fir eine chemotherapeutische Wirkung
notwendig ist:. Man unterscheidet dabei die minimale Hemmkonzentration (MHK) und die
minimale bakterizide Konzentration (MBK), welche héher als die MHK liegt.

Es handelt sich dabei um die geringste Konzentration eines Wirkstoffs, welche in vitro das
Wachstum eines Erregers hemmt (MHK) oder diesen abtétet (MBK).

Das Phanomen der ersten Dosis beschreibt eine voribergehende Abnahme der
Erregerempfindlichkeit bei Einwirkung eines Aminoglycosids, der postantibiotische Effekt
bezieht sich auf die Fortdauer einer antimikrobiellen Wirkung nach Absetzen des
Medikaments und Absinken der Wirkstoffkonzentration auf nicht messbare Werte
[MUTSCHLER 2001].

Resistenzbildung von Mikroorganismen gegenitiber Antiinfektiva

Keime sind dann resistent, wenn ihre MHK hoher liegt als ein maximal erreichbarer (nicht
toxischer) Serum- oder Gewebespiegel. Es wird unterschieden in primare und sekundare
Resistenzen:

primar resistent sind Erreger dann, wenn sie bereits vor Behandlungsbeginn unempfindlich
gegeniber dem Wirkstoff sind (z.B. alle Pseudomonas aeruginosa Stamme gegenlber
Benzylpenicillin, einzelne Stdmme von E. coli gegenluber Tetracyclinen usw.). Bei Therapie
erfolgt dann eine Selektion der entsprechenden resistenten Stamme.

Sekundare (erworbene) Resistenzen liegen dann vor, wenn es wahrend der Anwendung
des Mittels zu Spontanmutationen kommt, in deren Nachfolge eine Selektion der resistenten
Mutanten stattfindet. Aufgrund der Geschwindigkeit unterscheidet man zwischen Einschritt-
(one-Step) und Mehrschritt- (Multistep)-Resistenzen.

Die ersteren bilden sich relativ rasch nach ein- bis viermaliger Exposition des Erregers aus,
man spricht vom Streptomycintyp, welcher z.B. bei den Makrolid-Wirkstoffen auftreten kann.
Der Penicillintyp entwickelt sich langsamer und in Stufen nach mehrmaligen

Mutationsschritten (Beispiele: R-Lactame, Tetracycline, Gyrasehemmer, Sulfonamide).

Resistenzen konnen sowohl durch chromosomale (bakterienintern) als auch durch
extrachromosomale (Plasmide) Information hervorgerufen werden.

Im Fall der Resistenz-Plasmide werden die Resistenzinfomationen zwischen verschiedenen
Bakterien (nicht speziesspezifisch!) durch Konjugation oder Transduktion Ubertragen und
verbreitet. Eine weitere Mdglichkeit der Resistenzverbreitung besteht in der Ubermittiung von
Transposons (springenden Genen).

Die transferierte Erbinformation kann allgemein die Bildung von Enzymen (Inaktivierung der

Wirkstoffe durch chemische Modifikation), die Veranderung von Zellwandpermeabilitaten
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(vermindert Aufnahme von Wirkstoff in Zelle), die Bildung von wirkstoffausschleusenden
Transportern oder eine Verringerung von Bindungsaffinitadten an die jeweiligen Zielstrukturen
der Chemotherapeutika hervorrufen.

Kreuzresistenzen bestehen dann, wenn Keime nicht nur gegen ein, sondern gleichzeitig
auch gegen ein oder mehrere weitere Therapeutika resistenz sind (bei chemischer
Verwandschaft der Wirkstoffe oder gleichem Wirkungsmechanismus).

Daher ist es wichtig, zur Vermeidung von Resistenzbildungen die entsprechenden Mittel nur
ganz gezielt (d.h. bei nachgewiesener Infektion) und dann Uber in ausreichender Dosierung
Uber eine ausreichende Zeit hinweg zu applizieren.

Im folgenden werden die im Rahmen dieses Projekts untersuchten Wirkstoffgruppen mit

ihren jeweiligen Gruppeneigenschaften vorgestellt.

. R-Lactam-Antibiotika:

Allgemeines:

Die Bezeichnung R-Lactam-Antibiotika beruht auf der chemischen Struktur der Substanzen,
die alle im GrundgeruUst einen viergliedrigen R-Lactamring aufweisen (s. Abb. 2).

Man versteht hierunter Vertreter aus den Untergruppen der Oralpenicilline, Aminopenicilline
sowie der Cephalosporine (s. Abb. 3,4,5 und Tabelle 4 und 5).

Aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit werden auch die Carbapeneme, die Monobactame

sowie die R-Lactamase-Inhibitoren zu dieser Klasse gezahlt (s.u.).

Abbildung 2: Strukturelement des R-Lactamrings:

Wirkmechanismus von B-Lactamen:

Sie hemmen den letzten Schritt der Peptidoglykan-Synthese bei wachsenden Keimen
durch irreversible Bindung an die Transpeptidase. Dieser Eingriff in die Mureinsynthese der
Bakterien (Stérung des Zellwandaufbaus) flhrt zur Bakteriolyse. Es ist daher zu beachten,

daf} B-Lactame nicht gleichzeitig mit bakteriosttischen Mitteln eingesetzt werden dirfen.
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Resistenzentwicklung gegen B-Lactame:

Resistenzentwicklungen gegen die R-Lactam-Antibiotika entwickeln sich zwar unter der
Therapie langsam, trotzdem stellen die erworbenen Unempfindlichkeiten vieler Bakterien bei
der Therapie ein grofles Problem dar. Hierbei steht - neben anderen Mdoglichkeiten - vor
allem die Bildung von sogenannten R-Lactamasen im Vordergrund.

Hierbei handelt es sich um verschiedene Enzyme, die von Bakterien und Pilzen gebildet
werden koénnen. Bisher sind ca. 190 Vertreter dieser Enzym-Gruppe bekannt.

Die R-Lactamasen sind in der Lage, den 3-Lactamring der Antibiotika zu 6ffnen und diese
damit zu inaktivieren. Die genetische Information fur die Bildung der R-Lactamasen kann
chromosomal oder durch Plasmide vererbt werden. Die Lokalisation der 3-Lactamasen in
den Bakterien ist unterschiedlich. Die Bakterien kénnen die R-Lactamasen in ihrer Zellwand
enthalten, wie dies bei den gramnegativen Bakterien haufig der Fall ist. Das hat zur Folge,
dass R-Lactam-Antibiotika bei dem Versuch, in die Bakterien einzudringen inaktiviert werden
(Individualschutz).

Die grampositiven Bakterien wiederum geben die [-Lactamasen nach auf’en ab, und
schitzen somit die gesamte Population (Gruppenschutz).

Hemmen R-Lactamasen Penicilline werden sie als Penicillinasen bezeichnet, bei Hemmung

von Cephalosporinen spricht man von Cephalosporinasen.

Abbildung 3: Einige Beipiele von [3-Lactam- Wirkstoffen:
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21




1. Penicilline:

Abb. 4: Grundstruktur von Penicillinen

beta-Lactam-Ring  Thiazolidin-Ring
6-Aminopenicillansaure

Acyl-Rest

Penicillin, durch den engl. Bakteriologen und Nobelpreistrager Sir Alexander Fleming 1928
erstmals aus Kulturen von Penicillium notatum (Schimmelpilz) gewonnen, kann als Ursprung
aller R-Lactam-Antibiotika gelten. Ca. 12 Jahre spater, also um 1940 wurden von den
Arbeitsgruppen um Florey und Chain, applizierbare Medikamente entwickelt und ab 1941
erstmals therapeutisch eingesetzt.

Die Penicilline werden auf Grund ihrer Eigenschaften folgendermalfen unterteilt:

- B-Lactamase-sensitive Penicilline:

Benzylpenicillin, Phenoxymethylpenicillin, Propicillin, Azidocillin

Die ersten therapeutisch eingesetzten Penicilline sind alle empfindlich gegen R-Lactamasen.
Trotzdem haben sie, auf Grund ihrer guten Vertraglichkeit und der lang reichenden und
damit wertvollen Erfahrung, immer noch eine grof3e Bedeutung in der Antibiotikatherapie.

- R-Lactamase-resistente Penicilline: Flucloxacillin, Dicloxacillin, Oxacillin

Um die Penicilline gegen die 3-Lactamasen der Bakterien unempfindlich zu machen, wurden
die Substanzen soweit chemisch verandert, dass die Bakterienenzyme nicht oder nur sehr
schwer die Penicilline angreifen kénnen. Die Penicillinpraparate wurden daflr in ihrer
sterischen Struktur, also in ihrem raumlichen Aufbau verandert, um somit die Anbindung der
f-Lactamasen zu verhindern. Die R-Lactamase-resistenten Penicilline sind alle saurefest,
wodurch sie in Form von Tabletten gegeben werden kénnen.

- Breitbandpenicilline: Amoxicillin, Ampicillin, Bacampicillin, Mezlocillin, Piperacillin
Breitbandpenicilline sind wieder chemisch weiter entwickelt, um noch mehr Bereiche im
Bakterienspektrum abzudecken. Sie wirken auch gegen gramnegative Stabchen und

vergrofRern dadurch die Anwendungsgebiete der Penicilline.

22



Tabelle 4: Penicillin-Wirkstoffe:

R Name bzw. Freiname US‘fAuerI;:él.
H,C —CH;—CH=—=CH—CH;— 2-Pentenyl-P. | F
H-Ce—CH— Benzyl-P. | G
an
L |HO —CH—— 4-Hydroxybenzyl-P. ]] X
< N/
©
HOOC ——CH{MNH ) ——(CH, }s— Synnematin B N
He Cp 0 CH; Phenoxymethyl-P. '
& |H,C—=—CH—CH;/—5—=CH; Allylthiomethyl-P. O AT
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S |HsC _?:CH CH—S5 CH3 (3-Chlor-2-butenyl)- s
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HegCg—0 CH{C Hg )—— Propicillin
OCH 4
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OCH 4
#
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-
/ / cH-—— Epicillin
oA
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2. Cephalosporine

Abbildung 5: (Struktur von Cephalosporinen mit Grundgerist der 7-Aminocephalosporan-saure)
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Tabelle 5: Einige Cephalosporin-Wirkstoffe
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Ein natlrlicher Vertreter der Cephalosporine ist das Cephalosporin C, welches in Pilzkulturen
von Acremonium chrysogenum enthalten ist, aber nur eine schwache antibiotische Wirkung
aufweist.

Cephalosporine l6sen im Gegensatz zu Penicillinpraparaten nicht so haufig allergische
Reaktionen aus, allerdings mussen eventuell eintretende Kreuzallergien beachtet werden.
Die Cephalosporine werden, wie die Penicilline, in unterschiedliche Gruppen eingeteilt,
wobei auch hier Kriterien wie -Lactamase-Stabilitdt und Saurestabilitat fur die Einteilung
ausschlaggebend sind. Aus einer mangelnden Stabilitdt gegen die Magensaure ergibt sich

fur die Praxis eine parenterale Applikation, also mittels Infusion oder Injektion.

Andere B-Lactam-Antibiotika

Es gibt noch weitere Antibiotika, die auf Grund ihrer Struktur zu den R-Lactam-Antibiotika
gezahlt werden. Es sind folgende:

Carbapeneme (Imipenem, Meropenem) und Monobactame (Aztreonam)

Der Einsatz der Carbapeneme und der Monobactame erfolgt nicht so haufig, wie die

Anwendung der Penicilline und der Cephalosporine.

R-Lactamase-Inhibitoren

Um die R-Lactamasen der Bakterien unschadlich zu machen, wurden Substanzen entwickelt,
die in ihrer Struktur den R-Lactam-Antibiotika sehr dhneln, und somit auch von den R-
Lactamasen als Zielobjekte erkannt werden. Die R-Lactamasen reagieren mit den Inhibitoren
und werden dadurch blockiert. Auf Grund der Strukturverwandschaft zu den R-Lactam-
Antibiotika besitzen auch die Inhibitoren eine antibiotische Wirksamkeit, die aber fir eine
alleinige Gabe nicht ausreicht.

Es werden folgende R-Lactamase-Inhibitoren unterschieden: Clavulansaure in Kombination
mit dem Penicillin Amoxicillin, Sulbactam und Tazobactam in Kombination mit dem Penicillin
Piperacillin. Leider ist der Einsatz der Inhibitoren dadurch eingeschrankt, dass sie nur bei
einigen R-Lactamasen wirksam sind. Die Anwendung der R-Lactamase-Inhibitoren erfolgt
meist in festen Kombinationen mit R-Lactam-Antibiotika. Es besteht aber auch die

Méglichkeit, die Inhibitoren zusatzlich zu dem Antibiotikum zu verabreichen.
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Il. Tetracycline:

Unter den Tetracyclinen, welche aus Streptomyces-Arten bzw. partialsysnthetisch gewonnen
werden, versteht man bakteriostatisch auf grampositive Keime wirkende Antibiotika mit der in
Abb. 6 gezeigten Grundstruktur (vier annelierte Sechsringe).

Ihr Wirkmechanismus beruht auf einer Stérung der Proteinsynthese (Stérung der Anlagerung
von Amino-acyl-t-RNA an den bakteriellen 70S Ribosomen, dadurch Verhinderung der
Peptidkettenverlangerung).

Sie wirken auf grampositive (Streptokokken, Pneumokokken u.a.) sowie gramnegative
Bakterien (Neisseria, Bordetella pert., Campylobacter u.a.) und auch auf intrazellulare Keime
(Mykoplasmen, Rickettsien, Chlamydien) und Spirochaten.

In  der Humantherapeutik sind wegen der Resistenz-Zunahmen bei vielen
Bakterienstammen heutzutage nur noch Doxycyclin und Minocyclin relevant, im
veterinarmedizinischen Bereich sind Tetracycline allerdings weit verbreitet.

Ihre Resorption wird durch mehrwertige Metallionen (Calcium) gestort.

Im Korper haben sie eine relativ lange Halbwertszeit und kénnen zu zahlreichen z.T.
irreversiblen Nebenwirkungen fiihren (Photosensibilisierungen, Gelbfarbung von Zahnen
u.a.), weswegen Anwendungen fir Schwangere und Kinder unter 8 Jahren kontraindiziert
sind [MUTSCHLER 2001].

Das Untersuchungsspektrum dieser Arbeit umfasste Tetracyclin, Oxytetracyclin, Doxycyclin

und Chlortetracyclin.

Abbildung 6: Struktur der Tetracycline

OH O OH O Q
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lll. Makrolide:

Die Makrolide stellen komplex aufgebaute Antibiotika mit einem 14-16-gliedrigen Lactonring
und glykosidisch gebundenen Zuckern dar (s. Abb. 7).

Sie wirken ebenfalls bakteriostatisch auf die Proteinsynthese der Mikroorganismen (aerobe
und anaerobe Grampositive : Streptokokken, Bac. anthracis sowie anaerobe gramnegative
Keime: Legionellen, Bordetella u.a.), indem sie reversibel an die Untereinheiten der 50S-
Untereinheiten der Ribosomen gebunden werden und dadurch die Elongationsphase
hemmen.

Roxithromycin, Clarithromycin, Erythromycin, Azithromycin sind die hmanmedizinisch
relevanten Vertreter dieser Wirkstoffgruppe, Spiramycin ist auch im tiermedizinischen
Bereich vertreten.

Sie werden hauptsachlich bei penicillinresistenten Keimen, Legionella-Pneumonien und
sexuell Ubertragbaren Keimen eingesetzt und haben im allgemeinen geringe

Nebenwirkungen. Zur Ausscheidung und zu ihrem Metabilismus s. Tabelle.

Abbildung 7: Makrolidstruktur am Beispiel Erythromycin

Das Lincosamid Clindamycin wird - bei den Makroliden vergleichbarem Wirkungsspektrum -

gegen Staphylokokken und gramnegative anaerobe Stabchen eingesetzt.
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IV. Fluorchinolone (Gyrasehemmer): (Bsp. Ofloxazin)

Die Fluorchinolone wirken hemmend auf die Untereinheit der DNA-Gyrase und haben
bakteriziden Effekt. Humantherapeutisch sind heute nur noch die Verbindungen der 2.
Generation (nur noch fluorierte Wirkstoffe) relevant, welche sich gegenuber den Wirkstoffen
der ersten Generation durch verbesserte Eigenschaften hervorheben.

Strukturell sind sie als Derivate von Chinolin-4-on-3-carbonsauren zu verstehen (s. Abb. 8).
Sie sind humantherapeutisch von erheblichen Interesse bei Infekten der Atemwege, der
Harnwege und anderer Organe.

Die Resistenzbildung von Mikroorganismen gegeniber den Fluorchinolonen erfolgt Uber
chromosomale Mutationen und stellt eine gewisse Problematik auch noch bei den neueren
Wirkstoffen dar.

Sie sind wegen ihrer méglichen Nebenwirkungen in Schwangerschaft und bei Kindern und
Jugendlichen nicht angewendet werden (Stérungen der Konrpelbildung).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Ofloxacin und Ciprofloxacin untersucht.
Abbildung 8: Struktur des Fluorchinolons Ofloxacin
HsC CHs;
\N/\l 0/\|/
P PP
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V. Sulfonamide: (Bsp. Sulfamethoxazol in Kombination mit Trimethoprim)

Die Sulfonamide (eigentlich Sulfanilamide) hemmen kompetitiv die Aufnahme von p-
Aminobenzoesaure, welche die Bakterien zum Aufbau der Dihydrofolsaure benétigen

(Wirkung als Antimetabolit, Folsaureantagonist).

Abbildung 9: Struktur des Sulfonamids Sulfamethoxazol (und Trimethoprim)
OCH;
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Sie mussen daher in hohen Dosen gegeben werden und wirken lediglich bakteriostatisch.

Die Kombination mit dem Diamino-benzylpyrimidin Trimethoprim ist als Cotrimoxazol
bekannt und besitzt verstarkte Wirkung, hat ein verbessetes Wirkunsspektrum und weist
verzdgerte Resistenzentwicklungen auf. Cotrimoxazol wird u.a. zur Behandlung von
Atemwegs- und Harbnwegserkrankungen sowie zur Behandlung bstimmter Pneumonien
genutzt.

Es besteht aufgrund des weitverbereiteten und haufigen Einsatzes bei vielen
Bakterienstdammen eine erhebliche Resistenz.

Im Rahmen dieser Arbeiten wurden Sulfamethoxazol, Sulfadimidin sowie Trimethoprim

bestimmt.

VI. Glykopeptide: Vancomycin:

Vancomycin stellt ein bakterizides, parenteral zu applizierendes Antibiotikum gegen

Staphylokokken, Enterokokken und Clostr. difficile dar. Es hat den Charakter eines

Reserveantibiotikums, welches bei Vorhandensein von multiresistenten Keimen benutzt wird

(MRSA etc.) Aufgrund des in der Vergangenheit haufigen Einsatzes von Avoparcin im
veterinarmedizinischen Bereich kam es jedoch auch hier zu Resistenzbildungen (VRE =
vancomycinresistente Enterokokken u.a.) [HARWOOD 2001]. Es wird tUberwiegend

unverandert ausgeschieden.

Abbildung 10: Struktur von Vancomycin
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Tabelle 6:

[Bryskier 1999, MUTSCHLER 2001, CAS]

Antibiotika: Chemisch-physikalische und pharmakokinetische Daten

Wirkstoff M CAS-Nr. Log MHK Metabolismus /

[g/mol] Pow [ug/mL] |Hauptmetabolite

Amoxicillin 365,41 |026787-78-0 | 0,87 Str.pn.: | Nur ca 10% Ausscheidung

0,03 als inaktive Metaboliten, der
L. mon.: | Hauptanteil wird unverandert
0,5 ausgeschieden
Ampicillin 349,41 |000069-53-4 (1,35 St. aur.: | Nur ca 10% Ausscheidung
0,25-2 als inaktive Metaboliten, der
Hauptanteil wird unverandert
ausgeschieden

Cloxacillin 436,9 000061-72-3 | 2,48 ? ?

Dicloxacillin 470,33 |003116-76-5 2,91 ? ?

Flucloxacillin 454,89 |005250-39-5 (2,58 Ca. 75% der aktiven
Substanz werden wieder
ausgeschieden, ein schwach
antimikrobiell aktiver
Metabolit (5-Hydroxymethyl-
Flucloxacillin) und die
entsprechenden inaktiven
Penicilloinsauren

Methicillin 380,42 |000061-32-5 | 1,22 ? ?

Mezlocillin 357,8 000053-86-1 | 4,27 Nur ca 15% Ausscheidung

(Indomethacin) als inaktive Metaboliten, der
Hauptanteil wird unverandert
ausgeschieden

Nafcillin 414,48 |00147-52-4 |- Hautsachlich inaktive
Metabolite

Oxacillin 402,45 |000066-79-5 | 2,38 St.aur.: |Ca. 50% Ausscheidung in

<1 Form von aktiven und
inaktiven Metaboliten, der
Rest wird unverandert
ausgeschieden

Penicillin G 334,4 000061-33-6 | 1,83 St.aur.: | Ca. 20% Ausscheidung als

(Benzyl-) <0,125 |inaktive Penicilloinsaure, der
Rest wird unverandert
ausgeschieden

Penicillin V 350,4 000087-08-1 | 2,09 Ca. 35-70% Ausscheidung

(Phenoxymethyl-) als inaktive Penicilloinsaure

Piperacillin 517,56 |061477-96-1 |0,5 St.aur.: |Ca. 50-70% Ausscheidung

<4 im Urin; wird zu ca. 10% zu
aktivem Desethylpiperacillin
metabolisiert

Cefaclor 367,81 |053994-73-3 | 0,35 St. aur.: | Cefaclor wird hauptsachlich

2 unverandert ausgeschieden
Str.pn.:
1

Ceftriaxon 73384-59-5 |- ? Ceftriaxon wird
hauptsachlich unverandert
ausgeschieden

Cefuroxim 424,39 |055268-75-2 |- 0,16 |Str.pn.: |Cefuroxim wird unverandert

0,06 ausgeschieden
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Tabelle 6: Antibiotika: Chemisch-physikalische und pharmakokinetische Daten

[Bryskier 1999, MUTSCHLER 2001, CAS], Fortsetzung

M CAS-Nr. Log MHK Hauptmetabolite
Wirkstoff [g/mol] Pow [ug/mL]
Chlortetracyclin 478,89 |000057-62-5 [-0,62 |? Geringe Metabolisierung
Doxycyclin 444,45 |000564-25-0 |-0,02 |St. aur:: | Doxycyclin wird nicht
Ab 0,04 | metabolisiert, Ausscheidung
Str.pn.: |in inaktiver Chelat-Form
Ab 0,02 |Uber den Darm
Oxytetracyclin 460,44 |000079-57-2 [-0,90 |? Geringe Metabolisierung
Tetracyclin 444,45 |000060-54-8 |-1,30 |St.aur.: |Tetracyclin wird nicht
100 metabolisiert, Ausscheidung
Str.pn.: |in inaktiver Chelat-Form
2 Uber den Darm
Ciprofloxacin 331,35 |085721-33-1 (0,28 Str. pn.: | 10-20% Metabolisierung zu
ab 0,2 Oxociprofloxacin,
Sulfociprofloxacin,
St.aur.: | Desethylenciprofloxacin und
0,25 Formylciprofloxacin. Alle
Metabolite sind antibiotisch
aktiv (die ersten drei M.
entsprechen Nalidixinsaure
in ihrer Aktivitat, der vierte
dagegen Norfloxacin). Der
Rest wird unverandert
ausgeschieden.
Ofloxacin 361,81 |082419-36-1 [-0,39 |St.aur.: |Ofloxacin wird fast
0,5 vollstandig in unveranderter
Form ausgeschieden
Sulfadimidin 278,33 |000057-68-1 (0,89 ? ?
Sulfamethoxazol [253,28 |000723-46-6 | 0,89 St.aur.: |20% Ausscheidung in
38-76 unveranderter Form, 50-70%
als acetylierter Metabolit, 15-
20% als Glucuronid
Trimethoprim 290,32 |000738-70-5 | 0,91 St.aur.: | Uber 50-70% Ausscheidung
0,15 -2 |in unveranderter Form

Fortsetzung n. Seite
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Tabelle 6:  Antibiotika: Chemisch-physikalische und pharmakokinetische Daten
[Bryskier 1999, MUTSCHLER 2001, CAS], Fortsetzung

Wirkstoff M CAS-Nr. Log MHK 90 | Metabolismus /
[g/mol] Pow |[ug/mL] [Hauptmetabolite
Azithromycin 749,00 |083905-01-5 (4,02 Str. pn.: | Azithromycin wird fast
0,12 vollstandig in unveranderter
St. aur.: | Form ausgeschieden, ein
0,8 kleiner Teil wird demethyliert

Clarithromycin 747,97 |081103-11-9 | 3,16 Str. pn.: | 20-30% Ausscheidung in
0,025 unveranderter Form, 10-15%
Ausscheidung in Form eines
St. aur.: | antibiotisch aktiven

0,2 Metaboliten (14-Hydroxy-
Clarithromycin)
Clindamycin 424,99 |018323-44-9 | 2,16 St.aur.: | 10-20% Ausscheidung in

<0,25 unveranderter Form und als
biologisch aktive Metabolite
N-Dimethyl-clindamycin und
Clindamycinsulfoxid, der
Rest ist biologisch inaktiv

Erythromycin 733,95 |000114-07-8 | 3,06 Str. pn.: | Ca. 5% Ausscheidung in
<0,5 unveranderter Form, die
St. aur.: | Metabolite sind teils inaktiv
1-4 Bei pH < 6 instabil

Roxithromycin 837,07 |080214-83-1 (2,75 Str. pn.: | Ca. 50% Ausscheidung in
0,05 unveranderter Form, die
Metabolite (Decladinose-R.,
St. aur.: | N-Monomethyl-R, und N-
0,4 Dimethyl-R.) sind inaktiv

Vancomycin 1449,22 | 001404-93-9 |- St.aur.: | Ein Metabolismus ist nicht
0,5-4 |bekannt

Spiramycin 843,08 |008025-81-8 |- ? Veterinarantibiotikum

Tylosin 916,12 |001401-69-0 | 1,63 ? Veterinarantibiotikum

Str. pn.: Streptococcus pneumoniae; St.aur.: Staphylococcus aureus; L. mon. Listeria monocytogenes;
M: Molgewicht in g; CAS: Chemical Abstact System; log Pow: Verteilungskoeffizient Wasser/Oktanol;
MHK90: minimale Hemmkonzentration fir 90% der untersuchten Bakterienstdmme

Aus den o.a. Daten lasst sich ableiten, dass die angefuhrten Reinsubstanzen in der Regel
log Pow-Werte zwischen - 1,3 (Tetracyclin) und 4, 27 (Mezlocillin) besitzen. Bis ca. log Pow
3 spricht man von nicht lipophilen bzw. eher yhdrophilen Stoffen Substanzen, darlber liegt

Lipophilie vor.
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3. Material und Methoden

3.1 Allgemeines

Die Zielsetzung der Arbeit war, eine leistungsfahige und nachweisempfindliche
Multimethode zur simultanen Bestimmung von diversen antibotisch wirkenden

Pharmaka in unterschiedlichen Wassermatrices zu entwickeln.

Aufgrund der zum Teil sehr komplexen molekularen Struktur der Wirkstoffe, der
relativ hohen Molekilmassen und der oft vorhandenen Thermolabilitat der Wirkstoffe
lag es nahe, ein flissigkeitschromatographisches Verfahren (HPLC) zur Auftrennung
der Wirkstoffe zu verwenden, obwohl einige Wirkstoffe auch gaschromatographisch
getrennt werden kdonnen (Tetracycline, z.T. Sulfonamide).

Die massenspektrometrische Detektion mittels eines Triple-Quadrupol-Systems war
ebenfalls bereits bei Projektplanung vorgesehen, um eine hdhere Selektivitat und
damit bessere Absicherung der Ergebnisse zu gewahrleisten.

Die Anreicherung der Substanzen aus den unterschiedlichen Wasserarten erfolgte
mittels Festphasenextraktion an 2zwei verschiedenen Phasen (s. Abbildung
Aufarbeitungsschema in Kap. 3.4).

Dieses Vorgehen war notwendig, um alle relevanten Substanzen mit entsprechend hohen
(Sollvorgabe > 70%) Wiederfindungen aus dem Wasser extrahieren und nachweisen zu
konnen. Dabei wurde bezliglich der bei einigen Substanzen teilweise etwas niedrigeren
Wiederfindungen ein Kompromiss eingegangen: fiir diese konnen in der Regel unter
speziellen Bedingungen — vor allem den pH-Wert und Trocknungsschritte, aber auch die
Festphasenauswahl betreffend — noch héhere Werte erzielt werden, allerdings zu Lasten der
dann teilweise drastisch zurlickgehenden Wiederfindungen bei anderen Wirkstoffen.

Die Wiederfindungen wurden mit unbelastetem Bonner Trinkwasser durchgefuhrt,
Wiederfindungstests mit anderen Wasserarten ergaben Signalunterdriickungen zwischen 30
und 50%. Diese Unterdrickung schwankt je nach Wasserbeschaffenheit und ist sehr von der
jeweiligen Wasserart abhangig.

Eine Mdglichkeit zur Berucksichtigung dieses Sachverhalts wéare die Verwendung jeweils
wasserspezifischer Unterdriickungsfaktoren, welche aus entsprechenden Wiederfindungen
berechnet werden missten. Dies ist sehr aufwendig und ware — da nicht sehr reproduzierbar
— quasi bei jeder Messserie fir jedes zu untersuchende Wasser neu zu bestimmen. Auch
die Verwendung des Standardadditionsverfahrens bei aufgestockten Proben (Dotierungen
mit bekannten Konzentrationen an Analyten) wirde zu einer nicht mehr bewaltigbaren

Menge an Einzellanalysen fiihren.
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Eine andere Moglichkeit ist die Verwendung mehrerer interner, z.B. deuterierter oder 13C-
markierter Standards. Da die Signalunterdriickung in einem Chromatographielauf permanent
schwankt (je nach Art der in diesem Moment miteluierten Matrix) ware es nétig, flr jeden
Analyten solch einen interen Standard zu verwenden.

Abgesehen von der nur fur ein oder zwei Substanzen bekannten Bezugsmoglichkeit fur
solche markierten Verbindungen ist der Erwerb sehr teuer, eine Spezialsynthese flur alle
Stoffe ware kaum finanzierbar. Es gilt also fur alle hier gemessen Werte die Vorbedingung,

daR die ,wahren® Werte um ca 30 — 50% hdher liegen als dargestellt.

Bemerkenswert ist, dass sich aufgrund methodischer Schwierigkeiten sowohl in den eigenen
Untersuchungen als auch in der Literatur keine Angaben zu Cephalosporinen geben bzw.
finden lassen. Dieser Befund ist ausschliellich auf methodische Probleme bei der
massenspektrometrischen Detektion zurlickzuflihren und konnte im Rahmen dieser Arbeiten

nicht gelést werden.

Weitere durchgefiihrte Arbeiten im Rahmen der Qualitatssicherung

- Im Rahmen der Beteiligung abn zwei BLAC-Ringversuchen 6/200 und 7/2002 konnten
bezlglich der darin untersuchten Antibiotika (Trimethoprim, Sulfamethoxazol,
Erythromycin, Roxithromycin, Clarythromycin, Sulfadimidin, Chloramphenicol) sehr gute
Ergebnisse erzielt werden. Insgesamt waren 4 bzw. 1 Probe(n) zu untersuchen (6/2000:
Standard, Oberflachenwasser gespikt, gereinigtes Abwasser sowie gereinigtes Abwasser

gespikt; 7/2002: Oberflachenwasser aus Isarkanal).

- Die bestimmten Werte lagen alle innerhalb der maximalen 100% Abweichung, welche vom
BLAC anlaBlich des am 10.08.00 in Dusseldorf durchgefiihrten Informationsgesprachs
vorgeschlagen worden war: die meisten Werte lagen sogar innerhalb einer 30%-
Spannweite zum Sollwert, in wenigen Fallen bei 40%-maximal 60% Abweichung zum
Sollwert. Da von 28 teilnehmenden Laboratorien im Ringversuch 6/2000 lediglich 5
Teilnehmer die Antibiotika-Wirkstoffe bestimmt hatten, hatte der Ausrichter des
Ringversuchs, das Bayerische Landesamt fur Wasserwirtschaft, Minchen (Dr. Kalbfus / Dr.

Sengl) keine gesonderte Einzelstatistik zu den untersuchten Substanzen vorgelegt.

Die Auswertung des zweiten Ringversuchs 7/2002 ergab fiir die untersuchten Substanzen

folgende Ergebnisse (Tabelle 7):
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Tabelle 7: Auswertung des zweiten Ringversuchs 7/2002

Substanz Einheit | Sollwert | Laborwert | STD % Abweichung |Z-Score
Clarithromycin ng/L 469,674 338 159,797 |- 28,0 -0,943
Erythromycin ng/L 175,012 | 190 148,700 |+ 8,6 0,075
Roxithromycin ng/L 317,016 | 224 142,042 |-29,3 -0,810
Sulfadimidin ng/L 180,500 |135 66,027 -25,2 -0,799
Sulfamethoxazol | ng/L 300,714 |272 152,029 |[-9,5 -0,248
Trimethoprim ng/L 92,546 86,4 21,75 -6,6 -0,311

Im folgenden werden alle im Rahmen dieser Arbeit relevanten Informationen zur
Probenahme und zur Analysenmethode (Anreicherung der Analyten aus Wasser,
Aufarbeitung, chromatographische  Trennung, massenspektrometrische  Detektion)

notwendigen Angaben en Detail gemacht.
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3.2 Probenahme

1. Universitatsklinikum Bonn:

Das Sammelabwasser der UKB wurde am zentralen Abwasseribergabepunkt, der
sogenannten ,Kaskade“ mittels eines einstellbaren automatischen Probenahmegerats der
Fa. Blhler, Tubingen, Typ PPE 84, (s. Abbildung 11) entnommen. Es wurden in der Regel
24-Std-Mischproben entnommen, einige wenige Proben stellen 2-Std-Mischproben sowie 5-

oder 7-Tage-Mischproben dar.

An diesem Entnahmepunkt wurden in einem Zeitraum von 12/2000 bis 06/2001 insgesamt
28 Proben gezogen (Anlagen 7.34 — 7.35).

Einzelne Kliniken oder Institut wurden nicht separat beprobt.

Abbildung 11: Probenahmegerat an Sammel-
abwasserentnahmepunkt UKB

Das Sammelabwasser ist dadurch charakterisiert, dass hier alle Abwasserteilstrome der
einzelnen Institute und Kliniken sowie auch das Niederschlagswasser von versiegelten
Flachen des Klinikums gemischt ankommen und von dort Uber eine Prallwand den
Venusberg hinunter zunachst in ein unterirdisches Rickhaltebecken und weiter zur
stadtischen Klaranlage (300.000 EW) geleitet werden.
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Die jahrliche Abwassermenge des UKB liegt bei durchschnittlich 280.000 m®Jahr (Angaben
UKB, Frischwasserverbrauch).

Hierzu sind Niederschlagsmengen von ca. 90.000 m®Jahr hinzuzurechnen, welche sich aus
der an den Abwasserkanal angeschlossenen versiegelten Flache des UKB (ca. 139.000 m?)
sowie aus der durchschnittlichen Niederschlagsmenge fur den Bereich Bonn (ca. 650 mm,
Angaben durch Meteorologisches Institut Uni Bonn) berechnen lassen.

Es resultiert daraus eine Gesamtabwassermenge von ca. 370.000 m*/Jahr.

2. Stadtische Klaranlage Bonn (300.000 EW) : Zu- und Ablaufe

Die Probenahme erfolgte hier an zwei Stellen: dem sogenannten Zulauf Sud, welcher die
Abwasser des UKB enthalt, sowie dem Ablauf des geklarten Abwassers in den Rhein.

Die Entnahme wurde vom Betriebspersonal der Anlage bzw. von automatisierten
Mischprobenziehern (Fa. Buhler) durchgefiihrt, wobei es sich an beiden Probenstellen
jeweils um 24-Std. Mischproben desselben Tages handelte.

Im Zeitraum zwischen 11/2000 und 06/2001 wurden an jeder Probenstelle 28 Proben

gezogen (Anlagen 7.36 — 7.39).

3. Weitere Klaranlagen

Es wurden jeweils nur die Auslaufe von drei zusatzliche, kleineren Anlagen beprobt, welche
auf 2000 bzw. 3000 und 6500 EW ausgelegt sind.

Die Anlagen entsprechen jeweils dem Stand der Technik (Grobrechen, Sandfang,
Vorklarung, Belebung mittels Umlaufgraben oder Belebungsbecken, Nachklarung mittels
Becken bzw. Dortmundbrunnen.

Die kleinste Anlage wurde nur zweimal (09 und 12/2000) beprobt, die beiden anderen
wurden von November bis Dezember 2000 je viermal beprobt (Anlagen 7.48, 7.52).

Im Rahmen weitere Untersuchungen fur das Landesumweltamt NRW wurden im Zeitraum 04
—09/2001 die Ablaufe weiterer zehn Klaranlagen beprobt (Anlagen 7.40 — 7.44)
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4. Oberflachenwéasser

Die Beprobung erfolgte jeweils als Stichprobe an folgenden Fliissen und Gewassern: Rhein,
Werre, Ems, Bach im Stadtgebiet Bad Minstereifel (Hohengebiet), Bach im Rhein-Sieg-
Kreis, Staugewasser.

Der Zeitraum der Probenahmen erstreckte sich von 09/2000 bis Ende 2001 (Anlagen 7.45 —
7.47,7.49 —7.50)

5. Rhein-Uferfiltrate, Grundwasser, aufbereitete Wasser
Die Entnahme erfolgte an verschiedenen, aus Griinden des Datenschutzes nicht

veroffentlichbaren, rheinnahen Brunnen, Pegeln und Wasserwerkszapfstellen jeweils als
Stichprobe im Zeitraum 12/2000 bis 06/2001 (Anlagen 7.51 -7.52)
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3.3

Standardsubstanzen

Die Quantifizierung (externe Quantifizierung) der untersuchten Analyten wie auch die

Wiederfindungsversuche erfolgten durch einen Mischstandard, der alle 29 Substanzen

enthielt. Die Einzelstandardlésungen (1000 mg/l) und der Mischstandard (10 mg/l) wurden

bei -18 °C gelagert. Die Kalibriergeraden flir den Messbereich von 1 — 500 ug/L sind in den

Anlagen 7.1 — 7.29 abgebildet.

Tabelle 8: Daten zu den verwendeten Standardsubstanzen

s M

Wirkstoff Bezugsquelle Best.-Nr. METES Re'? el (Grundform)
[mg] [%] [g/mol
g/mol]
Amoxicillin SIGMA A-8523 1000 | 87,00 365
Ampicillin-Trihydrat SIGMA A-6140 5000 | 99,40 349
Azithromycin Promochem USP04605-6 100 | 91,70 748
Benzylpenicillin-Na Fluka 13752 1000 | 99,00 334
Chlortetracyclin-HCI Riedel-de-Haen 46133 250 | 75,90 478
Ciprofloxacin-HCI-Hydrat Promochem USP113431-3 400 | 100,00 331
Clarithromycin Promochem USP13437-9 75 | 99,00 749
Clindamycin-HCI Promochem USP13600-2 200 | 100,00 424
Cloxacillin-Na-Hydrat Riedel-de-Haen 46140 250 | 99,30 435
Dicloxacillin-Na-Hydrat Riedel-de-Haen 46182 100 | 97,00 469
Doxycyclin-HCI SIGMA D-9891 1000 | 93,80 444

|Erythromycin SIGMA | E-6376 | 1000 | 95,90 733 |

[Flucloxacillin-Na Promochem | EPF0150000 | 250 | 94,80 453 |
Methicillin-Na Promochem USP41000-2 500 | 100,00 380
Mezlocillin-Na Promochem USP44330-7 350 | 94,00 539
|Nafci||in-Na Promochem USP45000-7 200 | 89,30 414
Ofloxacin SIGMA 0-8757 1000 | 99,40 361
Oxacillin-Na-Hydrat Riedel-de-Haen 46589 100 | 99,20 401
Oxytetracyclin-HCI Riedel-de-Haen 46498 250 | 98,00 460
Phenoxymethylpenicillin-K Riedel-de-Haen 46615 1000 | 95,00 350
Piperacillin-Na SIGMA P-8396 1000 | 99,10 517
Roxithromycin SIGMA R-4393 1000 | 91,30 837
Spiramycin Riedel-de-Haen 46745 100 | 87,50 843
Sulfadimidin Riedel-de-Haen 46802 250 | 99,90 278
Sulfamethoxazol Riedel-de-Haen 46850 250 | 99,90 253
Tetracyclin-HCI Riedel-de-Haen 46935 250 | 98,20 444
Trimethoprim SIGMA T-7883 1000 | 99,00 290
Tylosin-hemitartrat-Dihydrat Riedel-de-Haen 46992 250 | 91,00 915
Vancomycin-HCI SIGMA V-2002 100 | 94,40 1.449
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3.4 Festphasenextraktion (SPE)

Abbildung 12: Ablaufschema Festphasenanreicherung

500 ml Probe

500 ml Wasser

|

|

Baker SDB-2
200 mg
SPE-Kartusche

Waters OASIS
HLB 200 mg
SPE-Kartusche

Baker SDB-2
200 mg
SPE-Kartusche

Waters OASIS
HLB 200 mg
SPE-Kartusche

I

ll

I

I

Filtration durch Glasfaserfilter (bei Bedarf)
(Abwasserproben miissen zuvor zusatzlich
in einer Vakuum-Filtrationsapparatur von
groben Verunreinigungen gereinigt werden)
Zugabe von 200 mg EDTA-Dikaliumsalz
pH-Wert-Einstellung mit H,SO, (1N) oder
NaOH (1N) auf pH 4,0 + 0,1

Konditionierung mit
1 Saulenfullung (SF) MeOH
und 3 SF MilliQ-Wasser pH 4,0
(Die Kartusche darf nicht trockenlaufen !)

Die SDB-2-Kartusche mit MilliQ-Wasser pH 4,0 fillen und
die OASIS-Kartusche mit einem Teflonband-umwickelten

IAdapter luftblasenfrei auf die SDB-2-Kartusche stecken

Zugabe von 50 pl der
Standard-Lésung
29 Antibiotika (1 ppm)

1 1

1

Die Probe wird mit passendem Teflonband-umwickelten Schlauch-Adapter luftblasenfrei mit der
entsprechenden, vorkonditionierten SPE-Doppel-Kartusche verbunden.
Die Probe wird mit Hilfe einer 16-Kanal-Schlauchpumpe mit einer Flie3-Geschwindigkeit von 400 ml / h

(ca 17 Stunden) durch die Extraktionskartuschen gedriickt.

WASCHEN der Kartusche mit 2 SF MilliQ-Wasser pH 4,0

60-mindtiges TROCKNE

N der OASIS-Kartusche im intensiven N,-Strom , die SDB-Kartusche nur kurz mit Hilfe von
Vakuum leersaugen, keinesfalls trocknen!

Die Kartuschen werden nﬂ\KI?eband (,Magic Tape®) auf 20 ml-Schliff-Reagenzglasern 5\3fes gt. Die Elution erfolgt mit

W

W

SDB-2-Kartusche: OASIS-Kartusche: SDB-2-Kartusche: OASIS-Kartusche:
4x1 ml MeOH-HCOOH (100-1) 4x1 ml MeOH 4x1 ml MeOH-HCOOH (100-1) 4x1 ml MeOH
(viv) (viv)
\\ [/ \\ [/

Das SDB-2-Eluat wird im Wasserbad bei 35 °C mit einem schwachen N,-Strom (Evaporator SLS03, Fa. SLS GbR,

Bad Munstereifel) bis zur Trockne, das OASIS-Eluat bis auf ein Volumen von ca. 1 ml eingeengt.
Das OASIS-Eluat wird mit einer Pasteurpipette in das SDB-2-Reagenzglas uberfuhrt; das OASIS-Glas wird
anschlieBend 3 x mit jeweils 0,5 ml Methanol gewaschen. Die Waschlésungen werden mit dem Eluat vereinigt.

Im N,-Strom, bis eben zur Trockne einengen !

\'4

v

Messung Lagerung
Rickstand in 0,5 ml Wasser- . Rickstand in 2ml MeCN
MeCN (95-5) (v/v) aufnehmen. aufnehmen.

Mit dem Probenextrakt mehrmals
die Reagenzglaswand abspulen
(Pasteurpipette).

Extrakt (bei Bedarf durch einen
Einmal-Glasfaserfilter) in ein
HPLC-Vial abfiillen .

e Reagenzglas mit einem
Kunststoff-Stopfen verschlielen
und bei —18 °C im
TiefkUihlschrank lagern
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Die in Abbildung 12 schematisch beschriebene SPE-Anreicherung dient der Erhéhung der
Analytenkonzentration um den Faktor 1000. Aus Griinden einer Zeitersparnis werden nur
500 ml Probevolumen eingesetzt, da die daraus erhaltene Messlésung von 500 ul ein
ausreichendes Volumen auch fur Mehrfachbestimmungen darstellt.

Eine Zugabe von EDTA zum Probevolumen bewirkt zum einen hdhere Wiederfindungsraten
bei den Tetracyclinen und den Fluorchinolonen, zum anderen verbessert sich die
Reproduzierbarkeit der Wiederfindungsraten tber das gesamte Spektrum der untersuchten
Antibiotika.

Mit dem SPE-Material OASIS HLB (Waters, Eschborn) kénnen alle untersuchten Antibiotika
bis auf die beiden Aminopenicilline Amoxicillin und Ampicillin angereichert werden. Sollen
diese beiden Substanzen in das Untersuchungsspektrum aufgenommen werden, ist es
notwendig, das Eluat der OASIS-Kartusche bei der Anreicherung aufzufangen und einer
zusatzlichen Anreicherung auf einer SDB-2-Kartusche (Baker, Deventer, Holland)
zuzufuhren. Im einfachsten Fall verbindet man beide Kartuschen Uber einen Adapter, wobei
aber die Anreicherung auf der OASIS-Kartusche vor der auf der SDB-2-Kartusche erfolgen
mufd.

Bei der Verwendung dieser Doppelkartusche ist es notwendig und arbeitserleichternd, wenn
das Probevolumen durch die Kartusche gepumpt wird, da der Einsatz von Vakuum beim
Durchsaugen des Probevolumens durch die Kartuschen dazu flihrt, dass die untere der
beiden Kartuschen im Laufe der Anreicherung leer gesaugt wird mit der Folge
unreproduzierbarer Wiederfindungsraten. Hier konnten auch Abdichtungsbemihungen mit
Teflonband im Kartuschensystem keine Abhilfe schaffen.

Als gut geeignet fur den Pumpvorgang haben sich mehrkanalige Schlauchpumpen erwiesen,
bei denen man mit Anpresshebeln den Pumpdruck jedes einzelnen Kanals individuell regein
kann. Durch die Wahl des Pumpschlauchmaterials und die Verwendung von
Teflonschlauchen auferhalb des Pumpenkodrpers konnen Verluste durch Adsorption am
Silikonmaterial des Pumpschlauchs substanzspezifisch minimiert bzw. verhindert werden.
Die Trocknung der OASIS-Kartuschen verbessert die Wiederfindungen der hier
angereicherten Antibiotika.

Zur Elution der beiden Aminopenicilline von der SDB-2-Kartusche ist es notwendig, die
Elutionskraft des Methanols durch die Zugabe von 1% (v/v) Ameisensaure zu erhdhen. Da
Benzylpenicillin im OASIS-Eluat saureempfindlich reagiert, muss der SDB-2-Extrakt vor der
Vereinigung beider Eluate vollstandig zur Trockne eingeengt werden.

Das abschlieRende Umldsen des Gesamtextraktes wird notwendig, da eine grof’e Anzahl
der hier untersuchten Penicilline mit Methanol sehr stabile Methanol-Addukte bildet, die bei
der massenspektrometrischen Detektion am APl 2000 nach der chromatographischen

Trennung nicht gespalten werden kénnen, so dass die Quantifizierung behindert wird.
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3.5 Trennung der Analyten durch Flissigchromatograpie (HPLC)

Die Trennung der Analyten erfolgt apparativ auf einem Komplettsystem der 1100er-Serie

(Agilent Technologies, Waldbronn) nach folgendem Schema (Tabelle 9):

Tabelle 9: HPLC-Parameter

SYNERGI Hydro-RP 150 x 2,0 mm 4 pm,
Trennsaule Phenomenex, Aschaffenburg
auch méglich SYNERGI Polar-RP in gleicher Dimension
A: 0,1% Ameisensaure in Wasser
Eluent B: Acetonitril (0,1% Ameisensaure)
T= 0min 0% B
2 min 0% B
. 30 min 95% B
Gradient 35min  95% B
36 min 0% B
60 min 0% B
FluBrate 0,2 ml/ min
Temperatur des 30 °C
Saulenofens
Injektionsvolumen 10 pl

Beide angegebenen Trennsdulen eignen sich hinsichtlich der Retention und der
chromatographischen Trennung der Einzelsubstanzen, soweit eine Trennung aufgrund der
massenspektrometrischen Detektion noch erforderlich bzw. gewinscht ist. Die Saulen
unterscheiden sich in ihrer Retentionskraft gegenlber polaren Substanzen. Bei der Hydro-
RP-Phase handelt es sich um eine C18-Phase mit polarem Endcapping, die sich fir die
Chromatographie nicht-polarer und polarer Substanzen bzw. Mischungen beider
Substanzklassen eignet. Die Polar-RP-Phase bietet sich als ethervernetzte Phenylphase mit
polarem Endcapping auch fiir die Chromatographie sehr polarer Substanzen an. Beide
Saulen liefern grundsatzlich gute Peakscharfen im Chromatogramm, wobei die Hydro-RP bei
den Fluorchinolonen vorteilhafter ist, die Polar-RP dagegen bei den Tetracyclinen.

Die beiden SYSNERGI-Saulen besitzen die Stabilitat, auch unter 100% wassrigen
Bedingungen eingesetzt werden zu kénnen. Diese Bedingungen sind in der vorliegenden
Chromatographie zu Beginn erforderlich, um auswertbare Peakformen der Aminopenicilline

zu erhalten, die zuerst von der Saule eluieren.
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3.6 Massenspektrometrische Detektion der Analyten

Nach der chromatographischen Trennung der Analyten erfolgt die Detektion der einzelnen
Substanzen durch ein Triple-Quadrupol-Massenspektrometer AP12000 (Applied Biosystems,
Darmstadt) im Multiple-Reaction-Mode (MRM) mit positiver Electrospray-lonisierung (ESI+).
Nachfolgend sind die Gerateparameter (Abbildung 13) und die susbstanzspezifischen

Parameter (Tabelle 10) aufgefihrt:

Gerateparameter

Steuersoftware: ANALYST 1.1 (Applied Biosystems, Darmstadt)
Gesamtdauer: 60 Minuten (incl. Aqulibrierungszeit der HPLC-Anlage)

Abblidung 13: Gerateparamter der massenspektrometrischen Detektions-Methode

Mass Spectrometer Method Properties
Period: 1

Duration: 20 mins

Cycle Time: 1,050 secs

# Cycles: 1143

Period Delay: 10 mins

Period: 1 Experiment: 1
Scan Mode: None

Scan Type: Positive MRM
Resolution Q1: UNIT

Resolution Q2: UNIT

Intensity Thres.: 0,00 cps

Smart Settling: Off

Settling Time: 0,00 ms

MR Pause: 5,00 ms

MCA: No

Curtain Gas: 25 Psi

lon Spray Voltage: 5500 V
Temperature: 375 °C

lon Source Gas 1: 40 Psi

lon Source Gas 2: 80 Psi

Interface Heater: On

Collision Gas: 2

Step Size: 0,00 amu

Valco Valve Method Properties

Time 0,0 min Position B (Waste)
Time 20,0 min Position A (Spectrometer)
Time 40,0 min Position B (Waste)
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Substanzspezifische Parameter

Tabelle 10: Gerateparamter der massenspektrometrischen Detektions-Methode

365.9 | 1141 30 10 380 -10 18 30 4.0
349.9 | 106.0 30 36 380 -9 16 25 0.5
334.9 | 159.9 30 36 380 -10 16 20 25
436.0 | 160.0 30 60 200 -10 22 21 25
469.9 | 159.9 30 55 380 -10 23 21 1.5
453.9 | 159.9 30 60 380 -10 24 23 2.0
381.0 | 165.1 30 16 380 -10 18 27 2.0
539.9 | 296.1 30 70 380 -10 26 31 5.5
415.0 | 198.9 30 46 380 -10 20 21 2.5
402.0 | 159.9 30 55 380 -10 18 17 2.0
518.1 | 1431 30 65 380 -10 26 33 2.0
350.9 | 160.1 30 55 380 -10 17 15 2.0

375.3 | 83.2 30 14 380 -10 20 37 2.0
748.4 | 158.2 30 60 380 -10 36 4 1.5
425.0 | 126.3 30 55 380 -10 20 39 0.5
716.4 | 158.2 30 54 380 -10 34 42 1.5
837.2 | 158.1 30 46 380 -10 36 49 1.0
4224 | 174.2 30 14 380 -10 20 29 2.0
916.2 | 174.2 30 110 380 -10 45 53 1.5
725.4 | 143.9 30 45 380 -10 34 24 2.0

291.0 | 2302 | 30 | 60 | 380 | 10 | 16 | 35 | 35 |
279.0 [ 1861 | 30 | 26 | 380 | 10 | 14 | 25 | 25
2539 | 1560 | 30 | 33 [ 380 | 10 | 14 | 23 [ 15

332.0 | 288.1 30 55 380 -10 16 27 5.0
362.0 | 318.1 30 55 380 -10 17 29 6.0

479.0 | 443.9 30 18 380 -10 23 29 9.0
445.0 | 428.0 30 20 380 -9 20 29 9.0
461.0 | 426.0 30 16 380 -9 22 29 8.5
445.0 | 410.2 30 15 380 -9 22 30 8.5

N
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Die vorgenannten Parameter des Massenspektrometers, insbesondere die angegebenen
Potentiale geben Werte wieder, die individuell fir das hier verwendete Massenspektrometer
optimiert sind. Fir andere Gerate des gleichen Typs oder bei Wechsel des Interface im
verwendeten Massenspektrometer aufgrund von Reparaturmallnahmen missen die

optimalen Werte neu ermittelt werden.

Abb. 14 gibt beispielhaft das Chromatogramm eines 200 pg/L — Mischstandards wieder.

Abbildung 14: Chromatogramm des 200 pg/L-Mischstandards

IXIC of +MRM (31 pairs). 365,9/114,1 amu from Sample 3 (STD 28Antibiotika 200 ppb) of 29 Antibiotika + Clotrimazol 2002-05-02. wiff Max. 1,9e4 cps.
2,0e5

1,9e5
1 8es Standard 200 ppm

1_?25: |
‘I_ISES:

1.555. |
1,4e5

1,3e5 |
1,2e5

1,165+ |

1,085 | |

Intensity, cps

9,0e4 |

8.0ed |.
?.Ded-:

S.Ded-. | |

5,064 fl
4.054. | | :'J I
3,04 , 1M I Hi
2,0ed

1,084 it UL T

10 1" 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 23 24 25 28 27 28 29
Time. min
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3.7 Wiederfindungen, Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Zur Bestimmung der Wiederfindungsraten wurde Trinkwasser in vier verschiedenen
Konzentrationsniveaus mit der Mischstandardlésung dotiert und entsprechend des
Festphasenextraktions-Schemas aufgearbeitet. Die Mehrfachbestimmungen ergaben
folgende Ergebnisse (Tabelle 11, Anlagen 7.30 — 7.33):

Tabelle 11: Wiederfindungsraten bei verschiedenen Konzentrationsniveaus

Wiederfindungen 200 ng/L 40 ng/L 10 ng/L 1 ng/L
6 fach - Bestimmung 6 fach - Bestimmung 6 fach - Bestimmung 4 fach - Bestimmung
WDF [%] + WDF [%] * WDF [%] * WDF [%] +
ANTIBIOTIKUM [ng/1]

Amoxicillin Il 4 44 5 37 8 <NG —
Ampicillin 65 5 44 3 42 4 48 8
Benzylpenicillin 78 6 73 20 64 8 130 16
Cloxacillin 92 4 96 7 94 9 137 40
Dicloxacillin 106 7 92 4 90 10 123 22
Flucloxacillin 106 6 96 4 89 10 135 47
Methicillin 74 10 60 17 63 14 128 38
Mezlocillin 98 5 96 3 91 10 130 33
Nafcillin 86 4 73 9 70 8 103 6
Oxacillin 103 8 91 5 90 6 93 25
Phenoxymethylpenicillin 90 3 94 6 89 6 140 17
Piperacillin 90 3 97 4 83 4 126 32
Azithromycin 84 6 84 4 71 11 94 13
Clarithromycin 114 9 114 5 121 19 134 4
Clindamycin 87 8 73 9 83 28 103 11
Erythromycin 112 7 75 3 108 15 109 22
Roxithromycin 132 14 105 6 117 6 121 10
Spiramycin 76 3 79 3 65 9 82 13
Tylosin 120 12 103 9 108 6 <NG —
Vancomycin 91 5 109 17 65 13 <NG —
Trimethoprim | [ 117 [ 8 | 112 [ 4 | 120 [10 | 177 [32 |
Sulfadimidin 96 7 91 3 920 9 154 33
Sulfamethoxazol 99 5 90 4 104 6 203 34
Ciprofloxacin 70 4 63 8 61 14 <NG —
Ofloxacin Il 3 61 4 56 8 67 27
Chlortetracyclin 101 4 95 6 75 7 <NG —
Doxycyclin 98 2 85 6 63 12 <NG —
Oxytetrycyclin 109 5 89 4 77 4 <NG —
Tetracyclin 94 5 90 8 78 20 <NG —
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Tabelle 12: Nachweis- und Bestimmungsgrenzen

Wirkstoff | BG[ng/l]] NG [ng/l]|
Amoxicillin 10 5
Ampicillin 10 5
Benzylpenicillin 10 5
Cloxacillin 10 5
Dicloxacillin 10 5
Flucloxacillin 10 5
Methicillin 10 5
Mezlocillin 10 5
Nafcillin 10 5
Oxacillin 10 5
Piperacillin 10 5
Phenoxymethylpenicillin 10 5
Azithromycin 5 1
Clarithromycin 2 0,5
Clindamycin 5 1
Erythromycin 5 2
Roxithromycin 5 2
Spiramycin 5 2
Tylosin 5 2
Vancomycin 50 30
Trimethoprim \ 5 | 2 |
Sulfadimidin 5 2
Sulfamethoxazol 5 1
Ciprofloxacin 10 5
Ofloxacin 5 2
Chlortetracyclin 25 10
Doxycyclin 20 10
Oxytetracyclin 20 10
Tetracyclin 20 10

BG = Bestimmungsgrenze; NG = Nachweisgrenze

Die in Tabelle 12 angegebenen Nachweis- und Bestimmungsgrenzen wurden aus den
entsprechenden Massenspuren anhand ihres Signal/Rauschverhaltnisses (NG: S/N = 3; BG:

f = 2) abgeschatzt und zur Sicherheit mit einen Faktor 2 versehen sowie jeweils aufgerundet.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1 Konzentration relevanter Antibiotika in verschiedenen Wasser-

kompartimenten

Das Vorkommen verschiedener Pharmazeutika in Grund-, Roh-, Trink- und Abwassern
sowie in Oberflachengewassern war in den letzten Jahren Thema einer Reihe von
Publikationen [ALDER 2001; HEBERER 1997a, 1997b, 2001a, 2002; KUMMERER 2001;
SACHER 2001; TERNES 1998a, 2001a].

Bezluglich der Konzentration unterschiedlicher Antibiotika in  verschiedenen
Wasserkompartimenten wird auf eine Ubersichtsarbeit von Heberer [HEBERER 2002]
verwiesen.

Hierin wurde insbesondere auf verschiedene, in Deutschland, in der Schweiz und in den
Vereinigten Staaten durchgefiihrte Studien hingewiesen (siehe HEBERER 2002), in welchen
das Auftreten und der Abbau einer Vielzahl antibaktierieller Substanzen in

Klaranlagenablaufen, Oberflachenwassern und Grundwassern untersucht wurden.

In diesen Arbeiten konnten Antibiotika-Wirkstoffe in Abwasser- und Oberflachen-
wasserproben in geringen Konzentrationen bis in den unteren ug/L-Bereich nachgewiesen
werden.

Bei den nachgewiesenen Wirkstoffen handelte es sich um die Makrolid-Antibiotika
Clarithromycin, Erythromycin (in Form seines Metabolits Dehydrato-Erythromycin),
Roxithromycin  und Lincomycin, Sulfonamide (Sulfamethoxazol, Sulfadimethoxin,
Sulfamethacin und Sulfathiazol), Fluorchinolone (Ciprofloxacin, Norfloxacin und

Enrofloxacin), sowie Chloramphenicol, Tylosin und Trimethoprim.

Ruckstande von Wirkstoffen aus der Klasse der Penicilline und der Tetracycline konnten in
verschiedenen Wassermatrices nicht ermittelt werden, wie aus einer Untersuchung von
Abwassern, Oberflachenwassern und Grundwasserproben in Deutschland durch Hirsch et al.
[HIRSCH 1999] hervorgeht.

Dies kann zum einen mit der leichten Hydrolysierbarkeit der Penicilline — welche zu einer
Vielzahl von Metaboliten flhrt - und zum anderen mit der Tendenz der Tetracycline zur
Bildung von schwerléslichen Erdalkali-Komplexen erklart werden. Diese komplexierten
Tetracycline binden vermutlich bevorzugt an Feststoffanteilen wie Klarschlamm oder
Sediment und entziehen sich somit dem Nachweis in der wassrigen Phase [DAUGHTON
1999].
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a. Sammelabwasser der Universitatsklinikums Bonn

Die eigenen Untersuchungen fir das Sammelabwasser des Universitidtsklinikums Bonn

ergaben folgendes Bild:

Tabelle 13:  Antibiotikakonzentrationen (reiner Wirkstoff) im Sammelabwasser des Universitats-
klinikums Bonn: (jeweils Mischproben, n = 28)

Wirkstoffklasse Gehalte Mittelwerte Median Hauptkomponenten
[Hg/L] [Hg/L] [Hg/L]

Penicilline 0,01 -35,9 3.1 0,3 Piperacillin, Ampicillin,
Mezlocillin, Flucloxacillin,

Makrolide 0,9-9,7 3,7 3,2 Clindamycin, Erythromycin,
Clarithromycin,

Fluorchinolone 3,0-32,8 14,7 14,7 Ofloxacin, Ciprofloxacin,

(Gyrasehemmer)

Sulfonamide 1,3 — 16,9 8,5 8,0 Sulfamethoxazol

Trimethoprim 1,1- 8,0 3,2 2,7

Tetracycline 0,04 -0,5 0,17 0,13 Doxycyclin, Oxytetracyclin

Vancomycin <0,06-1,7 0,5 0,6

Summe 15,7 -61,8 34,0 35,0

In der Wirkstoffklasse der Penicilline konnten Ampicillin, Flucloxacillin, Mezlocillin und
Piperacillin durchgangig nachgewiesen werden. Es ergaben sich mittlere Gesamt-
konzentrationen von 3,1 ug/L, der Median lag bei 0,3 pg/L. Ampicillin und Piperacillin
konnten als die beiden nach ihrer Wirkstoffmenge am haufigsten verabreichten Antibiotika im
Universitatsklinikum Bonn jeweils mit Spitzenkonzentrationen von 6 bzw. 26 ug/L detektiert
werden. Das Penicillin-Antibiotikum Piperacillin allein macht nach Angaben der Apotheke des
Universitatsklinikums  Bonn ein  Viertel der Gesamtwirkstoffmenge aller im

Universitatsklinikum verabreichten Antibiotika aus.

In der Gruppe der Makrolid-Antibiotika (Azithromycin, Clarithromycin, Erythromycin,

Roxithromycin und Spiramycin) wurden die ersten vier genannten Vertreter und Clindamycin
als Lincosamid-Antibiotikum konsistent in allen Proben nachgewiesen. Durchschnittliche
Gesamtkonzentrationen von 3,7 pg/L mit Spannbreiten von 0,9 bis 9,7 pug/L und einem
zugehdrigen Medianwert von 3,2 pg/L konnten fir diese Wirkstoffe ermittelt werden.
Erythromycin und Clindamycin nehmen dabei analog ihrer Verabreichungsmenge im
Universitatsklinikum Bonn Spitzenpositionen ein. So konnten fur Erythromycin (in Form des
Dehydrato-Erythromycin) Konzentrationen von 0,05 bis dber 7,1 ug/L gefunden werden.
Neben Erythromycin war das Lincosamid-Antibiotikum Clindamycin mit Gehalten von 0,1 bis

fast 3,5 pg/L nahezu durchweg nachweisbar.
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Die ebenfalls zum Untersuchungsspektrum gehérenden Wirkstoffe aus der Klasse der

Fluorchinolone (Ciprofloxacin und Ofloxacin) konnten im Sammelabwasser des

Universitatsklinikums entsprechend ihrer haufigen Anwendung in der Klinikums-Therapie mit
hohen mittleren Gesamtkonzentrationen und einem Median von je 14,7 pg/L bestimmt
werden. Die Gesamtgehalte erreichten dabei maximale Werte von 32,8 pg/L (Ciprofloxacin:
13,8 ug/L; Ofloxacin: 24 pg/L). Hartmann et al. [HARTMANN 1998] wiesen in
Krankenhausabwassern Ciprofloxacin-Konzentrationen von 3 bis 87 pg/L nach; die dort
gemessenen Spitzenkonzentrationen lagen damit um den Faktor 6 héher als in den eigenen
Untersuchungen.

An dieser Stelle sei bereits auf die toxikologischen und umweltdékologischen Aspekte im
Zusammenhang mit Ciprofloxacin hingewiesen, welchen eine hohe Relevanz beigemessen

wird.  Einzelheiten dazu werden in Kapitel 4.5 im Detail behandelt.

Das zur Gruppe der Sulfonamide gehérende Sulfamethoxazol konnte im Sammelabwasser
des Universitatsklinikums Bonn im Mittel mit einem Gehalt von 8,5 ug/L (Spitzenwert: 17,0
Mg/L, Median: 8,0 ug/L) bestimmt werden; Trimethoprim, das in der Regel als
Kombinationspraparat in Verbindung mit Sulfamethoxazol (Verhaltnis Sulfamethoxazol /
Trimethoprim 5:1) verabreicht wird, war dementsprechend mit mittleren Konzentrationen von
3,2 yg/L (Median 2,7 ug/L) im Sammelabwasser nachweisbar, wobei Spitzen von bis zu 8,0

Mg/L erreicht wurden.

Innerhalb der Gruppe der Tetracycline (Chlortetracyclin, Doxycyclin, Oxytetracyclin und
Tetracyclin) wurden die drei letztgenannten Vertreter im Sammelabwasser des
Universitatsklinikums als Gesamtmenge mit Mittelwerten von 0,17 pg/L (Median: 0,13 pg/L)

und Hochstwerten von 0,5 pg/L nachgewiesen.

Das Glycopeptid-Antibiotikum Vancomycin, welches eine wichtige therapeutische Reserve
gegen multiresistente Staphylococcus aureus- und Enterokokken-Stamme darstellt und bei
Patienten mit lebensbedrohlichen MRSA-Infektionen eingesetzt wird, wurde im
Universitatsklinikum Bonn im Jahre 2000 in einer Gesamtmenge von ca. 6 kg des reinen
Wirkstoffs eingesetzt. Im Mittel konnte im Sammelablauf des Universitatsklinikums
Vancomycin in einer Konzentration von 0,5 ug/L - mit Spitzenkonzentrationen bis zu 1,7 pg/L

und einem Median von 0,6 ug/L - nachgewiesen werden.
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Im Gegensatz zu den im vorangegangenen Abschnitt dargestellten Befunden uber die
Antibiotika-Wirkstoffmengen in Krankenhausabwassern — hier im Sammelabwasser des
Universitatsklinikums Bonn - lassen sich bei der Darstellung der Ergebnisse flir den Zu- und
Ablauf von kommunalen Klaranlagen und fur diverse Oberflachenwasser weitaus mehr
Vergleichswerte in der einschlagigen Fachliteratur [HIRSCH 1999; LINDSEY 2001] finden,

S.u..

b. Zu-und Ablaufe von verschiedenen Klaranlagen

In den eigenen Untersuchungen am Zu- und Ablauf der kommunalen Klaranlage, in die auch

das Sammelabwasser des Universitatsklinikums Bonn gelangt, ergab sich folgendes Bild:

Tabelle 14:  Antibiotikakonzentrationen im Zulauf einer kommunalen Klaranlage (300.000 EW,
jeweils 24-Std. Mischproben, n = 28)

Wirkstoffklasse Gehalte | Mittelwerte Median Hauptkomponenten
[pa/L] [ng/L] [wg/L]
Penicilline <0,01-3,7 0,7 0,05 Piperacillin, Ampicillin,

Amoxicillin, Mezlocillin,
Flucloxacillin,

Makrolide 0,2-1,3 0,8 0,7 Erythromycin,
Clarithromycin, Clindamycin,
Roxithromycin

Fluorchinolone 0,02-14 0,5 0,3 Ciprofloxacin, Ofloxacin

(Gyrasehemmer)

Sulfonamide 0,2-1,7 1,0 1,0 Sulfamethoxazol

Trimethoprim 0,1-0,3 0,2 0,2

Tetracycline <0,02 - (0,05) (0,03) Doxycyclin, Oxytetracyclin
0,17

Vancomycin <0,05-0,1 (0,03) (0,05)

Summe 1,4—-46 3,0 4.0

Wirkstoffe aus der Gruppe der Penicilline, vor allem Piperacillin und Ampicillin, zahlen
sowohl im Klinikbereich als auch im ambulanten Bereich (hier jedoch vor allem
Phenoxymethylpenicillin und Amoxicillin (s. Tabelle 2, Einleitung) zu den am haufigsten
verwendeten Antibiotika.

Erstaunlicherweise lassen sich zur Gruppe der Penicilline in der Literatur nahezu keine
quantitativen Angaben fir ihr Vorkommen in den verschieden Wasserkompartimenten
finden. Heberer [HEBERER 2002] erklart diesen Umstand mit der leichten Hydrolysierbarkeit
dieser Substanzen.

Umso bemerkenswerter ist der Nachweis dieser Wirkstoffklasse mit den Hauptkomponenten
Piperacillin, Ampicillin, Amoxicillin, Mezlocillin und Flucloxacillin auch im Zulauf der

stadtischen Klaranlage (EW 300.000) mit Summenkonzentrationen von 0,7 pg/L und
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medianen Werten von 0,05 ug/L , wobei Spitzenkonzentrationen von 3,7 ug/L gefunden
werden konnten. Auch im Zulauf der Klaranlage fihren die beiden verwendungsstarksten
Penicilline im Universitatsklinikum - Piperacillin und Ampicillin — die Rangliste in dieser
Wirkstoffklasse mit Spitzenwerten von 2,7 bzw. 0,4 ug/L an. Dies ist eindeutig als Hinweis
auf eine Belastung des kommunalen Abwassers zu werten, da gerade diese beiden

Substanzen fir den ambulanten Bereich kein Rolle spielen.

Eine ahnliche Verteilung ergibt sich fur den Ablauf der stadtischen Klaranlage. Im Gegensatz
zu den Untersuchungsergebnissen von Hirsch et al. [HIRSCH 1999] konnten in den eigenen
Untersuchungen Penicilline mit den Hauptkomponenten Piperacillin, Mezlocillin,
Flucloxacillin mit einem Gesamtmittelwert von 0,1 ug/L (Median 0,09 ug/L) im Ablauf
nachgewiesen werden. Einen Spitzenwert konnte auch hier das Piperacillin mit fast 0,5 ug/L
erzielen. Im Ablauf einer landlichen Klaranlage (2000 EW) wurde Amoxicillin im unteren
ng/L-Bereich nachgewiesen.

Weitere Untersuchungen an Ablaufen von zwei Klaranlagen kleinerer Kommunen (KA 1:
3000 EW, KA 2: 6500 EW, n = je 4) ergaben fur Amoxicillin fir den Ablauf der ersten
Klaranlage Werte von 2 —24 ng/L (Mittelwert: 15 ng/L), die zweite Klaranlage wies im Ablauf
relativ hohe Amoxicillingehalte von 0,1 — 0,5 pg/L (Mittelwert 0,3 pg/L) auf neben geringen
Konzentrationen von Ampicillin ( 2 — 26 ng/L). Der letztere Fund kann durch die Einleitung

von Krankenhausabwassern in diese Klaranlage plausibel gemacht werden.

Tabelle 15: Antibiotikakonzentrationen im Ablauf einer kommunalen Klaranlage (300.000 EW,
jeweils 24-Std. Mischproben, n = 28):

Wirkstoffklasse Gehalte | Mittelwerte | Median Hauptkomponenten
[ug/L] [bg/L] [ng/L]

Penicilline <BG-0,5 0,1 0,09 Piperacillin, Mezlocillin,
Flucloxacillin,

Makrolide 0,1-0,5 0,2 0,17 Erythromycin, Clarithromycin,
Clindamycin, Roxithromycin

Fluorchinolone 0,01 -10,08 0,04 0,04 Ciprofloxacin, Ofloxacin

(Gyrasehemmer)

Sulfonamide 0,1-04 0,24 0,24 Sulfamethoxazol

Trimethoprim 0,01 -0,08 0,02 0,01

Tetracycline <BG-0,04 - - Doxycyclin,

Vancomycin <BG-0,16 (0,07) <BG

Summe 04-11 1,0 1,0
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Wie bereits in Kapitel 3.1 dargestellt, wurden Cephalosporine, die wie die Penicilline zur
Klasse der beta-Lactam-Antibiotika gehoéren, aufgrund methodischer Probleme nicht
detektiert. Auch in der Fachliteratur lassen sich keine Angaben zum Vorkommen von
Cephalosporinen in verschiedenen Wasserkompartimenten finden. Dies bedeutet nicht, dass
Cephalosporine nicht grundsatzlich vorkommen kdnnen. Es bedeutet lediglich, dass sie
bislang aufgrund allgemeiner methodischer Probleme nicht in Umweltkompartimenten

nachgewiesen werden konnten.

Einige Makrolid-Antibiotika (Azithromycin, Clarithromycin, dehydato-Erythromycin,

Roxithromycin) und das Lincosamid-Antibiotikum Clindamycin konnten sehr konsistent im

Zulauf der stadtischen Klaranlage nachgewiesen werden. lhre Gesamtkonzentration lag im
Durchschnitt bei 1,0 pg/L, es wurden daneben aber auch Spitzenwerte von 1,4 ug/L erreicht.
Erythromycin, Clarithromycin und Clindamycin machen dabei den gréf3ten Anteil aus, mit
Maximalkonzentration von jeweils 1,0 flir Erythromycin bzw. 0,2 ug/L.

Hirsch et al. [HIRSCH 1999] konnten im Klaranlagenablauf dh-Erythromycin in einer mittleren
Konzentration von 2,5 ug/L nachweisen, die maximale Konzentration lag bei 6,0 ug/L.

Die eigenen Untersuchungen am Ablauf der stadtischen Klaranlage (300.000 EW) ergaben
fur dh-Erythromycin Konzentrationen zwischen 26 — 539 ng/L. Damit liegen die in den
eigenen Untersuchungen festgestellten Konzentrationen zum Teil deutlich unter den

Konzentrationen, die von Hirsch et al. [HIRSCH 1999] nachgewiesen wurden.

Ein ahnliches Bild ergibt sich fur die zwei weitere Wirkstoffe der Makrolid-Antibiotika: Die von
Hirsch et al. [HIRSCH 1999] ermittelten Medianwerte beliefen sich fur Clarithromycin auf
0,24 pg/L (Einzelmessung) und fur Roxithromycin auf 0.68 pg/L. Eigene Messungen konnten
Maximalkonzentrationen fur Clarithromycin von 95 ng/L und fur Roxithromycin von 65 ng/L

nachweisen; die Werte liegen damit auch hier wieder unter den Vergleichswerten.

Neben Erythromycin ist Clindamycin das Makrolid-Antibiotikum, welches hinsichtlich der
nachgewiesenen Konzentrationen an zweiter Stelle steht. Im Abwasser der stadtischen
Klaranlage konnte Clindamycin in Konzentrationen zwischen 37 — 167 ng/L konsistent
nachgewiesen werden. In den beiden weiteren kleineren Klaranlagen KA 1 und KA 2 konnte
Clindamycin regelmafig zwischen 13 und 282 ng/L nachgewiesen werden. Insgesamt lieRen
sich aber alle funf Substanzen sehr konstant im Ablauf der stadtischen Klaranlagen
nachweisen, wobei sowohl das Spektrum der nachweisbaren Wirkstoffe nahezu identisch als
auch deren Konzentrationen jeweils vergleichbar waren.

Bemerkenswert ist, dass Erythromycin auch im Ablauf einer kleinen landlichen Klaranlage in
Konzentrationen zwischen 10 — 311 ng/L nachgewiesen wurde. Die Konzentrationen aller
Makrolid-Antibiotika, incl. des Lincosamid-Antibiotikums Clindamycin lagen im Ablauf der
landlichen Klaranlage jedoch deutlich unter denen der stadtischen.
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Die ebenfalls untersuchten Ablaufe der beiden kleineren Klaranlagen ergaben fir KA 1

Summenmittelwerte von 0,58 ug/L, sowie flr KA 2 0,42 ug/L.

Tabelle 16: Antibiotikakonzentrationen in den Ablaufen zweier kleinerer kommunaler Klaranlagen
(KA 1: 3000 EW; KA 2: 6500 EW, n = je 4, jeweils 24-Std. Mischproben)

Wirkstoffklasse Gehalte KA 1 Gehalte KA 2 Hauptkomponenten
[ug/L] [ug/L]
Penicilline 0,004 - 0,0021 0,121 - 0,538 | Amoxicillin, Ampicillin,
MW = 0,0016 MW = 0,152 Flucloxacillin, Oxacillin
Makrolide 0,176 — 0,708 0,072 - 0,653 | Erythromycin, Clarithromycin,
MW = 0,577 MW = 0,423 Clindamycin, Roxithromycin
Fluorchinolone 0,015-0,113 <NG - 0,048 | Ciprofloxacin, Ofloxacin
(Gyrasehemmer) MW = 0,072 MW = 0,026
Sulfonamide 0,313 -0,808 0,071 — 0,424 | Sulfamethoxazol
MW= 0,630 MW = 0,207 (Sulfadimidin in Spuren)
Trimethoprim 0,155 - 0,360 0,050 - 0,189
MW = 0,239 MW = 0,131
Tetracycline < 0,02 - 0,081 < 0,02 Doxycyclin, Oxytetracyclin
MW = 0,047
Vancomycin <0,05 <0,05
Summe (ug/L) 1,7-2,3 0,3-1,8
MW = 1,6 MW =11

Die Untersuchungen von Hirsch et al. [HIRSCH 1999] in Klaranlagen-Abldufen und
Oberflachenwassern ergaben nur bei 5 von 18 untersuchten Verbindungen (Dehydro-
Erythromycin, Roxithromycin, Clarithromycin, Sulfamethoxazol und Trimethoprim) einen
durchgangigen Nachweis dieser Substanzen. Die hdochsten Konzentrationen in Klaranlagen-
Abwassern wurden bei dem Erythromycin-Degradationsprodukt mit einem Medianwert von
2,5 pg/L und maximaler Konzentration von 6 pg/L nachgewiesen, wohingegen
Roxithromycin, Sulfamethoxazol, Trimethoprim und Clarithromycin mediane Konzentrationen

unterhalb von 1,0 ug/L aufwiesen.

Antibiotika der Klasse der Fluorchinolone wurden in der Schweiz von Golet et al. [GOLET

2001] in verschiedenen Klaranlagenablaufen analysiert. In diesen Untersuchungen konnten
Ciprofloxacin und Norfloxacin in Konzentrationen zwischen 249 und 405 ng/L und 45 — 120
ng/L nachgewiesen werden. Eine weitere verodffentlichte Untersuchung derselben
Arbeitsgruppe aus dem Jahr 2002 [GOLET 2002] konnte diese Ergebnisse bestatigen:

Ciprofloxacin wurde im unbehandelten Abwasser durchschnittlich mit 434 ng/L, Norfloxacin
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mit 388 ng/L bestimmt. Im Abfluss der Klaranlagen wurden Mittelwerte von 72 ng/L flr
Ciprofloxacin und 57 ng/L fir Norfloxacin nachgewiesen.

Diese Ergebnisse stehen in guter Ubereinstimmung mit den eigenen Untersuchungen, wobei
im Zulauf der stadtischen Klaranlage (300.000 EW) Fluorchinolone in mittleren
Gesamtkonzentrationen von 0,9 pg/L und Maximalkonzentration von 1,9 yg/L nachgewiesen
werden konnten, entsprechend 1,4 ng/L als Spitzenwert flr die Hauptkomponenten
Ciprofloxacin und 0,5 pg/L flr Ofloxacin. Im Ablauf dieser Klaranlage wurde eine mittlere
Gesamtkonzentration von 0,04 ug/L fiir die beiden untersuchten Fluorchinolone ermittelt, die
maximale Gesamtkonzentration betrug 0,080 ug/L.

Die Analyse von KA 1 und KA 2 ergab fur die Ablaufe im Mittel 0,072 bzw. 0,026 pg/L

Norfloxacin war in den eigenen Untersuchungen nicht im Untersuchungsspektrum enthalten.

Das zu der Gruppe der Sulfonamide gehérenden Sulfamethoxazol wurden von Hirsch et al.
[HIRSCH 1999] in deutschen Klaranlagenabwassern in Median-Konzentrationen von 0,4
Mg/L und in einer maximalen Konzentration von 2 ug/L nachgewiesen.

In den eigenen Untersuchungen konnte Sulfamethoxazol im Ablauf einer kommunalen
Klaranlage (300.000 EW) in mittleren und medianen Konzentrationen von jeweils 0,24 ug/L
und einer Maximalkonzentration von 0,4 ug/L nachgewiesen werden (Klaranlagenzulauf: 1,0
Mg/L jeweils im Mittel und Median, Spitzenkonzentration 1,7 ug/L). Damit liegen diese
Konzentrationen deutlich unter den Maximalkonzentrationen, die von Hirsch et al. (HIRSCH
1999) im Ablauf einer Klaranlage nachgewiesen wurden.

Auch im Ablauf einer landlichen Klaranlage konnte Sulfamethoxazol in einer Messung in
einer Konzentration von 0,8 pg/L nachgewiesen werden. Zwei weitere Klaranlagenablaufe
(KA 1 und KA 2) ergaben Mittelwerte von 0,21 und 0,63 pg/L.

Trimethoprim, das in der Regel in der Kombination mit Sulfamethoxazol (Verhaltnis: S/T 5:

1) eingesetzt wird, konnte im Zulauf der untersuchten stadtischen Klaranlage (300.000 EW)
in einer Konzentration von 0,2 pg/L im Mittel (Median: 0,18 ug/L) und mit
Spitzenkonzentrationen von 0,3 pg/L nachgewiesen werden. KA 1 und KA 2 ergaben
Mittelwerte von 0,24 und 0,13 ug/L im Ablauf.

Hirsch et al. [HIRSCH 1999] fanden fir Klaranlagenabldufe Konzentrationen von 0,32 ug/L
im Median und 0,66 ug/L als Maximalwert deutlich héhere Konzentrationen als in den
eigenen Untersuchungen fir diesen Wirkstoff ermittelt werden konnten: Hier lagen der
Mittelwert bei 20 ng/L und der Spitzenwert bei 80 ng/L .

Hirsch et al. [HIRSCH 1999] fanden darilber hinaus auch keine Tetracycline in Klaranlagen-
Ablaufen. In den eigenen Untersuchungen wurden Tetracycline im Zulauf einer stadtischen
Klaranlage in einer mittleren Gesamtkonzentration von 0,04 ug/L mit den Hauptkomponenten
Doxycyclin und Oxytetracyclin mit Spitzenkonzentrationen von 0,17 ug/L nachgewiesen. Im
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Ablauf dieser Klaranlage konnte Doxycyclin sporadisch nahe der Bestimmungsgrenze
detektiert werden, womit sich die eigenen Untersuchungen in etwa mit den oben erwahnten
decken.

Weitere Untersuchungen (KA 1 und KA 2 s. Tabelle) ergaben ebenfalls geringe Gehalte an
Doxycyclin und Oxytetracyclin in den jeweiligen Ablaufen (Mittelwerte: 0,014 — 0,047 pg/L).

Lindsey et al. [LINDSEY 2001] fanden jedoch auch Tetracycline (Chlortetracyclin,
Oxytetracyclin und Tetracycline) in US-amerikanischen Oberflachenwasserproben, die
jedoch in den eigenen Untersuchungen am Beispiel des Rheines nicht nachgewiesen

werden konnten.

Das Glycopeptid-Antibiotikum Vancomycin, dem als Reserveantibiotikum eine
herausragende therapeutische Bedeutung zukommt, konnte sowohl im Zulauf als auch im
Ablauf der kommunalen stadtischen Klaranlage mit Maximalkonzentrationen von 0,1 bis 0,2
Mg/L nachgewiesen werden. In Ablaufen von landlichen Klaranlagen war ein Nachweis nicht
maoglich. Auch hier liegen nach Kenntnis der Autoren bislang keine weiteren Daten von
Vancomycin in kommunalen Klaranlagenabldufen sowie in der Umwelt wie z.B. in

Oberflachenwassern und im Grundwasser vor.

Tabelle 17:  Antibiotikakonzentrationen in den Ablaufen von 10 kommunalen Klaranlagen
(LUA Klaranlagen, jeweils Stichproben)

Wirkstoffklasse Spannweiten der mittleren Hauptkomponenten
Antibiotikagehalte [ug/L]

Penicilline <NG -0,002 Amoxicillin, Mezlocillin, Piperacillin

Makrolide 0,130 - 0,896 Erythromycin, Clarithromycin,

Clindamycin, Roxithromycin,
Azithromycin

Fluorchinolone <NG - 0,066 Ciprofloxacin, Ofloxacin

(Gyrasehemmer)

Sulfonamide 0,011 — 0,586 Sulfamethoxazol
(Sulfadimidin z.T. in Spuren)

Trimethoprim <BG -0,0,157

Tetracycline <NG - 0,021 Doxycyclin, Oxytetracyclin

Vancomycin <NG

Summe (ug/L) 0,32 -1,66

Diese Werte sind mit denen der anderen, bisher besprochen Anlagen durchaus vergleichbar,
so dass gefolgert werden kann, dass derzeit die durchschnittlichen Antibiotika-Gehalte in

Ablaufen von Klaranlagen in Deutschland in der GroRenordnung < 1 pg/L liegen.
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c. Oberflachengewasser, Uferfiltrate, Grundwasser:

FLIESSGEWASSER

Aus der Wirkstoffgruppe der Penicilline konnte im Rhein lediglich Amoxicillin (in 3 von 11
Proben) in geringen Konzentrationen nachgewiesen werden. Einmal konnte Piperacillin
detektiert werden. In noch nicht publizierten eigenen Untersuchungen konnten jedoch in
Oberflachenwéassern in Nordrhein-Westfalen neben Amoxicillin Piperacillin und in einem Fall
Mezlocillin in der Wupper in niedrigen ng/L-Konzentrationen (zwischen 5 und 12 ng/L)
nachgewiesen werden.

Nach Kenntnis der Autoren sind dies bislang die einzigen Angaben Uber quantitative

Belastungen von Oberflachenwassern mit Penicillinen in der internationalen Fachliteratur.

Tabelle 18: Antibiotikakonzentrationen im Rhein an verschiedenen Entnahmestellen: Rhein bei
Bimmen: n =7; Rhein bei Bonn: n = 2; Rhein bei KdIn: n = 2; jeweils Stichproben

Wirkstoffklasse Gehalte | Mittelwerte | Median Hauptkomponenten
[pg/L] [ng/L] [pg/L]

Penicilline < 0,009 - 0,01 Amoxicillin, Piperacillin,
0,011

Makrolide 0,009-0,12 0,037 0,028 Erythromycin, Clarithromycin,

Clindamycin, Roxithromycin

Fluorchinolone <BG - 0,002 Ciprofloxacin, Ofloxacin

(Gyrasehemmer) 0,015

Sulfonamide <NG -0,19 0,056 0,04 Sulfamethoxazol, vereinzelt

Trimethoprim 0,1-0,3 0,2 0,2 Sulfadimidin

Tetracycline <NG

Vancomycin <NG

Summe 0,031 -0,252 0,105 0,079

Im Oberflachenwasser des Rheins konnte das Makrolid Erythromycin in Konzentrationen im
Rahmen dieser Untersuchungen zwischen 9 — 78 ng/L nachgewiesen werden. Hirsch et al.
[HIRSCH 1999] fanden in Oberflachenwassern Erythromycin in mittleren Konzentrationen

von 0,15 pg/L, die Maximalkonzentrationen lagen bei 1,7 pg/L.

Im Uferfiltrat des Rheines konnten in Ubereinstimmung mit Grundwasserproben von Hirsch
et al. [HIRSCH 1999] Erythromycin nicht nachgewiesen werden. In noch nicht publizierten
Untersuchungen im Versickerungsbereich einer kommunalen Klaranlage konnte jedoch in
Grundwasserproben Erythromycin in Konzentrationen von 2 bis 13 ng/L gefunden werden.

Von daher ist nicht auszuschlieRen, dass auch Erythromycin grundsatzlich im Grundwasser

bei entsprechenden Belastungen nachweisbar ist. Hierbei handelt es sich um eine
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Feststellung, die bislang in der Literatur nach Kenntnis der Verfasser noch nicht beschrieben

wurde.
Tabelle 19: Antibiotikakonzentrationen in der Werre (Minden, n = 7) sowie Ems (Greven, n = 6):
jeweils Stichproben
Wirkstoffklasse Gehalte Werre Gehalte Ems Hauptkomponenten
[pg/L] [bg/L]
Penicilline < NG - 0,026 < NG -0,006 |Methicillin, Mezlocillin,
MW = 0,01 Phenoxymethylpenicillin,
Piperacillin
Makrolide 0,091 -0,290 0,016 — 0,053 | Erythromycin, Clarithromycin,
MW =0,112 MW = 0,047 | Clindamycin, Roxithromycin
Fluorchinolone <BG - 0,084 <NG Ciprofloxacin, Ofloxacin
(Gyrasehemmer) MW = 0,015
Sulfonamide <0,045 - 0,377 0,018 — 0,155 | Sulfamethoxazol, Sulfadimidin in
MW = 0,164 MW = 0,073 |Spuren
Trimethoprim 0,0,008 - 0,0,029 <BG-0,014
MW = 0,014 MW = 0,007
Tetracycline <BG <NG
Vancomycin <NG <NG
Summe 0,21 -0,79 0,04 - 0,22
Median = 0,29 Median = 0,11

In Oberflachenwasserproben wiesen Hirsch et al. [HIRSCH 1999] Sulfamethoxazol in einer
mittleren Konzentration von 0,03 pg/L nach und einer Maximalkonzentration von 0,48 ug/L.
Dies steht in guter Ubereinstimmung zu den mittleren Konzentrationen, die in den eigenen
Untersuchungen im Rhein mit 0,035 pg/L nachgewiesen werden konnten. In eigenen noch
nicht publizierten Untersuchungen konnten Sulfamethoxazol-Konzentrationen von bis zu

0,108 ug/L festgestellt werden.

Bemerkenswert ist hierbei, dass die Untersuchungen in unterschiedlichen
Oberflachenwéassern sehr konsistent den Nachweis von Sulfamethoxazol erbrachten,
wohingegen verschiedene andere Wirkstoffsubstanzen nicht mit der gleichen Konsistenz mit
Ausnahme der Makrolid-Antibiotika (Erythromycin, Roxithromycin) nachgewiesen werden

konnten.
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STAUGEWASSER:

In einem gréleren Staugewasser, in welches auch Ablaufe von Klaranlagen gelangen,
konnten ebenfalls Antibiotikawirkstoffe nachgewiesen werden.

Es handelte sich insgesamt um jeweils sechs Stichproben.

Der Vorfluter, welcher das Staugewasser speist, wies am Einlaufpunkt (EP 1) folgende

Antibiotikakonzentrationen auf:

Amoxicillin: 0,001 - 0,006 ug/L (Mittelwert: 0,002 ug/L)

- Makrolide: 0,004 - 0,024 ug/L (Mittelwert: 0,014 ug/L) mit der Hauptkomponente dh-
Erythromycin

- Fluorchinolone: in lediglich zwei Proben mit Summen von 0,008 - 0,017 ug/L
(Mittelwert: 0,004 pg/L)

- Sulfamethoxazol: 0,009 - 0,042 pg/L (Mittelwert: 0,019 pg/L); in zwei Proben war
Sulfadimidin mit 0,002 bzw. 0,005 ug/L enthalten

- Trimethoprim: 0,003 - 0,006 ug/L (Mittelwert: 0,005 ug/L)

- Tetracycline sowie Vancomycin waren jeweils nicht nachweisbar gewesen.

Im weiteren Verlauf des Staugewassers konnten ebenfalls noch Antibiotika detektiert
werden: im Bereich (EP 2) des unmittelbar durch den belasteten Vorfluter ebenfalls in
vergleichbarer Groflenordnung wie im Vorfluter selbst, an einem mehrere Kilometer

entfernten Entnahmepunkt (EP 3) mit wesentlich geringeren Konzentrationen:

- Amoxicillin in lediglich einem Fall mit 0,001 pg/L

- Makrolide mit Konzentrationen von 0,001 - 0,006 ug/L (Mittelwert: 0,003 ug/L,
Hauptkomponente Erythromycin, welches in jeder Probe nachweisbar war)

- Sulfamethoxazol war ebenfalls durchgangig nachweisbar in Konzentrationen von
durchschnittlich 0,007p/L, die Kombinationskomponente Trimethoprim mit
durchschnittlich 0,001 ug/L.

- Tetracycline, Vancomycin u.a. Wirkstoffe konnten in keinem Fall detektiert werden.

Das Wasser des letzten Entnahmepunkts (EP 4) ist ein Reinwasser, hier konnte

Sulfamethoxazol in lediglich einem Fall mit 0,002 ug/L nachgewiesen werden.
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d. Rheinuferfiltrate und Wasser aus rheinnahen Brunnen und Pegeln, Grundwasser

Es wurden insgesamt 8 Proben untersucht, wovon drei Proben tatsachliche Rheinuferfilirate
darstellten, vier weitere Proben waren aus rheinnahen Brunnen sowie einem Pegel gezogen
worden, eine Probe stellt ein durch landseitiges Grundwasser beeinflusstes Rheinuferfiltrat
dar.

Penicilline, Fluorchinolone, Tetracycline, Vancomycin sowie Trimethoprim konnten in
keiner der Proben nachgewiesen werden.

Erythromycin konnte in lediglich einer Probe (rheinnaher Brunnen) in Héhe von 0,023 pg/L
nachgewiesen werden.

Unter den Sulfonamiden konnte Sulfamethoxazol in allen untersuchten Wa&ssern bestimmt
werden. Die Spannweiten lagen im Bereich von 0,006 ug/L — 0,025 ug/L (Mittelwert: 0,012
Mg/L, Median: 0,011 pg/L).

Hirsch et al. [HIRSCH 1999] konnten Sulfamethoxazol in zwei Grundwasserproben mit

einer Maximalkonzentration von 0,47 ug/L nachweisen.

Eigene Untersuchungen an Grundwassern ergaben ebenso sehr konstant Sulfamethoxazol-
Konzentrationen zwischen 2 und 111 ng/L. Dieser Befund ist von erheblicher
umwelthygienischer Bedeutung, da davon auszugehen ist, dass insbesondere
Sulfamethoxazol offensichtlich sowohl Uber eine erhebliche Umweltpersistenz selbst in
Grundwassern als auch Uber ein entsprechendes Kontaminationsvermégen dieser
Wasserkompartimente verfigt. Diese Befunde, die derzeit auch in der Literatur nur
Einzelbefunde sind, konnten in bislang noch nicht publizierten Untersuchungen mit hoher
Konsistenz nachgewiesen werden. In den gleichen eigenen Untersuchungen konnten auch
Erythromycin-Gehalte bis 20 ng/L im Grundwasser festgestellt werden.

Sacher et al. [SACHER 2001] konnten Sulfamethoxazol im Grundwasser in Konzentration
von bis zu 410 ng/L nachweisen. Dies steht somit in Ubereinstimmung mit den eigenen

Untersuchungen und weist auf die hohe Umweltpersistenz von Sulfamethoxazol hin.
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Zusammenfassend ist festzustellen, dass im Vergleich zu Hirsch et al. [HIRSCH 1999]
Ubereinstimmend bei den Sulfonamiden und den Makrolid-Antibiotika (incl. Clindamycin)
vergleichbare Konzentrationen nachgewiesen werden. Diese lieflen sich zum Teil auch im

Grundwasser nachweisen.

Tabelle 20: Durchschnittliche  Antibiotikakonzentrationen in  verschiedenen  Wasserarten
(Medianwerte, bzw. Mittelwerte, wenn keine Mediane wegen zu geringer Probenzahl
zur Verfugung standen)

Durchschnittliche Antibiotika-Konzentrationen [ug/L]
Wirkstoff-
klasse UKB SA KA Zu KA Ab Rhein UF StGw
Penicilline 0,26 0,06 0.095 0,003 <NG <NG
Makrolide 3,2 0,74 0,17 0,028 (0,023) Ery | 0,003 -0,03
Fluorchinolone | 14,7 0,33 0,038 0,002 <NG < NG - 0,004
Sulfonamide 8,0 1,0 0,24 0,040 0,011 0,001 - 0,02
Trimethoprim 2,7 0,18 0,014 0,005 <NG <NG -0,004
Tetracycline 0,13 0,032 <BG <NG <NG <NG
Vancomycin 0,65 0,052 <BG <NG <NG <NG
Summe: 29,6 2,39 0,56 0,078 0,011 0,001 - 0,04

UKB SA: Sammelabwasser Universitatsklinikum Bonn; KA Zu und Ab: Klaranlagenzu- und
Ablaufe Stadt 300.000 EW); Rhein; UF: Rhein-Uferfiltrat; StGw: Staugewasser (EP 2 - 4)

Abweichend von den Angaben der Literatur konnten zum Teil hohe Konzentrationen an
Penicillinen, insbesondere an Piperacilin erstmalig in Abwassern sowohl des
Universitatsklinikums Bonn als auch der stadtischen und anderer kommunaler Klaranlagen
festgestellt werden.

Im Grundwasser waren weder Penicilline, Tetracycline noch Vancomycin feststellbar.
Bemerkenswert ist, dass sich aufgrund methodischer Schwierigkeiten sowohl in den eigenen
Untersuchungen als auch in den Angaben in der Literatur keine Angaben zu
Cephalosporinen geben bzw. finden lassen. Dieser Befund ist ausschliel3lich auf
methodische Probleme zurickzufihren.

Vancomycin als wichtiges Reserve-Antibiotikum bei Antibiotika-resistenten
Krankheitserregern wie Staphylococcus aureus und Enterokokken lief3 sich in gleicher Weise
in Klaranlagenabwassern kommunaler Klaranlagen sowie im Sammelabwasser des
Universitatsklinikums Bonn nachweisen; in Oberflachenwassern und im Grundwasser konnte
Vancomycin hingegen bislang nicht nachgewiesen werden. Insgesamt finden sich in der

Literatur ebenfalls keine Hinweise Uber Vancomycin-Konzentrationen in der Umwelt.
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4.2 Quantitative Bilanzierung des Eintrags und Verbleibs von Antibiotika im

aquatischen Okosystem

In der Bilanzierung kann fur den durchschnittlichen Eintrag an antibiotischen Wirkstoffen im
Sammelabwasser durch das Universitatsklinikum Bonn eine mittlere Konzentration von 29,6
Mg/l (Mediansummen) angenommen werden (Tabelle 20). Vergleicht man diesen Wert mit
dem Durchschnittsgehalt des Zulaufs der stadtischen Klaranlage (2,39 ug/L), ergibt sich eine
Reduktion der durchschnittlichen Konzentration an antibiotischen Wirkstoffen um den Faktor
12,4 auf dem Weg vom Universitatsklinikum bis zur Klaranlage.

Dieser Reduktionsfaktor fallt dabei je nach Wirkstoffgruppe unterschiedlich aus, besonders
deutlich ist die Reduktion verglichen mit anderen Wirkstoffgruppen bei den Fluorchinolonen,
deren durchschnittliche Konzentration von 14,7 ug/L im Sammelabwasser auf 0,33 pg/L im
Klaranlagenzulauf absinkt (Faktor 44,5).

Die Konzentrationen anderer Gruppen wie die der Penicilline und Makrolid-Antibiotika
verringern sich derweil ,nur‘ um ca. den Faktor 4.

Da das Sammelabwasser auf diesem Weg keiner weiteren Behandlung unterworfen wird,
muss man davon ausgehen, dass diese Reduktionseffekte zu einem groRen Teil durch
Verdunnungseffekte zu erklaren sind, die von antibiotika-unbelasteten hauslichen und
industriellen  Abwassern herriihren. Neben diesen Verdinnungseffekten miuissen
grundsatzlich aber auch naturliche Abbaucharakteristika chemischer und mikrobiologischer
Art (Metabolisierung, Hydrolyse, Adsorptionseffekte u.a.) im Abwasser auf dem Weg zur
Klaranlage erwogen werden, wozu jedoch in dieser Arbeit keine ndheren Untersuchungen
durchgefuhrt wurden.

Andererseits sollte aber auch bedacht werden, dass die als Glucuronid- oder Sulfat-Addukte
ausgeschiedenen Wirkstoffe, die in dieser Form einer quantitativen Erfassung nicht
zuganglich sind, auf dem Weg zur Klaranlage durch Adduktspaltung der Ausscheidungsform
(Addukt) wieder in ihre detektierbare Ausgangsform (reiner Wirkstoff) umgewandelt werden.
Hier kdnnte man einen vermeintlichen Anstieg der Konzentration verzeichnen, der einem
Verdiinnungseffekt entgegenstehen wirde. Dadurch lielen sich mdglicherweise auch
geringere Reduktionsfaktoren bei einigen Wirkstoffgruppen erklaren.

Detaillierte Angaben (ber die Verminderung der Konzentrationen antibiotischer Wirkstoffe
vom Sammelabwasser klinischer Einleiter bis hin zum Zulauf der entsprechenden

Klaranlagen lie3en sich in der Literatur nicht finden.

Betrachtet man die Konzentration an antibiotischen Wirkstoffen im Klaranlagenzulauf und im
—ablauf ergibt sich fur die hier untersuchte Klaranlage (Stadt 300.000 EW) eine
durchschnittliche Reduktion um den Faktor 4, d.h. durch die Klaranlage wird die
Wirkstofffracht des Zulauf auf 10-25% im Auslauf reduziert. Fluorchinolone ihrerseits

erfahren eine Verminderung um den Faktor 10.
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Alder et al. [ALDER 2001] stellten an einer Abwasseraufbereitungsanlage in Zirich
(Schweiz) im Zulauf einer Klaranlage Konzentrationen des Fluorchinolons Ciprofloxacin im
Mittel von 284 ng/L mit Spannbreiten von 220 — 370 ng/L fest. Im Ablauf der gleichen
Klaranlage konnten Konzentrationen von durchschnittlich 70 ng/L mit einer Spannbreite von
60 — 75 ng/L nachgewiesen werden.

Die eigenen Untersuchungen hierzu ergaben im Zulauf der Klaranlage Konzentrationen
zwischen 6 — 1.430 ng/L und im Ablauf Werte zwischen 7 — 33 ng/L. Im Gegensatz zu den
Untersuchungen von Alder et al. [ALDER 2001] konnten in den eigenen Untersuchungen
zum Teil deutlich héhere Spitzenkonzentrationen von Ciprofloxacin festgestellt werden, die
jedoch im Ablauf der Klaranlage auf Konzentrationen minimiert wurden, die deutlich unter
den Mediankonzentrationen von Alder et al. liegen.

Ubereinstimmend konnte jedoch auch in den eigenen Untersuchungen trotz hoher
Ausgangsbelastungen mit Ciprofloxacin im Zulauf eine relativ konstante geringe
Konzentrationen von Ciprofloxacin im Ablauf der Klaranlage festgestellt werden. Dies spricht
daflir, dass ahnlich wie in den Untersuchungen von Alder trotz des Vorkommens von
Spitzenkonzentrationen eine vergleichsweise konstant bleibende Absenkung durch die hier
untersuchte Klaranlage erzielt werden konnte.

Die beiden anderen kleineren untersuchten Klaranlagen kénnen nur anhand ihrer Ablaufe
beschrieben werden: die durchschnittlichen Gehalte an Penicillinen (¢ = 0,15 ug/L) und
Fluorchinolonen (c = 0,049 ug/L) lagen in etwa gleicher Hohe wie bei der grossen
stadtischen Anlage, bei den Makroliden und Sulfonamiden lagen die Werte allerdings etwa
doppelt so hoch (c = 0,5 pg/L bzw. 0,42 ug/L), Tetracycline waren konsistent nachweisbar
mit einer mittleren Konzentration von 0,031 pg/L.

Trimethoprim war ebenfalls in héherer Konzentration nachweisbar (¢ = 0,185 pg/L).

Neben den Fluorchinolonen mit der héchsten Reduktionsrate in der Klaranlage werden
Wirkstoffe aus den Gruppen der Makrolide (incl. Clindamycin als Lincosamid-Antibiotikum)
und der Sulfonamide eher unterdurchschnittlich mit Reduktionsfaktoren von 5 bzw. 4 in ihren
Konzentrationen durch die Abwasserbehandlung minimiert

So ist es nicht verwunderlich, dass lediglich Makrolide und Sulfonamide in
Oberflachenwassern in Ubereinstimmung mit der Literatur [HIRSCH 1999] sowie mit eigenen
Untersuchungsergebnissen aulerhalb des Untersuchungsprojektes nachgewiesen werden
kénnen. Die nachgewiesenen Konzentrationen in Oberflachenwassern liegen dabei im Mittel
um den Faktor 15 niedriger als im Klaranlagenablauf, bezogen auf den Rhein als
Oberflachenwasser mit entsprechend groRem Wasservolumen. Die Konzentrationen der
nachgewiesenen Wirkstoffe liegen hier im unteren ng/L-Bereich. In einem derartigen
Oberflachenwasser (Rhein, Werre oder Ems) lieBen sich dagegen Penicilline,

Fluorchinolone, Tetracycline nur noch vereinzelt, Vancomycin in keinem Fall nachweisen.

64



Untersuchungen unterhalb von Klaranlagenablaufen in Oberflachenwassern mit geringerer
Wasserflihrung und dadurch hoéheren Abwasseranteilen zeigen den Nachweis von
Amoxicillin, Azithromycin, Clarithromycin, Clindamycin, Erythromycin, Roxithromycin,
Trimethoprim und Sulfamethoxazol. Die hdéchsten Konzentrationen konnten in einem
Vorfluter in einem landlichen Gebiet unterhalb einer kommunalen Klaranlage bei

Sulfamethoxazol (312 — 829 ng/L) und Erythromycin (98 — 657 ng/L) nachgewiesen werden.

Untersuchungen zur Reduktionsleistung von unterschiedlichen Klaranlagentypen liegen

unserer Kenntnis nach in der Literatur nur bedingt vor.

Betrachtet man die Konzentrationen von unterschiedlichen antibiotischen Wirkstoffen im
Uferfiltrat des Rheins, das zur Trinkwassergewinnung genutzt wird, so reduziert sich der
nachweisbare Anteil der untersuchten Antibiotika nur noch auf Wirkstoffe aus der Klasse der
Sulfonamide; fir Sulfamethoxazol werden in einigen Proben Konzentrationen bis maximal 25
ng/L festgestellt. Dies entspricht einer Reduktion gegentiber den mittleren Konzentrationen in

Oberflachenwasser um den Faktor 4 — 5.

Wie unter 4.1 erwahnt, konnten Hirsch et al. [HIRSCH 1999] auch im Grundwasser
Sulfamethoxazol in einer maximalen Konzentration von 0,47 ug/L nachweisen. In eigenen
Untersuchungen auferhalb des Untersuchungsprojektes konnte ebenfalls Sulfamethoxazol
im Grundwasser in geringeren Konzentrationen nachgewiesen werden.

Die Untersuchungen von Hirsch [HESSISCHE LANDESANSTALT FUR UMWELT 1998]
wurden zum Antibiotika-Nachweis in Grundwasserproben durchgefihrt, die hauptsachlich
aus Gebieten mit einer groRen Anzahl von Mastbetrieben und einen hohen Viehbestand
stammten. In den untersuchten Proben von Hirsch war nur in seltenen Fallen eine Belastung
mit Antibiotika nachweisbar, was darauf hinweist, dass die Verbindungen nach Auffassung
der Autoren weitestgehend schon in der Gulle und in Kontakt mit Bodenorganismen
abgebaut werden. In 4 Proben konnten dennoch Sulfonamid-Ruckstdnde nachgewiesen
werden.

Zwei dieser Proben, die von einer Abwasserverrieselungsanlage stammten, enthielten
Sulfamethoxazol. Aus dieser Anlage wurden insgesamt 8 Grundwasserproben
verschiedener Brunnen aus Tiefen zwischen 3 und 5 Metern unterhalb der Oberflache
zusammen mit dem korrespondierenden Verrieselungswasser untersucht. Ein Grundwasser
aus der Nahe der Verrieselungszone wies eine Konzentration an Sulfamethoxazol von 0,4
Mg/L auf. Zusatzlich wurde in einer entfernter gelegenen Probe das Sulfonamid mit 0,04 ug/L
bestimmt. In allen anderen Proben konnten keine der untersuchten Substanzen oberhalb der
Bestimmungsgrenze nachgewiesen werden. Im Verrieselungswasser betrug die

Sulfamethoxazol-Konzentration 0,48 ug/L. Zusatzlich wurden in dieser Probe Erythromycin-
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H,O, Clarithromycin, Roxithromycin und Trimethoprim mit Konzentrationen zwischen 0,24
und 0,8 ug/L nachgewiesen.

Dieser Befund von Hirsch ist konsistent mit den eigenen Untersuchungsergebnissen und
weist wiederum auf die offensichtlich hohe Persistenz und Mobilitdt von Sulfamethoxazol hin.
Die von Hirsch untersuchten Grundwasser aus Gegenden mit hohem Viehbestand zeigten
keinen Nachweis von Tetracyclinen und Penicillinen im untersuchten Grundwasser, was
héchstwahrscheinlich auf die Bildung von stabilen Komplexen mit Sedimenten oder geldsten
lonen bzw. auf groBe Hydrolyse-Empfindlichkeit zurlickzufiihren ist. Dies steht in

Ubereinstimmung mit den eigenen Untersuchungen.

Die quantitative Bilanzierung des Eintrags und Verbleibs im aquatischen Okosystem zeigt,
dass es zu einer qualitativen und quantitativen Reduktion des Eintrags unterschiedlicher
antibiotischer Wirkstoffe kommt. Konsistent mit den Untersuchungen in der Literatur konnte
in Grundwassern nur noch Sulfamethoxazol im unteren ng/L-Bereich nachgewiesen werden.
Lediglich in gesonderten Fallen, wo Abwasser zur Speisung von Feuchtbiotopen gelangen,
kann neben der Detektion von Sulfamethoxazol auch ein Nachweis von Azithromycin,

Clarithromycin, Erythromycin, Roxithromycin und Trimethoprim gefiihrt werden.

Im aufbereiteten Trinkwasser  des Universitatsklinikums Bonn (Herkunft:
Wahnbachtalsperrenverband) sowie in Einzelproben anderer Trinkwasser konnten
Antibiotika-Rlckstande bislang nicht nachgewiesen werden.

Dies deutet darauf hin, dass auch die teils noch im Grundwasser und in Uferfiltraten
nachweisbaren Substanzen, vor allem Sulfamethoxazol und vereinzelt Trimethoprim sowie
dh- Erythromycin, im Zuge von Aufbereitungsverfahren (Flockung, Filtration, Oxidation)

entfernt werden.
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Antibiotika-Frachten des Universitatsklinikums Bonn :

Die Gesamtfrachten pro Jahr liegen bei einer angenommenen Gesamtabwassermenge von ca.
370.000 m®Jahr fiir die untersuchten Reinwirkstoffe (ohne Metabolite und Konjugate) in einer
GréRenordnung von ca. 11 - 12 kg/Jahr (Penicilline ca. 0,1 - 1,0 kg/Jahr, Makrolide ca. 1,2
kg/Jahr, Fluorchinolone 5,4 kg/Jahr, Sulfamethoxazol ca. 3 kg/Jahr, Trimethoprim ca. 1,0
kg/Jahr, Tetracycline ca. 50g/Jahr und Vancomycin ca. 200 g/Jahr) gegentber den theoretisch
zu erwartenden Maximal-Frachten.

Dies bedeutet gegentber der Summe von ca. 290 kg Reinsubstanz fir die untersuchten
Wirkstoffklassen (bis 1 kg/Jahr berlcksichtigt, ohne Cephalosporine, Sulbactam etc.) einen

prozentualen Anteil von ca. 3,9 %.

Der prozentuale Frachtanteil (gegeniber den jeweils verordneten Mengen) fiir die einzelnen

Wirkstoffklassen stellt sich damit wie folgt dar:

- Penicilline: 0,1% (Hochstwert Piperacillin: 15,6%)
- Makrolide: 8,1 %

- Fluorchinolone: 35,3 %

- Sulfamethoxazol: 14,3 % (Trimethoprim: 28,6 %)

- Vancomycin; 3,3%

Die bedeutet, dass die Penicilline nur zu einem verschwindend kleinen Anteil noch im
Abwasser zu finden sind, die Summen der anderen Wirkstoffklassen jedoch noch einen
betrachtlichen Anteil gegentber den abgegeben Mengen aus der Apotheke des UKB bilden
kénnen, wobei der Spitzenreiter die Fluorchinolone darstellen.

Dies kann zum einen darauf zurickzufihren sein, dass Wirkstoffe entweder schnell und
weitestgehend gespalten werden, wie dies z.B. bei den Penicillinen beschrieben wird
[HEBERER 2002], oder dass sie an Abwassermatrix gebunden werden und sich dadurch
einer Bestimmung entziehen. Eine andere Mdglichkeit ist im jeweiligen Ausscheidungsweg
zu sehen: werden Wirkstoffe hauptsachlich in konjugierter Form ausgeschieden, kann im
Abwasser auf dem weiteren Weg bzw. im Klarwerk eine Spaltung der Addukte stattfinden

und dadurch ein Anstieg der Konzentration beobachtbar sein.
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4.3 Uberlegung notwendiger MaBnahmen zur Minimierung der Belastung
aquatischer Kompartimente durch Krankenhausabwasser und hausliche

Abwasser

Die in den Kapiteln 4.1 und 4.2 dargelegten Konzentrationen und Bilanzierungen zeigen,
dass mit einer deutlichen Reduktion bis unter die Nachweisgrenze der meisten untersuchten
Antibiotika auf dem Weg des Abwassers von seiner Entstehung (z.B. in einem
Universitatsklinikum) Gber Klaranlagen und Oberflachenwasser bis letztendlich ins Uferfiltrat /
Grundwasser zu rechnen ist. Lediglich Sulfamethoxazol und Erythromycin kénnen ggf.
gemeinsam mit Clindamycin das Grundwasser oder das Uferfiltrat noch erreichen.

Die Reduktionsleistung konventioneller Trinkwasseraufbereitungsprozesse wurde von
Adams et. al. [ADAMS 2002] fir sieben unterschiedliche Antibiotika (Carbadox,
Sulfachlorpyridazin, Sulfadimethoxin, Sulfamerazin, Sulfamethazin, Sulfathiazol und
Trimethoprim) unter typischen Bedingungen in Trinkwasseraufbereitungsanlagen untersucht.
Die Autoren konnten feststellen, dass durch feinstverteilte Aktivkohle eine effektive
Reduktion von Antibiotikagehalten erzielt werden konnte. Die Autoren gehen davon aus,
dass aufgrund dieser Untersuchungen an feinpulveriger Aktivkohle auch granulierte
Aktivkohle, wie sie oft in einer Nachfiltration eingesetzt wird, sehr effizient zur Entfernung von
Antibiotika fuhrt. Die Oxidation der untersuchten Antibiotika sowohl mit Ozon als auch mit
Chlor fuhrte bei typischen Konzentrationen ebenfalls effektiv zu einer Entfernung dieser
Antibiotika im Trinkwasseraufbereitungsprozess [ZWIENER 2000a, 2000b].

Durch Umkehrosmose war die Gruppe um Adams in der Lage, die Konzentration der
untersuchten Antibiotika um mehr als 90 % zu reduzieren. Dieses Verfahren ist jedoch

unwirtschaftlich und wird gewoéhnlich bei der Trinkwasseraufbereitung nicht eingesetzt.

Eine nur geringe Antibiotika-Entfernung konnte dagegen mittels Koagulation / Flockung /
Sedimentation / Filterung mit Aluminium- und Eisensalzen, UV-Bestrahlung oder lonen-
Austausch erzielt werden. Die Untersuchungsergebnisse dieser Laboruntersuchungen
zeigen, dass die Kontrolle der in dieser Studie untersuchten Antibiotika im Rahmen einer
Trinkwasseraufbereitung aus Rohwassern mit typischen Antibiotikagehalten von
Oberflachen-, Uferfiltrats- und Grundwéassern mit den Ublichen Behandlungsverfahren, wie

Aktivkohlesorption und Oxidation mit Ozon und Chlorverbindungen gut gelingt.
Auch die Uferfiltration kann zur Entfernung polarer organischer Spurenstoffe wie Antibiobika

wirksam eingesetzt werden [BRAUCH 2000]. Diese Aussage deckt sich mit den Befunden

der eigenen Untersuchungen von Oberflachenwasser-beeinflussten Rohwassern.

69



Nach den bisherigen Erkenntnissen, sowohl aus eigenen Untersuchungen wie auch aus der
Literatur, konnte kein Hinweis gefunden werden, dass es beim Einsatz klassischer
Aufbereitungsverfahren von Trinkwasser zu einer Kontamination des Trinkwassers
gekommen ist. Daher kénnen aus den humantoxikologischen Uberlegungen keine Hinweise
abgeleitet werden, dass zusatzliche Mallinahmen zur Minimierung der Belastung aquatischer
Kompartimente durch Antibiotikarlickstdnde aus Krankenhausabwassern und hdauslichen

Abwassern notwendig sind.

Inwieweit die Belastung von landwirtschaftlich genutzten Oberflachenwassern durch
Krankenhausabwasser und hauslichen Abwasser bei Wasseraufnahme durch Weidevieh von
Bedeutung ist, muss zuklnftigen Untersuchungen vorbehalten bleiben. In der Nahe von
Klaranlageneinleitungen kann bei Verwendung derartigen Oberflachenwassers eine erhdhte
Belastung von Weidevieh, das derartiges Wasser aufnimmt, nicht ausgeschlossen werden.

Da Antibiotika-Konzentrationen in Oberflachenwassern nur im Nanogramm-Bereich
nachgewiesen werden konnten, muss jedoch eher davon ausgegangen werden, dass dieser
Belastungspfad auch aus veterindrmedizinischer Sicht nur bedingt von Bedeutung sein
konnte. Eine Kombinationswirkung mit den als Therapeutikum oder Masthilfsmittel im

Veterinarbereich zahlreich eingesetzten Antibiotika misste jedoch noch abgeklart werden.

Die Ausbildung von Antibiotika-Resistenzen durch antibiotikahaltige Abwasser ist u.a. in einem
vom BMBF geforderten Projekt [Wiethan 1999] grundsatzlich untersucht worden. Der

Abschlussbericht dieses Projekts ist fir den April 2003 zu erwarten.

Aus umwelthygienischer Sicht kann mit dem derzeitigen Kenntnisstand nicht ausgeschlossen
werden, dass permanente Gehalte von Antibiotika in abwasserbelasteten Vorflutern zur
Ausbildung von Antibiotika-resistenten Mikroorganismen fuhren. Inwieweit hierdurch z.B.
durch Vorfluter, die als Badegewasser verwendet werden, eine Belastung von Badegasten
resultieren kann, ist bislang nicht gesichert. In gleicher Weise kann nicht ausgeschlossen
werden, dass bei zu groRer Na&he zwischen Klaranlagenablaufen und der
Rohwasserentnahme fur Trinkwasseraufbereitungsanlagen, eine Beeinflussung der im
Wasser vorkommenden Mikroorganismen und Krankheitserreger durch Antibiotika-resistente
Mikroorganismen aus dem Abwasserpfad hinsichtlich der Verbreitung dieser Resistenzen
auftreten kann. Eigene Untersuchungen zeigen, dass sich u.a. Enterobacter cloacae mit
einheitlichem Genotyp (ermittelt durch Pulsfeldgelelektrophorese) Uber eine Strecke von
mehr als 70 km in Oberflachenwéassern ausbreiten kann und zu einer Kontamination auch
von Trinkwasseraufbereitungsanlagen bis zum Durchbrechen in das Trinkwasser flihren
kann. Dies sind sicher Ausnahmefalle, die jedoch bei der weiteren Diskussion grundsatzlich

auch mit bericksichtigt werden mussen.
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44 Relevante Antibiotika, die aufgrund ihrer Einsatzhaufigkeit und

Persistenz in der Umwelt als ,,Tracer“ fiir Antibiotika dienen konnen

Die eigenen Untersuchungen zeigen in guter Ubereinstimmung mit der Literatur [HIRSCH
1999] dass Sulfamethoxazol und das Makrolid-Antibiotikum Erythromycin sich als die
haufigsten und persistentesten Antibiotika in der Umwelt unter Bezug auf das untersuchte
Antibiotika-Spektrum in dieser Arbeit darstellen.

Aufgrund dieser Untersuchungen ist es in Fallen, wo eine Antibiotika-Belastung im
Screening-Verfahren in Deutschland abzuklaren ist, derzeit sinnvoll, auf jeden Fall das
Vorkommen von Sulfamethoxazol und Erythromycin als Indikatoren fiir eine Belastung mit

Antibiotikarickstanden zu untersuchen.

Selbst wenn im Zusammenhang mit punktférmigen Einleitungen mit hohen Konzentrationen
Ubriger Antibiotika durch Krankenhausabwasser zu rechnen ist, kann sich das

Nachweisspektrum quantitativ und qualitativ auf die beiden genannten Antibiotika reduzieren.

Antibiotika werden zum Teil in hohen Konzentrationen zu Zucht- und Mastzwecken
eingesetzt und haben nicht nur mdgliche Konsequenzen flr eine Umweltbelastung, sondern
auch Konsequenzen fur das Vorkommen und die Ausbildung von Antibiotika-resistenten
Mikroorganismen bem Zucht- und Mastvieh. Uber die Kontakistelle Mensch-Tier im
Nahrungsmittelbereich kann hierdurch die Antibiotika-Resistenzbildung auch fir den
Menschen relevant beeinflusst werden. Das Verbot von Avoparcin im Veterinarbereich hat in
diesem Zusammenhang zu einer deutlichen Verminderung des Vorkommens Vancomycin-
resistenter Enterokokken beim Menschen geflihrt [VAN DEN BOGAARD 2000].

Die nachgewiesenen Antibiotika-Konzentrationen im Sammelabwasser des
Universitatsklinikums Bonn konnten aufgrund der Angaben der Apotheke des Klinikums in
Korrelation gebracht werden mit den tatsachlichen Einsatzmengen von Antibiotika in der
Patientenbehandlung. Dabei missen jedoch die unterschiedlichen Abbauverhaltensweisen
der einzelnen Antibiotika bertcksichtigt werden. Grundsatzlich Iasst sich jedoch feststellen,
dass sich das Spektrum der eingesetzten Antibiotika auch im Abwasser wiederfinden lasst

(s.0.).

Im Bereich der Lebensmittelhygiene kennt man die Problematik, dass uber erhdhte
Konzentrationen an Antibiotika im Fleisch von Zucht- und Masttieren eine Beginstigung von
Antibiotika-Resistenzen beim Menschen bedingt werden kann. Daraus ergibt sich die

Uberlegung, inwieweit bei Zucht- und Mastbetrieben mit den in dieser Arbeit etablierten
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Nachweisverfahren die Bestimmung von Antibiotika-Konzentrationen im Abwasser dieser
Betriebe zu Uberwachungszwecken sinnvoll werden kann.

Hierdurch ist man unabhangiger von den Angaben der Zucht- und Mastbetriebe, um hiermit
den illegalen Einsatz von Antibiotika abweichend von offiziellen Deklarationen Uberprifen zu
kénnen. Wegen der Bedeutung unkontrollierter Antibiotika-Aufnahme Uber Lebensmittel fur
den Menschen sollte nachdricklich abgeklart werden, inwieweit die jetzt vorhandenen
analytischen Mdglichkeiten des Nachweises von Antibiotika im Abwasser zuklnftig starker
genutzt werden kénnen, um die Anwendung von Antibiotika zu Zucht- und Mastzwecken
besser unter Kontrolle zu halten und hierdurch einen Beitrag zur Senkung der Antibiotika-

Resistenzen beim Menschen mit zu erreichen.
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4.5 Okotoxikologie

Hinsichtlich der okotoxikologischen Relevanz antibiotischer Wirkstoffe in der aquatischen
Umwelt liegen derzeit nur wenige Veroffentlichungen vor.

Guarbadassi et. al. [GUARBADASSI 1998] untersuchten den Anstieg antibiotikaresistenter
Bakterien im Abwasser bei Acinetobacter spp. als bakterielle Umweltindikatoren anhand
sechs verschiedener Antibiotika. Nach dem Zufluss eines Kliniksabwassers konnte das
Vorkommen von Oxytetracyclin-Resistenzen festgestellt werden. Der Zufluss des Abwassers
einer pharmazeutischen Fabrik dagegen verursachte einen deutlichen Anstieg des
Vorkommens von Einfach-, aber auch Mehrfachresistenzen innerhalb der Acinetobacter spp.
Hartmann et. al. [HARTMANN 1998] untersuchten die Abwasser eines grolien
Universitatsklinikums mit Hilfe eines bakteriellen Kurzzeittests (umuC assay) auf ihre
Genotoxizitat. Dabei konnten in Berechnungen anhand des Vergleichs von theoretisch
berechneter Konzentration im Abwasser und der niedrigsten beobachteten
Wirkkonzentration einzelner krankenhausrelevanter Pharmazeutika die Fluorchinolone
Ciprofloxacin und Norfloxacin als die Substanzen ausgemacht werden, die im Abwasser des
untersuchten Krankenhauses die hochsten Wahrscheinlichkeiten einer genotoxischen
Wirkung aufweisen. Zytostatische Wirkstoffe dagegen sollen den Berechnungen zufolge nur
eine marginale Bedeutung im umuC-Tests zeigen. Urin-Untersuchungen an mit Ciprofloxacin
behandelten Patienten konnten in Zusammenhang mit den Abwasser-Untersuchungen den
Befund bestatigen, dass die Genotoxizitdt im untersuchten Krankenhausabwasser
hauptsachlich durch die Fluorchinolone verursacht wird, und hier in erster Linie durch den
Wirkstoff Ciprofloxacin.

Al-Ahmad et. al. [AL-AHMAD 1999] stellten Untersuchungen zur Bioabbaubarkeit von flinf
verschiedenen krankenhausrelevanten Antibiotika an (Cefotiam, Ciprofloxacin, Meropenem,
Penicillin G und Sulfamethoxazol). In einem ersten einfachen Schritt eines ,environmental
risk assessment” konnte in einem closed bottle test (CBT) nach OECD fir alle Substanzen
festgestellt werden, dass es sich um nicht leicht abbaubare Substanzen handelt, Penicillin G
war etwas besser abbaubar (35% nach 40 Tagen). Dies steht allerdings in gewissem
Widerspruch zu den eigenen Befunden (nur geringe Konzentrationen an Penicillinen waren
im Sammelabwasser der Universitatsklinikums nachweisbar) und zur Literatur, in welcher
den Penicillinen eine hohe Hydrolyseempfindlichkeit attestiert wird.

Anhand der Bestimmung Koloniebildender Einheiten (KBE) konnte flr Sulfamethoxazol eine
hohe Toxizitat bestimmt werden, Ciprofloxacin hatte einen schwachen aber signifikanten
toxischen Effekt. Die mit Hilfe von Verbrauchsdaten errechneten theoretischen
Konzentrationen im Abwasser lagen fur alle funf Antibiotika im Bereich der jeweiligen
minimalen Hemmkonzentrationen (fir 50% der Individueen) bei einigen pathogenen
Mikroorganismen. Aufgrund all dieser Untersuchungen konnte gefolgert werden, dass es

moglich ist, dass antibiotische Wirkstoffe im Abwasser die Abwasserbehandlung im
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biologischen Teil einer Klaranlage beeinflussen. Ebenso ist nicht auszuschlieRen, dass die
hier untersuchten Antibiotika in der aquatischen Umwelt persistieren und eine Zunahme der

Resistenz-Erscheinungen bei pathogenen Mikroorganismen verursachen kénnen.

In einer weiteren Arbeit von Halling-Sgrensen et. al. [HALLING-SZRENSEN 2000] wurde
das Umweltrisiko dreier Antibiotika (Mecillinam, Trimethoprim und Ciprofloxacin) aus der
Behandlung von Harnwegsinfekten abgeschéatzt. Mecillinam und Ciprofloxacin erwiesen sich
im Belebtschlamm als leicht abbaubar, wobei fur Mecillinam auch ein abiotischer Abbau tUber
Hydrolyse bericksichtigt werden muss. Trimethoprim dagegen konnte als persistent im
Belebtschlamm angesehen werden (Die Bestimmungen der jeweiligen Konzentrationen
erfolgten Uber die Flissigchromatographie). Mecillinam und Ciprofloxacin zeigten in
umweltrelevanten Konzentrationen von 5-60 ug/l eine hohe Toxizitdt gegeniber dem
Cyanobacterium Microcystis aeruginosa. In einer Risikoabschatzung anhand des
PEC/PNEC-Verhaltnisses (PEC = predicted environmental concentration, PNEC = predicted
no-effects concentration) konnte fiir die untersuchten Substanzen berechnet werden, dass
fur den durchschnittlichen Gebrauch dieser drei Substanzen in Europa bei Mecillinam und
Trimethoprim bei einem PEC/PNEC-Verhaltnis von < 1 keine Risiken fir die Umwelt zu
beflirchten sind; fir Ciprofloxacin ergab sich ein PEC/PNEC-Verhaltnis von > 1, selbst in
dem Fall, dass keine Worst-Case-Situation zugrunde gelegt wurde. Daher muss man gemaR
dem Ublichen Schema der Risikoabschatzung davon ausgehen, dass Ciprofloxacin in den zu

erwartenden Konzentrationen ein Risiko fiir die aquatische Umwelt darstellt.

Gofi-Urriza et. al. [GONI-URRIZA 2000] filhrten Untersuchungen durch, inwieweit der Ablauf
einer stadtischen Klaranlage in ein Oberflachengewasser die Resistenz-Situation innerhalb
der Bakterienpopulation des Frischwassers (Oberflachenwasser vor der Einleitung)
beeinflusst. Ausgewahlt wurde Stamme von Enterobacteriaceen (als Vertreter einer
typischen Human- und Tierflora) und Stdmme von Aeromonaden (als typische
Wasserbakterien). 72% der Aeromonas-Isolate und 20% der Enterobacteriaceen waren
gegenlber Nalidixin-Saure (ein Vertreter der Chinolon-Antibiotika) resistent. Beide Arten
wiesen daneben zu 25% Resistenzen gegenlber Tetracyclinen auf, Enterobacteriaceen
waren zu 20% resistent gegenuber beta-Lactam-Antibiotika, Aeromonaden zu 27%
gegeniiber Co-Trimoxazol. Nach dem Klaranlagenablauf erhdhten sich die Resistenzraten
beider Gruppen gegeniber den genannten Antibiotika in etwa dem gleichen Umfang. Bei
den Enterobakteriaceen verblieben sie uber den untersuchten Abschnitt von 30 km nach der
Einleitung auf konstant erhéhtem Niveau, flir die Aeromonaden sanken sie Uber die Strecke
wieder ab. Beachtenswert war dabei, dass sich die Resistenzraten der bakteriellen
Gewasserpopulation auch fir andere Antibiotika neben den Quinolonen durch den Abluss
der stadtischen Klaranlage erhéhten, obwohl auf genetischer Ebene kein Austausch von
Plasmiden zwischen Enterobacteriaceen und Aeromonaden feststellbar war.
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Harwood et. al. [HARWOOD 2001] isolierten in den USA Vancomycin-resistente
Enterokokken (VRE) aus hauslichem und Krankenhaus-Abwasser, ebenso aus Hihner-
Fazes. Andere tierische Fakalquellen und Oberflachenwasser schieden dagegen als VRE-
Quelle aus. Die aus dem Krankenhausabwasser isolierten VRE waren resistent gegentber
Vancomycin-Konzentrationen von = 20 mg/l, die aus dem hauslichen Abwasser und Huhner-
Fazes isolierten VRE zeigten Resistenzen gegenuber Vancomycin-Konzentrationen von 3
bis 5 mg/l. Es wurde festgestellt, dass wenig bekannt ist Gber die Verteilung von VRE in
gesunden Menschen; fast keine Informationen existieren (iber das Uberleben und das
Wachstum von VRE, die in aquatische Kompartimente gelangen. Fur diese Fragestellungen

wurde ein weiterer Forschungsbedarf festgestellt.

Golet et. al. [GOLET 2002] bewerteten das Umweltrisiko von Fluorchinolonen im Abwasser
und Oberflachenwasser an einem Beispiel aus der Schweiz. Ciprofloxacin und Norfloxacin
konnten in beiden aquatischen Kompartimenten analysiert werden. Beide Substanzen
werden mit einem ECso-Wert von 1 mg/l als hochtoxisch flir Bakterien eingestuft. In der
Risikoabschatzung konnte fir die Schweizer Verhaltnisse mit Hilfe der gemessenen
Umweltkonzentration ein MEC/PNEC-Verhaltnis (MEC = Measured environmental
concentration) von < 1 fur Ciprofloxacin und Norfloxacin ermittelt werden. Das Vorkommen
dieser Fluorchinolone in Oberflaichenwasser sollte daher gemal der Europaischen
Richtlinien nur mit geringer Wahrscheinlichkeit Effekte auf die Umwelt haben. Es fehlen
jedoch Daten zur chronischen Okotoxizitat dieser Substanzen und zur Gesamttoxizitat
,Pharmazeutischer Cocktail*. Weitere Untersuchungen werden von Golet angemahnt, da
Fluorchinolone starke Sorptionsneigungen gegentber Feststoffen besitzen. Somit missen in
die ©kotoxikologischen Uberlegungen z. B. die Wirkungen auf Bodenorganismen durch
Fluss-Sedimente und Klarschldmme hinsichtlich der Verbreitung von (Multi-) Resistenzen bei

pathogenen Bakterien miteinbezogen werden.
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5. Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse des

Forschungsprojektes und Ausblick

,udntersuchung von Krankenhausabwassern des Universitatsklinikums
Bonn (UKB), von kommunalem Abwasser sowie von Oberflaichenwasser

und Uferfiltraten auf Riickstande ausgewahlter Antibiotika“

Ziele des Forschungsprojektes waren einerseits die Entwicklung von leistungsfahigen
Nachweis- und Bestimmungsverfahren von verschiedenen antibiotischen Wirkstoffen mittels
HPLC-MS/MS und nachfolgend die Untersuchung von verschiedenen Wasserarten
hinsichtlich ihres jeweiligen Wirkstoffgehalts. Die Untersuchungsergebnisse sollten
Aussagen Uber das Vorkommen und den Verbleib von Antibiotika-Rickstdnden im
Sammelablauf einer Universitatsklinik, in Zu- und Abldufen einer grésseren kommunalen
und von Kkleineren, eher landlich gepragten Klaranlagen, in Oberflachenwassern, im
Uferfiltrat sowie in Grund- und Trinkwassern ermdglichen, um die bis Projektbeginn im Jahr

2000 lickenhafte Datenlage in diesem Bereich zu verbessern.

1. Im Rahmen des Forschungsprojektes wurde eine empfindliche HPLC-MS/MS-
Multimethode flir die wichtigsten Antibiotikagruppen einschlief3lich von [-Lactamen

(Penicilline) mit niedrigen Nachweisgrenzen entwickelt (s. Tabelle 12).

Nachweisverfahren fir die ebenfalls zu den [-Lactamen zahlenden Cephalosporine
konnten aufgrund methodischer Schwierigkeiten ahnlich wie auch in der Literatur

beschrieben bislang nicht entwickelt werden.

2. Die quantitative und qualitative Analyse im Sammelablauf einer Universitatsklinik, im Zu-
und Ablauf von kommunalen und Ilandlichen Klaranlagen, in Oberflachenwassern und
Uferfiltrat sowie im Grundwasser ergaben den Nachweis von Antibiotikarickstanden,
wobei sich ein charakteristisches Konzentrationsprofil der unterschiedlichen

Wirkstoffgruppen bzw. Wirkstoffe in den verschiedenen Wassermatrices erkennen liel3.

3. In Ubereinstimmung mit den Literaturangaben hauptséchlich aus Deutschland und den
USA konnten diverse Antibiotika-Wirkstoffe - einschliellich der Penicilline - in pg/L-
Bereich im Sammelabwasser des universitdren Klinikums nachgewiesen werden. Es
wurde eine sukzessive Abnahme der jeweiligen Konzentrationen durch
Verdiinnungseffekte und mikrobiellen sowie chemischen Abbau (Hydrolyse, Oxidation)

Uber den Zulauf einer kommunalen Klaranlage und den jeweiligen Klaranlagenablauf
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festgestellt. Dabei kam es je nach Wirkstoffgruppe 2zu unterschiedlichen
Reduktionsfaktoren (lber die jeweiligen Medianwerte berechnet): Penicilline zeigten
interessanterweise keine Abnahme der Konzentration von Klaranlagenzulauf zu Ablauf,
jedoch lag die durchschnittliche Reduktion flr die Makrolid-Wirkstoffe und das
Sulfonamid Sulfamethoxazol bei ca. 75%; die Fluorchinolone und Trimethoprin wurden
zu 90% reduziert, Tetracycline sowie Vancomycin war in den Klaranlagenabldufen
jeweils nicht mehr detektierbar. Insgesamt lag der Reduktionsfaktor fur die Summe aller
untersuchten und detektierten Wirkstoff bei ca. vier, was einer 75%igen Reduktion

entspricht.

Im Oberflaichenwasser lassen sich im Wesentlichen nur noch Makrolid-Antibiotika
(Erythromycin, Clarithropmycin, Clindamycin und Sulfamethoxazol nebst sporadischen
Funden von Amoxicillin) nachweisen. Im Grundwasser bzw. im Uferfiltrat konnte nur noch
Sulfamethoxazol (sehr vereinzelt auch Trimethoprim) im unteren ng/L-Bereich

nachgewiesen werden.

In Ubereinstimmung mit der Literatur konnte Sulfamethoxazol als mégliche Tracer-
Substanz fur allgemeine Antibiotikabelastungen von Wassern aufgrund seiner hohen

offensichtlich Persistenz und Mobilitat identifiziert werden.

Im Trinkwasser gelang bislang kein Nachweis von Antibiotika-Rlckstanden. Dies lasst
sich wahrscheinlich auf entsprechende Aufbereitungsschritte, insbesondere oxidierende

Verfahren wie Chlorung oder Ozonung zurlckfuhren.

Die festgestellten Konzentrationen von Antibiotika-Ruckstanden im Grundwasser weisen
darauf hin, dass unter Berlcksichtigung Ublicher Aufbereitungsverfahren fir die
Trinkwasseraufbereitung mit einer guten Eliminierung von eventuell vorhandenen
Antibiotika-Ruckstanden im Rohwasser zu rechnen ist. Dies bedeutet, dass derzeit Uber
das Trinkwasser die Aufnahme von Antibiotika-Rlckstanden fir den Menschen keinen
relevanten Belastungspfad darstellen dirfte. Dies bedeutet auch, dass aufgrund der
fehlenden Belastung des Trinkwassers nicht mit einer Selektion antibiotika-resistenter
Mikroorganismen durch Antibiotika-Rlckstande aus dem Trinkwasser beim Menschen zu

rechnen sein dirfte.

Die Konsequenzen fir die Antibiotika-Resistenzbildung bei Mikroorganismen im
Sammelablauf von Kliniken und den weiteren Eintrag in die Umwelt sind hingegen nicht
geklart. Aufgrund der z.T. hohen im Abwasser nachgewiesenen Konzentrationen einiger
Wirkstoffe bedarf dieser Pfad weiterer Abklarung unter Einbeziehung mikrobiologischer

Untersuchungstechniken.



9.

10.

Aufgrund der Ergebnisse wird es fiir sinnvoll angesehen, diese Fragestellung durch die
Kombination hygienisch-mikrobiologischer Untersuchungen und entsprechender
analytischer Untersuchungen der nachgewiesenen Antibiotika-Konzentrationen zukulnftig
weiter fortzufUhren. Hierdurch sollen Erkenntnisse gewonnen werden, inwieweit durch
den Austrag von Antibiotika in die Umwelt nachweislich Antibiotika-Resistenzen von in

aquatischen Biotopen vorkommenden Mikroorganismen zu rechnen ist.

Unbestritten ist der Antibiotika-Selektionsdruck fur verschiedene Mikroorganismen durch
solche Antibiotika, welche in Zucht- und Mastbetrieben eingesetzt werden. Vor dem
Hintergrund zunehmender bedrohlicher Antibiotika-Resistenzen, u. a. auch gegen
Reserve-Antibiotika wie Vancomycin wird die Notwendigkeit deutlich erhdht, in
verstarktem Mafle den Einsatz von Antibiotika auch in lebensmittelrelevanten Bereichen
unter Kontrolle zu halten bzw. zu minimieren oder zu verbieten. Mit den entwickelten
Nachweisverfahren kénnte eine Untersuchung von Abwassern in entsprechenden Mast-
und Zuchtbetrieben durchgeflihrt werden, wobei man von den Angaben der jeweiligen
Betreiber entsprechender Betriebe unabhangig ware. Hierdurch koénnte der
unkontrollierte Einsatz von Antibiotika besser Uberwacht werden. Aus diesem Grunde
wird insbesondere im letztgenannten Bereich, der aus human-hygienischer Sicht von
erheblichem Interesse ist, ein zukilinftiger Einsatzbereich gesehen. Weitere
Untersuchungen hierzu unter Beriucksichtigung veterinarmedizinisch relevanter

Antibiotika sollten geprift werden.
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7. Anhang (Kalibriergeraden, Wiederfindungen, Messwerte)

7.1 Diagramm - Kalibriergerade Amoxicillin

7.2 Diagramm - Kalibriergerade Ampicillin

7.3 Diagramm - Kalibriergerade Benzylpenicillin
7.4 Diagramm - Kalibriergerade Cloxacillin

7.5 Diagramm - Kalibriergerade Dicloxacillin
7.6  Diagramm - Kalibriergerade Flucloxacillin
7.7 Diagramm - Kalibriergerade Methicillin

7.8 Diagramm - Kalibriergerade Mezlocillin

7.9 Diagramm - Kalibriergerade Nafcillin

7.10 Diagramm - Kalibriergerade Oxacillin

7.11 Diagramm - Kalibriergerade Piperacillin

7.12 Diagramm - Kalibriergerade Phenoxymethylpenicillin
7.13 Diagramm - Kalibriergerade Azithromycin

7.14 Diagramm - Kalibriergerade Clarithromycin

7.15 Diagramm - Kalibriergerade Clindamycin

7.16 Diagramm - Kalibriergerade Erythromycin

7.17 Diagramm - Kalibriergerade Roxithromycin

7.18 Diagramm - Kalibriergerade Spiramycin

7.19 Diagramm - Kalibriergerade Tylosin

7.20 Diagramm - Kalibriergerade Vancomycin

7.21 Diagramm - Kalibriergerade Trimethoprim

7.22 Diagramm - Kalibriergerade Sulfadimidin

7.23 Diagramm - Kalibriergerade Sulfamethoxazol

7.24 Diagramm - Kalibriergerade Ciprofloxacin

7.25 Diagramm - Kalibriergerade Ofloxacin

7.26 Diagramm - Kalibriergerade Chlortetracyclin

7.27 Diagramm - Kalibriergerade Doxycyclin

7.28 Diagramm - Kalibriergerade Oxytetracyclin

7.29 Diagramm - Kalibriergerade Tetracyclin

7.30 Diagramm - Wiederfindungsversuche Dotierung 200 ng/|

7.31 Diagramm - Wiederfindungsversuche Dotierung 40 ng/l

7.32 Diagramm - Wiederfindungsversuche Dotierung 10 ng/l

7.33 Diagramm - Wiederfindungsversuche Dotierung 1 ng/l

7.34 Messwerte — Universitatsklinikum Bonn Abwassersammler 1. Teil
7.35 Messwerte — Universitatsklinikum Bonn Abwassersammler 2. Teil
7.36 Messwerte — Klaranlage Bonn Salierweg Zulauf Sud 1. Teil

7.37 Messwerte — Klaranlage Bonn Salierweg Zulauf Sid 2. Teil

7.38 Messwerte — Klaranlage Bonn Salierweg Ablauf in den Rhein 1. Teil
7.39 Messwerte — Klaranlage Bonn Salierweg Ablauf in den Rhein 2. Teil
7.40 Messwerte — Diverse Klaranlagen (Ablaufe) in NRW 1. Teil

7.41 Messwerte — Diverse Klaranlagen (Ablaufe) in NRW 2. Teil

7.42 Messwerte — Diverse Klaranlagen (Ablaufe) in NRW 3. Teil

7.43 Messwerte — Diverse Klaranlagen (Ablaufe) in NRW 4. Teil

7.44 Messwerte — Diverse Klaranlagen (Ablaufe) in NRW 5. Teil

7.45 Messwerte — Oberflachengewasser RHEIN

7.46 Messwerte — Oberflachengewasser WERRE und EMS

7.47 Messwerte — Diverse Oberflachengewasser in NRW

7.48 Messwerte — Landliche Klaranlagen (Ablaufe)

7.49 Messwerte — Stauwasser zur Trinkwassergewinnung (Div. Probenahmestellen) 1.Teil
7.50 Messwerte — Stauwasser zur Trinkwassergewinnung (Div. Probenahmestellen) 2.Teil

7.51 Messwerte — Rohwasser mit Oberflachenwasserbeeinflussung
7.52 Messwerte — Diverse Proben



7.1 Diagramm - Kalibriergerade Amoxicillin

Kalibriergerade Amoxicillin y = 778,37x e Amoxicillin
Area R?=0,9985 —— Linear (Amoxicillin)
450000
400000
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7.2 Diagramm - Kalibriergerade Ampicillin
. . = 2604 5x o Ampicillin
— Kalibriergerade Ampicillin é2=099’e1 —Linear (Ampicillin)
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7.3

Diagramm - Kalibriergerade Benzylpenicillin

Kalibriergerade Benzylpenicillin y = 795,77x

R?=0,9919

Area
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——Linear (Benzylpenicillin)
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7.4

Diagramm - Kalibriergerade Cloxacillin

y = 743,34x

Kalibriergerade Cloxacillin R? = 0,0952

Area
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—— Linear (Cloxacillin)
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7.5 Diagramm - Kalibriergerade Dicloxacillin

Kalibriergerade Dicloxacillin
Area

450000

y =770,65x
R?=0,994
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——Linear (Dicloxacillin)

400000

350000

300000

250000

200000

150000 -

100000 -

50000

0 50 100 150 200

250 300 350

Konzentration [ng/ml]

400

450 500 550

7.6 Diagramm - Kalibriergerade Flucloxacillin

Kalibriergerade Flucloxacillin
Area

500000

y =882,13x
R?=0,9935
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—— Linear (Flucloxacillin)

450000 |

400000

350000

300000

250000

200000 -

150000 A .

100000 -

50000

0 50 100 150 200

250 300 350

Konzentration [ng/ml]

400

450 500 550

96




7.7

Diagramm - Kalibriergerade Methicillin

. T y = 1342x
— Kalibriergerade Methicillin e yions
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e Methicillin
—— Linear (Methicillin)
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7.8

Diagramm - Kalibriergerade Mezlocillin

. . T ¢ Mezlocillin
Kalibriergerade Mezlocillin y=540.43x — Linear (Mezlocillin)

Area R“=0,999
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7.9

Diagramm - Kalibriergerade Nafcillin

Kalibriergerade Nafcillin
Area
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y =2715,4x
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—— Linear (Nafcillin)
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7.10 Diagramm - Kalibriergerade Oxacillin

Kalibriergerade Oxacillin
Area
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7.11

Diagramm - Kalibriergerade Piperacillin

Area
300000

250000
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. R . y = 542,04x ¢ Piperacillin
Kalibriergerade Piperacillin R? = 0,9976 — Linear (Piperacillin)
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7.12 Diagramm - Kalibriergerade Phenoxymethylpenicillin
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7.13 Diagramm - Kalibriergerade Azithromycin

an. = N . y =6277,1x o Azithromycin
Kalibriergerade Azithromycin B2 - 09963 — Linear (Azithromycin)

-Area ‘
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7.14 Diagramm - Kalibriergerade Clarithromycin
s . . = 14114x e Clarithromycin

— Kalibriergerade Clarithromycin 2 aoor — Linear (Glarithromycin)
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7.15 Diagramm - Kalibriergerade Clindamycin

ap s . . = e Clindamycin

— Kalibriergerade Clindamycin éz-_sg%g,:; — Linear (Clindamycin)
-ea =Y,
4500000
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7.16 Diagramm - Kalibriergerade Erythromycin
Kalibriergerade Erythromycin y = 4643,9x * Enmtromycin
. R?=0.9979 ——Linear (Erythromycin)

Area (gemessen als Dehydrato-Erythromycin) :
2500000
2000000
1500000
1000000

500000 s

0 T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

101



7.17 Diagramm - Kalibriergerade Roxithromycin
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7.18 Diagramm - Kalibriergerade Spiramycin

Area
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7.19 Diagramm - Kalibriergerade Tylosin

Kalibriergerade Tylosin
Area
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7.20 Diagramm - Kalibriergerade Vancomycin

Kalibriergerade Vancomycin
-Area

50000

y =90,912x
R?=0,9817
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——Linear (Vancomycin)
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7.21

Diagramm - Kalibriergerade Trimethoprim

Kalibriergerade Trimethoprim
Area

3000000

y = 5380,8x]
R?=0,977
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——Linear (Trimethoprim)
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7.22 Diagramm - Kalibriergerade Sulfadimidin

Kalibriergerade Sulfadimidin
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y = 1970x
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——Linear (Sulfadimidin)
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7.23 Diagramm - Kalibriergerade Sulfamethoxazol

o e Sulfamethoxazol
— Kalibriergerade Sulfamethoxazol v 12219,;; —_Linear (Sulfamethoxazol)
-ea =0,
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7.24 Diagramm - Kalibriergerade Ciprofloxacin
s . . Ciprofloxacin
= 1194,2x °
— Kalibriergerade Ciprofloxacin L 0008 — Linear (Ciprofioxacin)
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7.25 Diagramm - Kalibriergerade Ofloxacin

Ofloxacin
ibri i = 4736,9x )

— Kalibriergerade Ofloxacin i o0 — Linear (Ofloxacin)
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7.26 Diagramm - Kalibriergerade Chlortetracyclin
s . e Chlortetracyclin
=623,92

— Kalibriergerade Chlortetracyclin i — Linear (Chlortetracyclin)
-ea =Y
350000
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7.27 Diagramm - Kalibriergerade Doxycyclin

B N - _ Doxycyclin
y = 2364,7x °C .

— Kalibriergerade Doxycyclin Py — Linear (Doxycyclin)
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7.28 Diagramm - Kalibriergerade Oxytetracyclin
s . * Oxytetracyclin

— Kalibriergerade Oxytetracyclin v egz;g:; — Linear (Oxytetracyclin)
-ea =0,
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7.29 Diagramm - Kalibriergerade Tetracyclin

Area

500000

450000 |

400000
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= 866,44
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7.30 Diagramm - Wiederfindungsversuche Dotierung 200 ng/l

ujphoenal
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uyoidwy

uIXoWy
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130
120
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7.31

Diagramm - Wiederfindungsversuche Dotierung 40 ng/I

Wiederfindungsversuche aus Trinkwasser

Dotierung 40 ng/L

6-fach-Bestimmung

in
—F=
EEEEE
H=
H=
EEEEEE
HEEREEEE
{mmmm
" T
'—
linnn
]
e EEEE
HE
aEEEEEE
SR EEEEEE
=
T
]
'—'—
SuEEEEEE
EEEEEE
T
T
O O O O O O o o o
S8IEE88IRS

[%] 4am

ujphoenal
uljahoen}alhxQ

uljphohxoq

uljphoenayolyn

uioeXolO

ujoexopoidin

Jozexoyjaweyng

uipluipeyng

wdoyjawi |

upAwoouep
uisojAL
upAweuidg
udAwouyyixoy
upAwouyjfig
upAwepul|n
upAwouyiue|n

upAwouyyzy

uyioesadid
ujivuadjAyjswAxouayd
uyi9ex0
uljjiojeN
ufjjroojzaN
uliyIdIN
ujjpoexojan|y
ujjpivexoldid
uyj1oeX0[)
ujjpoiuadjAzuag
uppidwy

uIXoWy

Antibiotikum

110




7.32 Diagramm - Wiederfindungsversuche Dotierung 10 ng/l
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7.33 Diagramm - Wiederfindungsversuche Dotierung 1 ng/i
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7.37 Messwerte — Klaranlage Bonn Salierweg Zulauf Sud 2. Teil
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7.38 Messwerte — Klaranlage Bonn Salierweg Ablauf in den Rhein 1. Teil
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7.39 Messwerte — Klaranlage Bonn Salierweg Ablauf in den Rhein 2. Teil
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7.40 Messwerte — Diverse Klaranlagen (Ablaufe) in NRW 1. Teil
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Messwerte — Diverse Klaranlagen (Ablaufe) in NRW 2. Teil
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7.42 Messwerte — Diverse Klaranlagen (Ablaufe) in NRW 3. Teil
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Messwerte — Rohwasser mit Oberflaichenwasserbeeinflussung
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7.52 Messwerte — Diverse Proben
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